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Abréviations 
 
 

ACE : antigène carcino-embryonnaire  

ACN : acétonitrile 

ADN : acide désoxyribonucléique 

ADECA : amino density estimation by 
colorimetric assay 

AFB1 : aflatoxine B1 

 AGP : alpha-1 glycoprotéine acide  

AMP : Adénosine monophosphate 

APTES : aminopropyltriéthoxysilane 

ARN : acide ribonucléique 

ATD : analyse thermodifférentielle 

ATG : analyse thermogravimétrique 

ATP : adénosine triphosphate 

BB : binding buffer (tampon de liaison) 

BCA : Bicinchoninic Acid Assay  

BPA: bisphénol A 

BSA : bovine serum albumin 

C12 : dodecyl 

C18 : octadecyl 

C6 : hexyl 

C8 : octyl 

CAP : chloramphénicol 

CE : capillary electrophoresis 

CEA : carcinoembryonic antigen 

CEC: capillary electrochromatography 

CHO : cellule ovarienne de hamster chinois 

CIM® : Convective Interaction Media  

CMC : concentration micellaire critique 

CNBr : bromure de cyanogène 

COMOSS : collocated monolith support 
structures 

CRP : protéine C-réactive 

CTAB : bromure de cétyltriméthylammonium 
cTn1 : troponine cardiaque 1 

C.V. : coefficient de variation 

CYC : cytochrome C 

DADPA: diaminodipropylamine  

d.i. : diamètre interne 

DoOH : dodécanol 

 

 

 

DTG : derivative thermogravimetry 

DVB : divinylbenzène 

EDMA : éthylènediméthacrylate 

EDTA : éthylène diamine tétra acétique 

EG: éthoxyglycol  

EGDMA : éthylène glycol diméthacrylate 

ESI : ionisation par électrospray 

FID : détecteur à ionisation de flammes 

FITC : isothiocyanate de fluorescéine  

Fluo : fluorescence  

FSH : hormone folliculostimulante 

GC : chromatographie en phase gazeuse 

GFP : green fluorescent protein 

GMA : glycidyl méthacrylate 

GnRH : hormone de libération des 
gonadotropines 

HCV : virus de l’hépatite C  

HEMA : 2-hydroxyéthyl méthacrylate 

HESI : heated electrospray ionization  

HILIC : hydrophilic interaction 
chromatography 

His-tag : polyhistidine-tag 

HIV-1 RT : human immunodeficiency virus-1 
reverse transcriptase 

HPLC : chromatographie en phase liquide à 
haute performance 

HRP : peroxydase de raifort  

HSA : sérum albumine humaine 

IaIp : protéine inter-alpha inhibiteur   

ICP : inductively coupled plasma 

IMER : immobilized enzyme reactor 

IMS : ionisation par électrospray – 
spectrométrie de mobilité ionique 

Ig : immunoglobuline 

IgE : immunoglobuline de classe E 

IgG : immunoglobuline de classe G 

IgM : immunoglobuline de classe M  

IPr. : Isopropanol 

IS : immunoadsorbant 
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LC : chromatographie en phase liquide 

LH : hormone lutéinisante  

LIF : fluorescence induite par laser 

LLE : extraction liquide-liquide 

LOD : limite de détection 

LOQ : limite de quantification 

LPS : large particle support 

LSABM : Laboratoire Sciences Analytiques, 
Bioanalytiques et Miniaturisation (laboratoire 
où ce projet de thèse a été réalisé) 

MALDI : matrix-assisted laser 
desorption/ionisation 

MC-LR : microcystine-LR 

MC-RR : microcystine-RR 

MEB : microscopie électronique à balayage 

MEKC : chromatographie micellaire 
électrocinétique 

mNP : nanoparticules magnétiques 

MNS : nanosphère magnétique 

MeOH : méthanol  

MIP : polymère à empreintes moléculaires 

mIS : immunoadsorbant miniaturisé 

mOS : oligoadsorbant miniaturisé 

MS : spectrométrie de masse 

MW : poids moléculaire 

nanoLC : nanochromatographie liquide 

NCS : billes de silice-isothiocyanate 

NHS : N-Hydroxysuccinimide 

NIP : polymère non-imprimé 

NP : nanoparticules 

NT-proBNP : peptide pro-natriurétique N-
terminal  

OS : oligoadsorbant 

OTA : ochratoxine A 

OTB : ochratoxine B 

PBS : phosphate buffered saline 

PCR : polymerase chain reaction 

PDMS : polydiméthylsiloxane  

PEG : polyéthylèneglycol 

PEGDA : polyéthylèneglycoldiacrylate  

PGC : porous graphitic carbon 

PGDMA : polyglycidyl diméthacrylate 

PMMA : poly(méthylméthacrylate) 

PP : précipitation de protéines 

PS : polystyrène  

PTFE : polytétrafluoroéthylène 

RAM : restricted access material 

RMN : résonance magnétique nucléaire 

SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis 

SELEX : systematic evolution of ligands by 
exponential enrichment 

SH : Thiol 

S/N : rapport signal sur bruit 

SPE : extraction sur phase solide 

SPME : microextraction sur phase solide 

SR454 : Ethoxylated trimethylolpropane 
triacrylate  

TEOS : tetraéthoxysilane 

TFA : acide trifluoroacétique 

TMOS : tetraméthoxysilane 

TOF : time-of-flight mass spectrometry 

TRF : fluorescence résolue en temps 

TRIM : triméthylolpropane  triméthacrylate 

Tris : tris(hydroxyméthyl)aminométhane 

TSH : hormone de stimulation de la thyroïde 

TTF1 : Thyroid transcription factor-1 

UV : ultraviolet 

VDA : 2-vinyl-4,4-diméthylazlactone  

Vf : volume de fin de fixation 

Vr : volume de rétention 
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Introduction générale 

 

 

Le chimiste analyste est confronté à de nombreux défis dans divers domaines d’applications 

(environnemental, agroalimentaire, biomédical, toxicologique, etc) du fait du très grand nombre de 

composés à analyser qui sont le plus souvent présents à l’état de traces dans des matrices 

extrêmement complexes. Cette demande sociétale a ainsi conduit à l’amélioration des techniques de 

séparation chromatographique et électrophorétique existantes ainsi que le développement de 

détecteurs de plus en plus sensibles et sélectifs tels que les spectromètres de masse. Le couplage des 

techniques séparatives sus-citées avec la spectrométrie de masse a notamment permis 

l’accomplissement de progrès considérables pour l’analyse de composés à l’état de traces. Toutefois, 

l’analyse de traces dans des échantillons complexes nécessite encore le plus souvent une étape de 

traitement de l’échantillon. Cette étape est cependant souvent négligée, alors qu’elle est une source 

d’erreurs importante et peut représenter plus de 60 % du temps de l’analyse. Elle permet pourtant 

d’augmenter grandement les performances des méthodes analytiques car elle induit une forte 

préconcentration des analytes tout en permettant de purifier l’échantillon de manière à s’affranchir 

des nombreux effets de matrice pouvant survenir, y compris en spectrométrie de masse. 

Parmi les techniques de traitement de l’échantillon disponibles, l’extraction sur phase solide 

(SPE, Solid Phase Extraction) est apparue comme un outil puissant pour le développement de 

méthodes d’analyse de composés à l’état de traces. De nombreux types de supports tels que des 

silices greffées ou des phases polymériques ont été développés de manière à extraire et 

préconcentrer les analytes par interactions hydrophobes et/ou électrostatiques. Cependant ces 

supports se révèlent être peu sélectifs et de nombreux composés interférents peuvent être co-

extraits par ceux-ci pouvant engendrer des erreurs dues à des co-élutions lors de l’étape de 

séparation ou à des effets de matrices affectant la détection. Ce problème d’interférences concerne 

tous les types de matrices, qu’elles soient environnementales, alimentaires ou biologiques. Pour 

pallier ce manque de sélectivité, des supports d’extraction sélective basés sur des mécanismes de 

reconnaissance moléculaire ont été récemment développés.  

Une première approche peut consister à utiliser des polymères à empreintes moléculaires 

(MIP, Molecularly Imprinted Polymer) possédant à leur surface des cavités présentant une 

complémentarité stérique et fonctionnelle à l’analyte cible qui permettent ainsi de ne retenir que cet 

analyte ou des analogues structuraux. La synthèse des MIP s’avère relativement facile et rapide. 

Cependant, le coût de synthèse peut se révéler élevé pour des molécules onéreuses et des 

problèmes de relargage de la molécule empreinte peuvent survenir pouvant être source d’erreurs. 

Les procédures d’extraction associées à ces supports peuvent également être longues et fastidieuses 

à développer.  



Introduction générale 

  18

La deuxième approche peut consister à utiliser des supports basés sur l’immobilisation de 

biomolécules : les immunoadsorbants (IS) et les oligoadsorbants (OS). Un IS est un support 

d’extraction constitué d’anticorps immobilisés sur un support solide et dirigés contre un antigène, 

l’analyte cible. La très forte affinité de l’interaction antigène-anticorps fondée sur une 

reconnaissance stérique et fonctionnelle confère aux IS une sélectivité très élevée. Toutefois, le coût 

des anticorps, leur durée de synthèse (de 6 mois à un an) et leur durée de régénération élevée (24h-

48h) peut représenter un facteur très limitant. Un OS, quant à lui, est basé sur l’immobilisation 

d’aptamères qui sont des oligonucléotides de longueur comprise entre 20 et 60 bases dont certaines 

séquences peuvent présenter une très forte affinité pour un analyte cible. Les aptamères ont pour 

principal avantage de pouvoir être synthétisés par voie chimique via une méthode combinatoire de 

sélection in vitro appelée SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) et de 

pouvoir être rapidement régénérés contrairement aux anticorps. Ces deux outils bioanalytiques 

constituent donc encore à l’heure actuelle des approches d’extraction complémentaires. 

La miniaturisation de l’ensemble des étapes nécessaires à l’analyse (traitement de 

l’échantillon, séparation et détection) suscite aujourd’hui un grand intérêt car elle doit permettre le 

développement de systèmes portatifs permettant de mener des analyses de terrain ou de répondre à 

la demande des laboratoires en termes de réduction des coûts  et de volumes d’échantillons requis. 

La miniaturisation des systèmes séparatifs a déjà fait l’objet de nombreuses études, notamment par 

le développement de microsystèmes associés à des séparations en mode électrocinétique. 

Cependant, ces microsystèmes sont le plus souvent appliqués à des molécules marquées dans des 

échantillons purs avec des modes de détection simples tels que l’UV ou la fluorescence. Les faibles 

volumes injectés dans des systèmes de si faible dimension peut également réduire leur sensibilité. De 

manière à améliorer les performances de ces systèmes, la miniaturisation des outils d’extraction 

sélective est donc d’un très grand intérêt notamment pour aborder leur applicabilité à des 

échantillons complexes. La miniaturisation des outils bioanalytiques basés sur l’immobilisation 

d’anticorps ou d’aptamères n’a été à ce jour que peu décrite. Les formats utilisés ainsi que les 

supports d’immobilisation sont divers. Parmi ces supports, les monolithes présentent un intérêt 

majeur puisqu’ils peuvent être synthétisés in situ dans des capillaires et microcanaux et permettent 

de s’affranchir des contraintes liées à l’utilisation de particules qui nécessite un remplissage 

homogène des capillaires. Ils présentent de plus une surface spécifique élevée et une grande 

perméabilité qui facilite le transfert des analytes. Cependant, une caractérisation complète des 

supports miniaturisés en termes d’efficacité d’immobilisation, de capacités, de rendements 

d’extraction et de répétabilité de préparation ne sont que rarement disponibles. 

L’objectif de ce projet de recherche a donc été de développer et de caractériser des outils 

bioanalytiques basés sur le greffage de biomolécules sur monolithes synthétisés in situ en capillaire 

pour l’extraction de molécules dans des matrices complexes et de les coupler en ligne à la 

nanochromatographie liquide.  
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Le premier chapitre consiste en une étude bibliographique traitant des méthodes pouvant 

être utilisées pour l’analyse de composés à l’état de traces dans des matrices complexes. Une 

première partie est centrée sur la description des mécanismes mis en jeu dans les phases de SPE 

conventionnelles et des limites associées à de tels supports. Une deuxième partie illustre les atouts 

des outils d’extraction sélective basés sur des mécanismes de reconnaissance moléculaire dans un 

format conventionnel. Enfin, une troisième partie permet de présenter l’ensemble des approches 

recensées dans la littérature pour intégrer les systèmes d’extraction sur phase solide dans des 

systèmes miniaturisés. Une étude bibliographique la plus exhaustive possible des récents 

développements traitant de l’immobilisation d’anticorps et d’aptamères au sein de systèmes de 

format conventionnel ou miniaturisé a été menée. 

Ensuite, afin d’envisager l’immobilisation de biomolécules, la synthèse d’un monolithe 

hybride à base de silice a été optimisée et caractérisée dans le deuxième chapitre de manière à 

obtenir un support de greffage dont la synthèse s’avère répétable. Un descriptif du procédé sol-gel 

employé pour la synthèse des monolithes, de l’ensemble des paramètres influant sur la synthèse 

ainsi que des méthodes de caractérisation de ces phases y est présenté. 

L’immobilisation covalente des anticorps et aptamères a pu ensuite être considérée sur des 

monolithes en capillaire dans les chapitres 3 et 4 respectivement. Jusqu’à maintenant, le greffage 

covalent de biomolécules sur ce type de monolithes n’a été que très peu décrit. Dans un premier 

temps, des analytes cibles modèles de faible poids moléculaire ont été choisis de manière à faciliter 

la caractérisation et le couplage en ligne des outils sélectifs miniaturisés avec la 

nanochromatographie par l’utilisation de modes de détection simples (UV et fluorescence induite par 

laser). Des immunoadsorbants et oligoadsorbants miniaturisés ont ainsi été obtenus puis 

caractérisés. La répétabilité de la préparation des supports a été évaluée en termes de taux de 

greffage, de capacités mais aussi de rendements d’extraction et de sélectivité. L’extraction des 

molécules modèles de matrices environnementales pour les anticorps et alimentaires pour les 

aptamères a également été étudiée. 

Enfin, après avoir développé des supports miniaturisés pour l’analyse de molécules de faible 

poids moléculaire, la préparation d’outils sélectifs dirigés contre des protéines a été envisagée dans 

le chapitre 5. Une étape de digestion des protéines par une enzyme protéolytique en amont de la 

séparation chromatographique ainsi qu’un couplage avec la spectrométrie de masse sont alors 

indispensables. L’immobilisation d’enzymes sur monolithes en capillaire a donc fait l’objet d’une 

partie de ce projet pour le développement de microréacteurs enzymatiques. Ces supports ont été 

caractérisés en termes de taux greffage et d’efficacité de digestion et appliqués à la digestion d’une 

protéine modèle en milieu pur. 
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1 Introduction 

Ces dernières années, les techniques d’analyse et d’instrumentation se sont grandement 

améliorées en termes de quantités d’échantillons nécessaires ainsi que de durée de séparation et de 

sensibilité de détection. Des progrès considérables ont en effet été réalisés du point de vue des 

phases stationnaires utilisées en chromatographie pour permettre l’utilisation de hauts débits de 

phase mobile mais aussi du point de vue de la détection avec, entre autres, le couplage des 

techniques séparatives et électrophorétiques avec la spectrométrie de masse. De nombreuses 

méthodes peuvent de ce fait être utilisées pour analyser des composés souvent à l’état de traces 

dans les matrices biologiques, environnementales ou alimentaires. Cependant, malgré ces avancées, 

la présence de composés interférents dans les matrices complexes ainsi que les faibles niveaux de 

concentrations recherchées dans ces dites matrices rendent souvent l’analyse du ou des composés 

cibles difficile. Il est donc indispensable de procéder à une étape préalable dite de préparation (ou 

traitement) de l’échantillon permettant de purifier la matrice et de préconcentrer le ou les analytes 

d’intérêt afin d’améliorer les performances globales de l’analyse. 

L’extraction liquide-liquide a été l’une des premières méthodes de préparation de 

l’échantillon à être utilisée. Cette technique est basée sur le partage des analytes entre deux phases 

liquides non miscibles qui consistent généralement en une phase aqueuse (eau environnementale, 

sang, urine, etc) et une phase organique. Cependant, les nombreux inconvénients de cette technique 

tels que son caractère chronophage, le risque d’émulsion et l’utilisation de grandes quantités de 

solvants, nocifs pour l’environnement et dangereux pour l’expérimentateur, ont conduit à 

l’émergence d’autres techniques, dont l’extraction sur phase solide. Cette méthode constitue un 

outil puissant pour la purification et la préconcentration d’analytes contenus dans des matrices 

environnementales, biologiques ou alimentaires.  

Ce chapitre présente les outils conventionnels d’extraction sur phase solide permettant de 

relever les défis analytiques liés à la préconcentration d’analytes souvent présents à l’état de traces 

dans des matrices complexes. Nous verrons que, malgré la diversité des supports disponibles, la 

majorité met en jeu des interactions hydrophobes, polaires et/ou électrostatiques, non sélectives, 

conduisant à la co-extraction de nombreux composés interférents présentant des propriétés physico-

chimiques proches du ou des composés recherchés. La demande pour des supports beaucoup plus 

sélectifs est donc forte. En conséquence, des supports à reconnaissance moléculaire ont été 

développés et parmi ceux-ci des supports basés sur l’immobilisation de biomolécules qui seront tout 

particulièrement décrits dans ce chapitre. 
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2 L’extraction sur phase solide 

L’extraction sur phase solide (SPE : Solid Phase Extraction) est une méthode de traitement de 

l’échantillon basée sur un principe similaire à la chromatographie liquide. Elle est basée sur le 

partage de composés entre une phase liquide, l’échantillon, et une phase solide, l’adsorbant. Le 

format le plus conventionnel consiste à conditionner l’adsorbant dans une cartouche entre deux 

frittés et à percoler les différentes solutions à travers la cartouche par gravité, par pression positive à 

l’entrée de la cartouche, par application d’un vide en sortie de la cartouche ou par centrifugation.  

2.1 Principe 

Le protocole d’extraction par SPE comprend 4 étapes, qui sont résumées en Figure 1. 

 

Figure 1 : Principe de l’extraction sur phase solide. Adapté de [1] 

 

La première étape est une étape de conditionnement consistant à mouiller l’adsorbant de 

manière à activer les sites de rétention. A la fin de cette étape, le dernier solvant utilisé doit avoir des 

propriétés similaires à celles de l’échantillon en termes de pH et de polarité de manière à avoir une 

force éluante proche de celle de l’échantillon et éviter ainsi l’élution prématurée des analytes. La 

deuxième étape est l’étape de percolation de l’échantillon sur l’adsorbant. Lors de cette étape, les 

analytes cibles sont retenus sur le support et certains interférents sont, quant à eux, éliminés. 

Cependant une grande partie des molécules interférentes peut présenter une forte affinité pour le 

support et être retenue sur celui-ci. Dans le but d’éliminer ces interférents, il est nécessaire de 

procéder à une troisième étape dite de lavage. Cette étape consiste à percoler, au travers de la 

cartouche, un ou plusieurs solvants de faible force éluante vis-a-vis des analytes cibles de façon à 

éluer un maximum de composés interférents sans éluer les composés recherchés. Une fois cette 
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étape réalisée, on procède à la quatrième et dernière étape du protocole, l’élution. Lors de cette 

étape les analytes cibles sont élués grâce à un solvant ayant cette fois une force éluante suffisante 

pour rompre les interactions entre les analytes cibles et l’adsorbant.

2.2 Paramètres clés de l’extraction sur phase solide

2.2.1 Volume de fin de fixation

Le rendement d’extraction dépend d

volume de fin de fixation, noté V

duquel les analytes ne sont plus retenus quantitativement sur un support

solutés pour ce dernier en présence du solvant constituant l’échantillon

rendements d’extraction, il est donc essentiel de ne pas percoler un volume d’échantillon supérieur à 

ce volume de fin de fixation 

Figure 2 : Courbe théorique permettant de déterminer le volume de fin de fixation en analyse frontale par percolation en 
continu d’un échantillon d’eau dopée pa

Ce volume peut être déterminé expérimentalement. 

un soluté S à une concentration C

(par exemple UV) est placé en sortie de la cartou

présentée en Figure 2 et représentant

d’échantillon percolé [2]. Pour des faibles volumes d’échantillons, l’efflu

composé S et le signal en sortie reste nul

en soluté commence à augmenter marquant le début de l’élution du soluté de la cartouche de SPE

(zone B). La concentration dans l’efflu

égale à 1% de la concentration initiale C

atteindre un palier, A0. La concentration 

initiale C0 dans l’échantillon. Le volume d’éluant collecté lorsque la concentration atteint 99% de C

est noté VM. Dans des condition
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étape réalisée, on procède à la quatrième et dernière étape du protocole, l’élution. Lors de cette 

sont élués grâce à un solvant ayant cette fois une force éluante suffisante 

pour rompre les interactions entre les analytes cibles et l’adsorbant. 

de l’extraction sur phase solide 

Volume de fin de fixation 

Le rendement d’extraction dépend du volume percolé notamment si celui

volume de fin de fixation, noté Vf. Ce volume correspond au volume d’échantillon percolé au

duquel les analytes ne sont plus retenus quantitativement sur un support et dépend de l’affinité des 

lutés pour ce dernier en présence du solvant constituant l’échantillon [2]. Pour obtenir de bons 

rendements d’extraction, il est donc essentiel de ne pas percoler un volume d’échantillon supérieur à 

 

e théorique permettant de déterminer le volume de fin de fixation en analyse frontale par percolation en 
continu d’un échantillon d’eau dopée par un soluté S sur un adsorbant et suivi de l’élution par détection UV.

Ce volume peut être déterminé expérimentalement. En supposant qu’une solution contenant 
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un point d’inflexion au niveau d’un volume noté Vr. Ce volume Vr correspond au volume de rétention 

que l’on obtiendrait en chromatographie d’élution au maximum du pic en injectant un volume fini de 

S sur le même adsorbant avec une phase mobile de même composition que l’échantillon. 

2.2.2 La capacité 

Un autre paramètre important en SPE est la capacité du support [2]. Elle est directement liée 

au nombre de sites actifs à la surface de l’adsorbant. Lorsque la quantité d’analyte percolée est 

supérieure à la capacité du support, une élution anticipée de l’analyte survient même si le volume Vf 

de fin de fixation n’a pas été dépassé. Cependant, dans le cas de phases conventionnelles, le 

dépassement de capacité reste peu fréquent du fait principalement des faibles concentrations 

d’analytes cibles dans les échantillons en analyse de traces. La capacité d’une cartouche de SPE 

conventionnelle est généralement comprise entre 1 et 5 % de la masse de l’adsorbant [2, 4]. Après 

optimisation de la procédure d’extraction, la capacité correspond à la quantité d’analytes maximale à 

partir de laquelle une chute des rendements d’extraction est observée, signe de la saturation du 

support. 

2.3 Couplage de l’extraction sur phase solide aux techniques 
séparatives 

L’extraction sur phase solide peut être réalisée de deux manières différentes : soit en différé, 

soit en ligne. Ces deux approches seront décrites successivement dans cette partie. 

2.3.1 Extraction en différé 

Dans le cas d’une extraction en différé, la fraction d’élution obtenue en appliquant la 

procédure décrite en Figure 1 est collectée et injectée ensuite partiellement dans le système 

analytique après une éventuelle étape d’évaporation et/ou de dilution. Cette approche permet de 

modifier et d’optimiser facilement de nombreux paramètres, notamment la quantité d’adsorbant 

conditionné. De plus, il n’existe pas de contraintes de compatibilité entre la nature de l’adsorbant et 

le système analytique utilisé. Seule la nature du solvant de redissolution de l’extrait doit être 

compatible avec le système chromatographique [2]. Il s’agit également d’une approche peu onéreuse 

du fait de la simplicité de l’équipement nécessaire à sa réalisation. Cependant, le gros désavantage 

lié à cette méthode reste les risques de pollution et l’augmentation de l’incertitude sur le résultat 

final pouvant résulter des nombreuses étapes réalisées manuellement par un opérateur. Celles-ci 

comprennent des étapes telles que l’évaporation, la reprise, la dilution ou encore l’injection des 

diverses fractions collectées en sortie du dispositif. L’automatisation peut malgré tout limiter ces 
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désavantages mais ne résout pas le problème de l’injection partielle de l’échantillon et les risques de 

pertes par évaporation. 

Différents formats peuvent être utilisés po

formats sont présentés sur la Figure 
 

Figure 3 : Formats d’extraction sur phase soli

Le format le plus utilisé consiste à conditionner un adsorbant constitué de particules de 40 à 

60 µm de diamètre dans une cartouche en polypropylène ou en verre

maintenues au sein de la cartouche grâce à deux frittés en polyéthylène. La taille des cartouches 

varient beaucoup en fonction des échantillons à analyser

avec des quantités d’adsorbants conditionnées variant de 50 mg à 10 g. 

Le deuxième type de format consiste en l’utilisation de disques constitués de particules 

solides contenues dans une matrice de polytétrafluoroéthylène (PTFE) ou de verre

fait de leur diamètre plus important (de 4 à 90 mm) des débits plus élevés peuvent être appliqués. Ce 

format est donc bien adapté à la percolation 

Le troisième format consiste en des plaques 96

96 cartouches ou disques individuels contenant une faible quantité d’adsorbant (5 à 60 mg), réunis 

en une plaque unique, compacte et adapt

d’échantillon.  

Enfin, le dernier format disponible consiste à introduire l’adsorbant dans un 

(Figure 3-D). L’extraction est alors

s’avère simple de mise en œuvre, 

coûteuse [5]. Elle permet l’obten

d’adsorbant et les volumes d’élution 

Comme nous venons de le voir, b

présentent deux désavantages principaux

d’évaporation et conduisent à une sensibilité globalement limitée car seule une fraction de chaque 

itre 1 – Analyse de traces dans les matrices complexes 

désavantages mais ne résout pas le problème de l’injection partielle de l’échantillon et les risques de 

Différents formats peuvent être utilisés pour une application en différé. C

Figure 3.  

Formats d’extraction sur phase solide disponibles. (A) Cartouche, (B) Disque, (C) Plaque 96
pipette. 

Le format le plus utilisé consiste à conditionner un adsorbant constitué de particules de 40 à 

60 µm de diamètre dans une cartouche en polypropylène ou en verre (Figure 3-A)

maintenues au sein de la cartouche grâce à deux frittés en polyéthylène. La taille des cartouches 

varient beaucoup en fonction des échantillons à analyser, de 1 mL à plusieurs dizaines de 

avec des quantités d’adsorbants conditionnées variant de 50 mg à 10 g.  

Le deuxième type de format consiste en l’utilisation de disques constitués de particules 

solides contenues dans une matrice de polytétrafluoroéthylène (PTFE) ou de verre

fait de leur diamètre plus important (de 4 à 90 mm) des débits plus élevés peuvent être appliqués. Ce 

format est donc bien adapté à la percolation de grands volumes d’échantillons. 

t consiste en des plaques 96-puits (Figure 3-C). Ce format est équivalent à 

96 cartouches ou disques individuels contenant une faible quantité d’adsorbant (5 à 60 mg), réunis 

en une plaque unique, compacte et adaptée à l’utilisation de robots et à de faibles volumes 

Enfin, le dernier format disponible consiste à introduire l’adsorbant dans un 

alors réalisée par aspiration au travers de ce cône. Cette méthode 

œuvre, est adaptée à de faibles volumes d’échantillons

permet l’obtention d’extractions rapides et efficaces tout en limitant la quant

et les volumes d’élution nécessaire à l’extraction [5]. 
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Le format le plus utilisé consiste à conditionner un adsorbant constitué de particules de 40 à 

A). Les particules sont 

maintenues au sein de la cartouche grâce à deux frittés en polyéthylène. La taille des cartouches 

de 1 mL à plusieurs dizaines de millilitres 

Le deuxième type de format consiste en l’utilisation de disques constitués de particules 

solides contenues dans une matrice de polytétrafluoroéthylène (PTFE) ou de verre (Figure 3-B). Du 

fait de leur diamètre plus important (de 4 à 90 mm) des débits plus élevés peuvent être appliqués. Ce 

. Ce format est équivalent à 

96 cartouches ou disques individuels contenant une faible quantité d’adsorbant (5 à 60 mg), réunis 

et à de faibles volumes 

Enfin, le dernier format disponible consiste à introduire l’adsorbant dans un cône de pipette 

cône. Cette méthode 
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rapides et efficaces tout en limitant la quantité 

les méthodes d’extraction en différé 

des pertes pendant les étapes 

et conduisent à une sensibilité globalement limitée car seule une fraction de chaque 
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solution est injectée dans le système chromatographique. De ce fait, l’extraction en ligne a été 

considérée. 

2.3.2 Extraction en ligne 

La SPE peut également être couplée directement en ligne avec l’analyse chromatographique. 

Le principe d’un couplage en ligne est schématisé en Figure 4.  

 

Figure 4 : Couplage en ligne de l’extraction sur phase solide avec la chromatographie en phase liquide. Adapté de [2]. 

La SPE en ligne est basée sur le couplage de colonnes d’enrichissement (appelées alors 

précolonnes) et d’analyse par l’intermédiaire de vannes de commutations [1, 2]. L’adsorbant est ainsi 

conditionné dans une précolonne introduite en lieu et place d’une boucle d’injection sur une vanne 

six-voies. Dans un premier temps, la vanne est en position de chargement (ou load) et l’échantillon 

est percolé à travers la précolonne au moyen d’une pompe de préconcentration. Les analytes cibles 

sont alors piégés sur l’adsorbant contenu dans la précolonne. Dans un deuxième temps, la vanne est 

basculée en position d’injection (ou inject). Ceci permet à la phase mobile, délivrée par une deuxième 

pompe, d’être dirigée vers la précolonne d’enrichissement et ainsi d’éluer les analytes cibles et de les 

entraîner ensuite vers la colonne analytique où ils sont séparés avant d’être détectés. De manière 

générale, le sens d’élution est opposé à celui de la percolation, on parle de rétrobalayage (« back 

flush »). Ce mode d’élution permet de reconcentrer la bande de solutés avant son transfert vers la 

colonne analytique et ainsi de réduire l’élargissement des pics. 

Avec l’approche par couplage en ligne, l’ensemble des composés retenus dans la précolonne 

est transféré vers la colonne analytique et donc analysé, ce qui n’est pas le cas en mode différé. Ce 

gain en sensibilité permet de diminuer les volumes d’échantillon nécessaires et représente un 
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avantage notable lorsque les volumes disponibles sont faibles [2]. D’autre part, cette approche 

s’avère être plus précise dans la mesure où elle limite le nombre d’interventions de l’opérateur 

réduisant, par la même occasion, le risque d’erreurs ou de contamination lors de la collecte des 

différentes fractions [2]. Elle présente également l’avantage de limiter la consommation en solvants 

organiques puisque l’élution est réalisée grâce à la phase mobile utilisée pour l’analyse. Enfin, elle 

permet d’envisager une automatisation complète de l’extraction sur phase solide ce qui améliore 

considérablement la répétabilité des extractions et de l’analyse qui s’en suit. 

Malgré tout, l’approche en ligne présente certains désavantages. En effet, l’adsorbant doit 

résister à la pression induite par la présence du système chromatographique placée à sa sortie ce qui 

limite le choix des adsorbants à des supports résistants à la pression. Ensuite, le couplage avec la 

colonne analytique limite la quantité d’adsorbant pouvant être utilisée de façon à ne pas réduire 

l’efficacité de la méthode de séparation [1, 2]. Elle nécessite également une bonne compatibilité des 

phases stationnaires. En effet, la phase mobile utilisée doit permettre à la fois l’élution des composés 

retenus sur l’adsorbant tout en assurant une séparation efficace dans la colonne analytique. 

Idéalement, la phase stationnaire contenue dans la colonne analytique doit être plus rétentive que 

celle contenue dans la précolonne de manière à concentrer les analytes cibles en tête de colonne et 

ainsi limiter les élargissements de pics [1, 2]. 

2.4 Phases utilisées en SPE 

La première étape de l’élaboration d’un protocole d’extraction est le choix du support à 

utiliser. Le potentiel de rétention de l’adsorbant dépend des forces d’interactions entre les analytes 

et les groupements fonctionnels présents à sa surface soumis à la présence du solvant constituant 

l’échantillon. De ce fait, le choix du support est orienté suivant le type de matrices à analyser et la 

nature des analytes à extraire. Une grande diversité de phases est disponible. L’adsorbant peut 

interagir avec les analytes par des interactions hydrophobes (apolaire-apolaire), hydrophiles (polaire-

polaire, liaison H, dipôle-dipôle, dipôle-dipôle induit) ou électrostatiques. On peut ainsi classer les 

différents types de supports selon la nature et l’intensité de ces interactions. 

2.4.1 Les phases polaires 

Les adsorbants polaires sont appropriés pour la rétention de composés à partir de matrices 

apolaires telles que les huiles. En effet, les solvants hydrophobes présentent une faible force éluante 

pour ce type de phases conférant aux analytes une forte rétention.  

Ce type de phases est utilisé dans les conditions qui s’apparentent à la chromatographie en 

phase normale. Ces adsorbants incluent des phases telles que la silice vierge, le Florisil (silicate de 

magnésium), l’alumine et la silice fonctionnalisée avec des groupements polaires [1, 2]. Le 

mécanisme de rétention d’un analyte avec ce type de phases repose sur les interactions entre les 
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groupements polaires de l’analyte et les groupements polaires à la surface de l’adsorbant (liaisons H, 

les interactions dipôle-dipôle et les interactions dipôle-dipôle induit, etc). Un composé retenu grâce à 

ce type d’interactions sera élué en percolant un solvant plus polaire que la matrice d’origine [1]. 

2.4.2 Les phases apolaires 

Les adsorbants apolaires sont utilisés en mode de partage inverse. Ils sont couramment 

utilisés pour l’analyse des échantillons aqueux (eaux, fluides biologiques…) puisque l’eau présente 

sur ce type de support une très faible force éluante. Ils peuvent consister en des phases à base de 

silice greffée avec des groupements alkyle/aryle ou en des phases polymériques. La rétention des 

composés est le résultat d’interactions apolaires-apolaires entre l’analyte et le support. L’élution, 

quant à elle, est généralement réalisée en utilisant un solvant apolaire de façon à rompre les 

interactions entre l’analyte et le support. 

Les phases à base de silice sont adaptées à l’extraction d’analytes organiques apolaires ou 

modérément polaires contenus dans des matrices aqueuses [1, 2]. Pour des composés plus polaires, 

des phases polymériques à base de copolymères de styrène-divinylbenzène (PS-DVB) ont été 

développées [1, 2]. Ces phases sont résistantes à des pH extrêmes (pH de 0 à 14) contrairement à la 

silice dont la gamme de stabilité restreinte (pH 2-8) empêche de réaliser des extractions à pH trop 

élevé ou trop faible. Le PS-DVB est une résine hydrophobe permettant une rétention plus importante 

des analytes, notamment les analytes polaires, puisqu’il présente à sa surface un nombre élevé de 

sites aromatiques actifs permettant le développement d’interactions π-π de type donneur-accepteur 

avec les analytes non saturés [1, 2]. De plus, la performance de ces phases a été améliorée par l’ajout 

de groupements polaires au niveau du noyau aromatique du DVB (i.e. N-vinylpyrolidone) ou en 

changeant la composition du copolymère pour atteindre des surfaces spécifiques élevées [1, 2, 6]. 

Malgré tout, le PS-DVB conduit aussi à un volume de fin de fixation faible pour les composés 

extrêmement polaires, ce qui ne permet pas leur extraction complète dans des matrices aqueuses à 

partir de grands volumes [1]. 

Des phases à base de carbone graphite poreux (PGC, Porous Graphitic Carbon) ont également 

été développées. Le choix du pH de travail n’est dans ce cas pas limité puisque le PGC se trouve être 

stable sur une très large gamme de pH. Il permet également l’utilisation de fortes teneurs en solvant 

organique tout en étant capable de retenir des analytes très polaires [2, 7]. 

2.4.3 Les phases à échange d’ions 

Les phases à échange d’ions sont appropriées pour l’extraction de composés ionisables, tels 

que des composés basiques ou acides, à partir d’échantillons aqueux. Ces phases consistent en de la 

silice ou en une résine polymérique greffée avec des groupements chargés positivement (ammonium 

quaternaire) ou négativement (acide sulfonique aliphatique, acide carboxylique aliphatique) pour 
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jouer respectivement le rôle d’échangeur d’anions ou d’échangeur de cations [1, 2]. Le mécanisme 

de rétention est principalement basé sur des interactions électrostatiques entre les groupements 

chargés des analytes et les groupements chargés greffés à la surface du support. Dans le but de 

retenir un composé par échange d’ions à partir d’une matrice aqueuse, le pH de la matrice doit être 

ajusté de telle façon que les composés d’intérêt et les groupements fonctionnels greffés soient 

chargés [1, 2]. Il est aussi nécessaire de faire en sorte qu’à ce pH peu de composés interférents soient 

sous forme ionisée de manière à ne pas interférer avec les composés d’intérêt [1]. L’élution peut 

ensuite être réalisée en utilisant une solution à un pH neutralisant à la fois les groupements 

fonctionnels du composé d’intérêt et les groupements greffés à la surface du support. Lorsque l’un 

ou l’autre de ces groupements est neutralisé, les forces électrostatiques liant le composé au support 

sont rompues et le composé est élué. Dans le cas où il est impossible de se placer dans une zone où 

le composé est neutre, une solution présentant une grande force ionique, ou contenant des espèces 

ioniques déplaçant le composé adsorbé, peut être utilisée pour l’étape d’élution.  

Cependant, le mécanisme de rétention par échange d’ions est rarement mis en œuvre pour 

l’analyse directe de traces dans des échantillons complexes car ces derniers contiennent de trop 

fortes teneurs en ions inorganiques qui saturent la capacité de l’échangeur [2]. 

2.4.4 Les phases à mécanismes mixtes 

Les phases décrites dans la partie précédente retiennent les analytes d’intérêt uniquement 

via un type d’interactions. Cette approche peut malheureusement conduire à l’extraction d’un grand 

nombre de composés interférents présentant des propriétés proches de celles des analytes cibles et 

pouvant ainsi développer les mêmes interactions avec la phase solide. Pour améliorer la purification 

et augmenter la sélectivité, des phases permettant de combiner plusieurs mécanismes de rétention 

ont été mises au point. 

2.4.4.1 Les phases mixtes 

Ces phases associent le plus souvent des interactions de nature hydrophobe via une matrice 

polymérique ou une silice greffée C18 ou C8 et des interactions de type électrostatique grâce à des 

fonctions acides (SO3
-, COO- par exemple) ou basiques (NH3

+ par exemple) [1, 2]. Plusieurs lavages de 

nature différente peuvent permettre d’éliminer un plus grand nombre d’interférents en jouant sur 

ces deux types d’interactions : un lavage favorisant une interaction tout en rompant l’autre. Au cours 

de la percolation, le composé est retenu par interactions hydrophobes alors que les composés 

polaires non chargés, ou portant une charge identique à celle de l’échangeur d’ions greffé, ne sont 

pas retenus. Dans un second temps, le pH est modifié pour ioniser le composé cible qui développe 

alors des interactions électrostatiques avec l’échangeur d’ions [2]. Une fois cette étape réalisée, un 

lavage avec un solvant organique permet de rompre les interactions hydrophobes de manière à 
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éliminer les interférents hydrophobes non chargés qui ne peuvent développer d’interactions 

électrostatiques [2]. Enfin, l’analyte cible est élué par passage de ce solvant organique dans lequel a 

été ajouté un acide ou une base, dans le but de rompre les interactions électrostatiques. Ce type de 

support est très utilisé pour l’extraction de composés pharmaceutiques basiques à partir de fluides 

biologiques, tels que l’urine ou le plasma [1]. 

2.4.4.2 Les phases à accès restreint 

Les phases à accès restreint (RAM, de l’anglais Restricted Access Material) permettent une 

extraction basée sur deux mécanismes de rétention distincts de manière à améliorer la sélectivité de 

l’extraction [5, 8]. Le plus souvent ceux-ci consistent en un mécanisme d’exclusion stérique associé à 

un mécanisme de partage permettant la rétention de petites molécules par interactions 

hydrophobes ou électrostatiques [5, 8]. Ce mode particulier d’extraction est le fait des propriétés 

particulières des RAM. Ces derniers consistent en effet en un matériau poreux avec une surface 

externe hydrophile et restrictive empêchant la rétention en milieu aqueux de macromolécules, telles 

que les protéines et phospholipides, combiné à des pores de faible dimension dont la surface est 

greffée avec des groupements alkyles ou ioniques et que seuls les composés de faible poids 

moléculaire peuvent atteindre. Ainsi les petites molécules peuvent être retenues à l’intérieur des 

pores tandis que les plus grosses molécules en sont exclues [5, 8]. 

Ce type de phases est donc de manière générale principalement utilisé pour le traitement de 

fluides biologiques en vue de l’élimination des protéines et est obligatoirement couplé en ligne avec 

la chromatographie en phase liquide  et est réutilisé compte-tenu de son coût [5, 7]. L’échantillon 

peut ainsi être directement injecté sur le RAM et, après passage d’un tampon permettant d’éliminer 

les macromolécules, les composés sont transférés en ligne vers le système de chromatographie en 

phase liquide. 

2.4.4.3 Les supports à particules de grande dimension 

Dans le but d’éliminer des macromolécules interférentes pouvant gêner l’analyse et la 

quantification d’analytes de faible poids moléculaire, i.e. avec un objectif similaire aux RAMs, des 

supports constitués de particules de grande dimension (LPS : Large Particle Supports) ont été 

développés. Cette technique a d’abord été nommé chromatographie à flux turbulent par Quinn et 

Takarewsli en 1997 [8]. Elle repose sur l’utilisation de hauts débits de percolation, permis par 

l’utilisation de particules de diamètre élevé, compris entre 30 et 50 µm, ne développant qu’une perte 

de charge limitée.  

Le principe de cette technique est que pour un débit appliqué très élevé (flux quasi 

turbulent), les forces d’Eddy générées permettent d’exclure les macromolécules qui diffusent mieux 
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dans le milieu intraparticulaire sans obturer la colonne et ne sont pas retenus par les particules de la 

phase [9]. Ainsi, au même titre que les RAM, les LPS peuvent être utilisés théoriquement pour 

l’injection directe d’échantillons biologiques tels que le sang ou le plasma ce qui permet de 

supprimer une étape de traitement de l’échantillon. Ils sont donc obligatoirement couplés en ligne 

avec la chromatographie en phase liquide pour appliquer des débits élevés et bien contrôlés sur la 

précolonne de LPS. Généralement des débits de l’ordre de 3 à 5 mL/min sont appliqués sur ce type 

de support conditionnés dans des colonnes de diamètre interne 1 mm [8]. 

Les phases stationnaires généralement utilisées pour ces supports consistent en des 

particules de silices greffées par des chaînes alkyles (C2, C18 ou C18), des groupements phényles ou 

bien en des particules polymériques (PS-DVB notamment). Le choix des phases dépend alors, comme 

pour les approches conventionnelles de la nature des composés à extraire. 

2.4.5 Limitation des phases conventionnelles 

Bien qu’améliorant la purification des échantillons, les supports décrits dans la partie 

précédente ne présentent pas toujours une sélectivité suffisante pour éliminer tous les composés 

interférents qui se retrouvent co-extraits avec l’analyte cible. En fonction du type de détection utilisé, 

plusieurs problèmes peuvent survenir. 

Il peut tout d’abord résulter de cette co-extraction, une co-élution d’un ou plusieurs 

interférents avec l’analyte cible. Cette co-élution, caractérisé par des pics chromatographiques 

impurs, peut fausser la quantification des analytes cibles.  

Pour tenter de surmonter ces problèmes de co-élution, des détecteurs plus spécifiques, telle 

que des spectrométres de masse, peuvent être utilisés. Cependant, une purification efficace reste 

nécessaire avec ce type de détecteur. En effet, bien que très sensible et spécifique, un spectromètre 

de masse peut être sujet à un effet de matrice connu sous le nom de suppression d’ions. Ce 

phénomène résulte en une diminution de l’intensité du signal et, en conséquence, en une baisse de 

la sensibilité, de la précision et de l’exactitude. Ceci résulte du changement des propriétés des 

gouttelettes de solution produites par le spray lors de l’ionisation du fait de la présence de composés 

interférents non-volatils ou moins volatils. Un exemple de manifestation de ce phénomène est 

présenté en Figure 5.  
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Figure 5 : Exemple d’effet de matrice en LC/MS². Comparaison du phénomène de suppression d’ion à partir d’échantillons de 
miel après application de protocoles d’extraction liquide

support d’extraction sélectif (MIP). L’éluat est dopé avec du chloramphénicol (CAP) et un étalon interne juste avant analyse 
par LC-MS². Le « standard 

Des procédures d’extraction liquide

appliquées à des échantillons de miel non dopés. Les extraits finaux ont ensuite été dopés avec

quantités identiques de chloramphénicol (CAP) et un étalon interne puis comparés avec un 

échantillon de solvant d’extraction pur dopé avec le CAP. Il est visible sur la 

concentrations théoriques obtenues pour les matrices obtenues après SPE 

« Oasis »)et après extraction liquide

d’une plus grande co-extraction

malgré la purification induite par ces méthodes de traitement de l’échantillon. Cependant, il est 

visible que l’utilisation d’une méthode d’extraction sur phase solide plus sélective (consistant en 

l’utilisation d’un polymère à empreintes moléculaires, MIP, dont le principe sera explicité dans la 

partie suivante) permet de diminuer grandement le phénomène de

n’ayant retenus presque aucun compo

L’extraction sélective, qui consiste à n’extraire que le ou les analytes d’intérêt de l’échantillon 

complexe, permet une purification beaucoup plus importante que les supports c

améliorant d’autant plus la fiabilité de

basés sur des mécanismes hautement sélectifs de reconnaissance moléculaire ont été développés.

3 Les outils sélectifs à reconnaissance molécu

Il existe à l’heure actuelle trois types de supports 

sur la reconnaissance moléculaire
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miel après application de protocoles d’extraction liquide-liquide (LLE), de SPE sur un support polymérique (Oasis) et sur un 

n sélectif (MIP). L’éluat est dopé avec du chloramphénicol (CAP) et un étalon interne juste avant analyse 
 » correspond au solvant d’élution pur dopé avec le CAP. Adapté de 

Des procédures d’extraction liquide-liquide et d’extraction sur phase solide ont été 

appliquées à des échantillons de miel non dopés. Les extraits finaux ont ensuite été dopés avec

loramphénicol (CAP) et un étalon interne puis comparés avec un 

traction pur dopé avec le CAP. Il est visible sur la 

concentrations théoriques obtenues pour les matrices obtenues après SPE sur un polymère 

et après extraction liquide-liquide sont beaucoup plus faibles que celles attendues du fait 

extraction avec des composés interférents entraînant une suppression d’ions 

malgré la purification induite par ces méthodes de traitement de l’échantillon. Cependant, il est 

e que l’utilisation d’une méthode d’extraction sur phase solide plus sélective (consistant en 

l’utilisation d’un polymère à empreintes moléculaires, MIP, dont le principe sera explicité dans la 

partie suivante) permet de diminuer grandement le phénomène de suppression d’ions, le MIP 

n’ayant retenus presque aucun composé interférent. 

L’extraction sélective, qui consiste à n’extraire que le ou les analytes d’intérêt de l’échantillon 

complexe, permet une purification beaucoup plus importante que les supports c

la fiabilité de l’analyse. Pour procéder à ce type d’extraction, des supports 

basés sur des mécanismes hautement sélectifs de reconnaissance moléculaire ont été développés.

Les outils sélectifs à reconnaissance moléculaire 

Il existe à l’heure actuelle trois types de supports induisant un mécanisme de 

sur la reconnaissance moléculaire : les polymères à empreintes moléculaires (MIP
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appliquées à des échantillons de miel non dopés. Les extraits finaux ont ensuite été dopés avec des 

loramphénicol (CAP) et un étalon interne puis comparés avec un 

traction pur dopé avec le CAP. Il est visible sur la Figure 5 que les 

un polymère (support 
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avec des composés interférents entraînant une suppression d’ions 

malgré la purification induite par ces méthodes de traitement de l’échantillon. Cependant, il est 

e que l’utilisation d’une méthode d’extraction sur phase solide plus sélective (consistant en 

l’utilisation d’un polymère à empreintes moléculaires, MIP, dont le principe sera explicité dans la 

suppression d’ions, le MIP 

L’extraction sélective, qui consiste à n’extraire que le ou les analytes d’intérêt de l’échantillon 

complexe, permet une purification beaucoup plus importante que les supports conventionnels 

l’analyse. Pour procéder à ce type d’extraction, des supports 

basés sur des mécanismes hautement sélectifs de reconnaissance moléculaire ont été développés. 

induisant un mécanisme de rétention basé 

à empreintes moléculaires (MIP), les 
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immunoadsorbants (IS) et les oligoadsorbants (OS). Cette partie est entièrement consacrée à leur 

description. Les MIP n’étant pas basés sur l’immobilisation de biomolécules, sujet principal de ce 

travail de thèse, ils ne seront décrits que brièvement. Ces outils sélectifs sont généralement 

conditionnés entre deux frittés dans des cartouches ou colonnes de manière à pouvoir appliquer une 

procédure de SPE en différé ou en ligne très similaire à celle déjà décrite en Figure 1 suivi de 

méthodes séparatives telles que la LC. Les trois grandes étapes de cette procédure sont exposées en 

Figure 6. 

 

Figure 6 : Principe d’une extraction sur phase solide sélective basée sur un mécanisme de reconnaissance moléculaire. 
Exemple des immunoadsorbants. Adapté de [11]. 

La procédure d’extraction sélective comprend : (1) une étape de percolation de l’échantillon 

après une étape de conditionnement, (2) le lavage du support de manière à éliminer les composés 

interférents retenus par interactions non spécifiques et enfin (3) l’élution de l’analyte cible. La grande 

différence de cette procédure avec la procédure de SPE sur support conventionnel présentée en 

Figure 1 en page 23 est la sélectivité de l’extraction qui permet une purification beaucoup plus 

importante de l’échantillon après l’étape d’élution et donc l’obtention d’un extrait censé ne contenir 

que le(s) composé(s) d’intérêt. 

3.1 Outils biomimétiques : les polymères à empreintes moléculaires 

Les polymères à empreintes moléculaires (MIP) sont des polymères hautement réticulés 

présentant des sites de reconnaissance capables de se lier spécifiquement à un analyte cible ou à une 

classe d’analogues structuraux.  

3.1.1 Synthèse 

Le mode d’obtention des MIP est schématisé en Figure 7. Les MIP sont obtenus par mise en 

présence, dans un solvant de synthèse (porogène), d’une molécule empreinte (l’analyte cible ou un 
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analogue structural de celui-ci), de monomères fonctionnels et d’un agent réticulant. Les monomères 

fonctionnels sont choisis pour leur 

empreinte. L’approche la plus courante est une approche dite non

fonctionnels établissent des interactions non covalentes de type liaison

électrostatiques avec certains groupements de la molécule empreinte. Ces interactions sont ensuite 

conservées lors de la copolymérisation avec l’agent réticu

thermique ou photochimique, les monomères et l’agent réticulant polymérisent autour de la 

molécule empreinte. L’élimination de la molécule empreinte, laisse ainsi des cavités faisant office de 

sites de reconnaissance spécifique

groupements fonctionnels. Ces sites de reconnaissance peuvent ensuite se lier spécifiquem

ou des analytes cibles de structure proche de l’empreinte

Figure 7 : Principe de la synthèse d’un polymère à empreinte moléculaire.

3.1.2 Application en SPE

La procédure d’extraction sur un MIP comprend le

Chacune de ces étapes doit être optimisée pour obtenir des rendements d’extraction optimaux et 

une sélectivité élevée. Ces dernières 

solide a été largement décrit  pour des applications en analyse environnementale, alimentaire ou 

pharmaceutique [13-21]. En pratique, différentes mét

employées pour la synthèse de MIP

synthétiser le polymère en bloc puis à le broyer pour obtenir des particules de diamètre compris 

entre 25 et 50 µm après tamisage. Ces particules sont ensuite conditionnées dans des cartouches de 

SPE. Cette méthode, bien que facile à mettre en

gaspillage important puisque seuls 30 à 40% de la masse initiale du polymère sont finalement utilisés 

[22]. De plus, les particules obtenues sont irrégulières en

ces inconvénients, de nouvelles voies de synthèse permettant de préparer directement des 

particules sphériques et monodisperses ont été plus récemment décrites parmi lesquelles la  

polymérisation en suspension [23

[26, 27]. Ces méthodes restent cependant encore 

format cartouche. 
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Chacune de ces étapes doit être optimisée pour obtenir des rendements d’extraction optimaux et 
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SPE. Cette méthode, bien que facile à mettre en œuvre, peut s’avérer fastidieuse et conduit à un 

gaspillage important puisque seuls 30 à 40% de la masse initiale du polymère sont finalement utilisés 

. De plus, les particules obtenues sont irrégulières en termes de taille et de forme. Pour pallier 
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particules sphériques et monodisperses ont été plus récemment décrites parmi lesquelles la  
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Les MIP présentent une sélectivité maximale lorsque la percolation de l’échantillon est 

effectuée dans le même solvant que le porogène utilisé lors de la synthèse [28]. Dans ces conditions, 

l’analyte cible développe avec les cavités des interactions identiques à celles qui s’étaient 

développées lors de la polymérisation. Ceci résulte en une adsorption sélective et en une 

reconnaissance moléculaire de l’analyte par le MIP. De façon à caractériser la sélectivité des MIP 

pour leur analyte, un polymère dit non-imprimé (NIP) est généralement utilisé. Ce polymère est 

obtenu en appliquant la même procédure de synthèse en l’absence de molécule empreinte. Le NIP 

présente ainsi les mêmes propriétés chimiques que le MIP mais ne présente pas de cavités. De ce 

fait, les interactions entre un MIP et l’analyte cible sont de même nature qu’entre le NIP et ce même 

analyte à la différence que les interactions entre l’analyte et le MIP sont beaucoup plus fortes que 

celles avec le NIP puisque dans le premier cas l’analyte peut être retenu en différents points du fait 

de la complémentarité spatiale avec les cavités. Pour éliminer les éventuels interférents faiblement 

retenus sur le support par des interactions non spécifiques qui peuvent être évaluées par l’étude de 

la rétention sur le NIP, une étape de lavage utilisant un solvant de nature très proche du solvant de 

percolation est généralement nécessaire. Une fois les interférents éliminés, les analytes peuvent être 

élués du MIP avec un solvant de force éluante suffisamment élevée pour rompre les interactions 

spécifiques du ou des analytes cibles avec les cavités du polymère et ceci avec un volume d’élution 

minimal. 

La plupart des applications avec les MIP ont été réalisées pour l’instant en mode off-line du 

fait de sa simplicité de mise en œuvre, de sa facilité d’utilisation et grande flexibilité. Cependant, ces 

dernières années, un nombre croissant d’études ont utilisés des MIP en mode on-line car ils 

permettent une préconcentration plus élevée tout en réduisant le temps total d’analyse et le nombre 

de manipulations.  

3.1.3 Avantages 

Les MIP présentent de nombreux avantages parmi lesquels une bonne stabilité permettant 

de les réutiliser rapidement par simple conditionnement avec un solvant approprié. Ensuite, les 

mesures de capacités effectuées sur ce type de support ont démontrées que la capacité des MIPs est 

très élevée, notamment par rapport aux valeurs de capacité pouvant être obtenues sur des supports 

sélectifs préparés par greffage de biomolécules qui seront plus amplement décrits dans la partie 

suivante. Par exemple, une étude menée au LSABM a montré que la capacité de l’ochratoxine A sur 

un MIP spécifique de cette molécule ne pouvait être atteinte et était au moins de 5 µg/g [29]. De 

façon générale, les valeurs de capacité obtenues sur les MIP sont comprises entre 1 et 40 µmoles par 

gramme de support [14] et sont jusqu’à 30 fois supérieures à celle d’un support à base d’anticorps. 
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3.1.4 Inconvénients 

Le premier inconvénient des MIP est qu’ils ne sont pas intrinsèquement sélectifs. Leur 

sélectivité résulte de la combinaison entre une procédure de polymérisation permettant d’obtenir 

des cavités spécifiques et d’une procédure d’utilisation impliquant l’utilisation des solvants adéquats 

pour le développement d’interactions spécifiques. De ce fait, leur application directe à des matrices 

réelles reste difficile et dépendra beaucoup de la nature de l’échantillon, le piégeage sélectif d’un 

analyte cible dans une matrice aqueuse s’avérant toujours assez difficile dans la majorité des cas [14, 

21]. Il en découle une durée d’optimisation de la procédure d’extraction qui peut s’avérer très 

longue, notamment dans le cas des échantillons aqueux puisque les interactions mises en jeu dans ce 

cas sont majoritairement hydrophobes, et donc non spécifiques. Un grand nombre d’étapes de 

lavage du MIP seront alors nécessaires de façon à favoriser les interactions entre l’analyte cible et les 

cavités tout en éliminant les composés interférents.  

Le deuxième inconvénient est le phénomène de relargage lié à l’utilisation de la molécule 

cible comme molécule empreinte lors de la synthèse du MIP [14]. En effet, l’élimination de la 

molécule empreinte peut s’avérer difficile après synthèse du MIP et requérir un grand nombre 

d’étapes de lavage avec des solvants organiques ou des solutions acides ou basiques. De ce fait, si la 

molécule empreinte n’a pas totalement été éliminée après synthèse, la quantification de l’analyte 

dans un échantillon réel peut être en partie faussée. Pour surmonter ce problème, un analogue 

structural de l’analyte cible peut être utilisé lors de la synthèse du MIP. Ceci permet également dans 

certains cas de réduire le coût de synthèse lorsque l’analyte cible est cher. Cependant, tous les 

analogues structuraux ne sont pas toujours moins coûteux que la molécule cible et un analogue n’est 

pas toujours disponible. 

3.2 Outils biologiques pour l’extraction sélective 

Comme évoqué précédemment, deux types de supports sélectifs basés sur l’immobilisation 

de biomolécules peuvent être développés. Une voie possible consiste à utiliser des anticorps 

immobilisés sur un support solide, le tout constituant un immunoadsorbant (IS) appelé aussi support 

d’immunoaffinité. La grande sélectivité des interactions antigène-anticorps est alors exploitée pour 

l’obtention d’une extraction sélective de la molécule cible, jouant le rôle d’antigène, mais également 

d’analogues structuraux de celle-ci. Néanmoins ces supports peuvent être coûteux et longs à 

produire ainsi que longs à régénérer du fait de la dénaturation des anticorps une fois exposés à des 

solvants organiques. Pour ces raisons, une approche complémentaire apparue ces dernières années 

basées sur l’immobilisation d’oligonucléotides synthétiques, les aptamères, a été développée. On 

parle alors d’oligoadsorbants (OS). En présence d’un analyte cible, certaines séquences 

d’oligonucléotides peuvent prendre une conformation 3D permettant le piégeage de la molécule 

cible. 



Chapitre 1 – Analyse de traces dans les matrices complexes 

  38

L’objet de cette partie est ainsi de décrire successivement les grandes caractéristiques de ces 

deux outils.  

3.2.1 Les immunoadsorbants (IS) 

Les immunoadsorbants mettent à profit la complémentarité spatiale et électronique existant 

entre le site de reconnaissance d’un anticorps et un analyte cible. Cette spécificité a d’abord été 

utilisée pour développer des immunoessais consistant à immobiliser un anticorps (ou l’analyte cible) 

sur un support puis à mettre en contact un échantillon contenant à la fois le composé cible et un 

antigène marqué (ou l’anticorps) de façon à pouvoir ensuite déterminer la concentration en analyte 

par fluorescence, spectrophotométrie ou radioactivité. Cependant, sans méthode séparative, cette 

technique ne permet pas de différencier des analytes de structure proche qui sont reconnus par 

l’anticorps du fait de la forte réactivité croisée, ce qui ne permet pas une quantification individuelle 

de chacun des composés. Le développement des immunoadsorbants, suivi d’une étape analytique 

séparative et d’une détection, a permis de pallier ce problème puisque chaque composé retenu sera 

ainsi identifié et quantifié individuellement.  

3.2.1.1 Les anticorps 

a Structure 

Les anticorps, ou immunoglobulines (Ig), sont des protéines produites par l’organisme d’un 

animal en réponse à la présence d’une substance étrangère. Ils sont produits par les plasmocytes, 

dérivés des lymphocytes B. Plusieurs classes d’anticorps existent. Parmi ces classes, les IgG 

représentent la classe majoritaire d’immunoglobulines (de 70 à 75% des anticorps présents dans le 

sang)[30]. Ils sont produits en grande quantité au cours d’une réponse immunitaire dite secondaire, 

c'est-à-dire après une deuxième exposition à un antigène. Ces IgG sont les anticorps les plus utilisés 

pour l’immobilisation sur un support solide et le développement d’IS. Leur structure est représentée 

en Figure 8. 



Chapitre 1 

 

Figure 8 : Représentation schématique d’un anticorps (IgG)

La structure des IgG consiste en quatre chaines polypeptidiques

identiques de 50 kDa (environ 440 acides aminés) et deux chaines légères de 25 kDa (environ 220 

acides aminés)[30]. Chaque chaine légère est liée à une chaine lourde par un pont disulfure et les 

deux chaines lourdes sont liées l’une à l’autre par au moins un pont disulfure de manière à former 

une structure tridimensionnelle en forme de Y. Les anticorps sont constitués d’une région constante, 

conservée d’un anticorps à un autre et d’une région variable. Les chaînes légères présentent ainsi 

une région constante (CL)
 et une région variable (V

lourde quant à elle a également une région variable (V

région constante est plus longue (environ 330 acides aminés). Cette dernière peut être divisée en 

trois sections homologues (CH1, C

CH2 et CH3 est appelée région F

biologique de l’anticorps [30]. Cette région se fixe à d’autres protéines en présence d’a

manière à activer une réaction du système immunitaire. Les bras de l’anticorps, constitués  des 

sections CH1, CL, VH et VL sont quant à eux nommés fragments F

régions hypervariables dans chaque chaîne qui sont p

grande variabilité de ces régions

variés capables de se lier chacun à un antigène donné.

b Production

Les anticorps sont produits en injectant l’analyte cible

mammifère. La présence de ce composé étranger entraîne ainsi une réaction immunitaire  induisant 

la production d’anticorps spécifique
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1, CH2 et CH3). L’extrémité basse de l’anticorps constituée des sections 

3 est appelée région Fc. Cette région ne se lie pas à l’antigène mais porte l’activité 

. Cette région se fixe à d’autres protéines en présence d’a

manière à activer une réaction du système immunitaire. Les bras de l’anticorps, constitués  des 

sont quant à eux nommés fragments Fab. Ces fragments comprennent des 

régions hypervariables dans chaque chaîne qui sont pour la plus grande part responsable de la 

de ces régions [30]. C’est cette variabilité qui permet d’obtenir des anticorps très 

variés capables de se lier chacun à un antigène donné. 

Production 

Les anticorps sont produits en injectant l’analyte cible immunogène dans l’organisme d’un 

mammifère. La présence de ce composé étranger entraîne ainsi une réaction immunitaire  induisant 

la production d’anticorps spécifiques de cet analyte. 
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Dans le cas de molécules de faibles poids moléculaire (< 2 kDa), il est souvent nécessaire 

d’immobiliser la molécule cible à la surface d’une protéine porteuse, la faible taille de l’analyte ne le 

rendant pas naturellement immunogène [32-37]. Cette immobilisation implique d’introduire un bras 

porteur d’un groupement fonctionnel permettant de lier la molécule cible à la protéine. Cette 

molécule dérivée de l’analyte cible est appelée haptène. Le bras porteur comporte généralement 

entre 3 et 6 groupements CH2 avec un groupement fonctionnel terminal de type –COOH, -NH2, -OH 

ou –SH. Il est donc crucial de synthétiser une molécule conservant au maximum la structure de base 

de l’analyte cible. L’haptène peut ensuite être immobilisée de façon covalente à la protéine porteuse. 

La protéine la plus utilisée est la BSA (Bovine Serum Albumin) du fait de son faible coût, de sa grande 

solubilité, de son potentiel immunogène élevé, de sa disponibilité et de sa bonne stabilité [33-37]. 

L’intensité de la réponse immunitaire de l’animal va beaucoup dépendre de la densité d’analyte 

greffé sur la protéine. Un minimum de 15 à 20 haptènes par protéine est nécessaire de manière à 

pouvoir obtenir ensuite une quantité suffisante d’anticorps [34]. 

La molécule cible ou le conjugué haptène-protéine porteuse peut alors être injecté à 

l’animal. Les anticorps produits lors de la première exposition d’un animal à un agent étranger sont 

typiquement des anticorps de classe IgM [34]. Après des expositions répétées, des anticorps de 

classe IgG vont également être produits. C’est cette seconde réponse immune qui produit les 

anticorps les plus appropriés pour les applications en SPE ou en chromatographie d’affinité [38]. 

Deux types d’anticorps peuvent être produits : des anticorps dits polyclonaux et des anticorps dits 

monoclonaux. 

Les anticorps polyclonaux sont produits après une réponse immune normale. Ils peuvent se 

lier à une grande variété d’épitopes sur l’antigène avec une affinité différente et peuvent être 

produits contre un analyte cible donné en injectant l’antigène ou un conjugué haptène-protéine 

porteuse à un mammifère (i.e. une souris, un lapin, une chèvre ou un mouton). Avant que ces 

anticorps ne puissent être utilisés pour des applications analytiques des étapes supplémentaires de 

purifications sont nécessaires pour isoler les IgG [38]. On estime entre seulement 10 et 15% la 

fraction d’IgG spécifiques du conjugué et donc de la molécule cible mais ils sont moins coûteux et 

plus rapides à produire que les anticorps monoclonaux. 

Les anticorps monoclonaux peuvent être produits grâce à une approche initialement décrite 

par Köhler et Milstein en 1975 [39]. Des lymphocytes provenant de la rate d’un animal et produisant 

des anticorps sont isolés après injection d’une solution d’antigène ou d’immunoconjugué. Ces 

lymphocytes sont ensuite fusionnés avec des cellules myélomateuses, i.e. des cellules tumorales. La 

lignée de cellules hybrides résultantes, appelées hybridomes, va alors croître dans un milieu 

favorisant sa croissance et tuant les cellules myélomateuses et lymphocytes non fusionnées. Les 

cultures d’hybridomes produisant des anticorps spécifiques de l’analyte cible sont ensuite clonées 

pour avoir au final une culture homogène de cellules fabriquant un anticorps monoclonal. Cette 

technique permet ainsi d’obtenir un lot d’anticorps rigoureusement identiques. Bien que ce procédé 
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puisse être fastidieux et difficile, il a l’avantage de produire des anticorps en quantité relativement 

élevée et présentant tous la même spécificité pour l’analyte cible [38]. 

3.2.1.2 Immobilisation des anticorps 

Une fois les anticorps isolés, ceux-ci peuvent être immobilisés sur un support relativement 

hydrophile (de manière à ce que ce dernier ne génère que peu d’interactions non spécifiques avec 

l’analyte cible). 

a Les supports d’immobilisation 

Plusieurs types de supports peuvent être utilisés pour immobiliser des anticorps de façon à 

développer des immunoadsorbants. Le support solide doit être chimiquement inerte et 

mécaniquement stable. Il doit surtout ne pas développer d’interactions non spécifiques et pouvoir 

être facilement fonctionnalisé avec des groupements permettant ensuite l’immobilisation des 

anticorps [40]. Plusieurs supports ont été recensés. 

Les polysaccharides naturels tels que l’agarose sont peu coûteux et renferment un très grand 

nombre de groupements hydroxyles propices à l’immobilisation d’anticorps. Ils ne sont cependant 

stables que sur une gamme limitée de pH (de 4 à 9). Pour répondre à ce problème, un gel 

commercial, nommé sépharose, hautement ramifié, peut être utilisé à la place de l’agarose [40, 41]. 

Il est stable sur une gamme de pH plus large (de 3 à 14). La limitation principale de ce type de 

support reste sa faible résistance mécanique à la pression [40, 41]. Ainsi, bien qu’approprié à une 

étape d’extraction en différé (sur cartouche par exemple), ce type de supports ne peut pas être 

utilisé dans le cadre d’un couplage en ligne direct avec la chromatographie liquide. Il peut toutefois 

s’avérer possible de réaliser un couplage en ligne à condition d’introduire une seconde précolonne 

de piégeage des composés permettant le transfert des analytes de l’IS vers la colonne analytique 

[42].  

La silice a également été très utilisée [11, 40, 41, 43-46]. Elle présente notamment une bonne 

résistance mécanique propice au couplage en ligne et peut être activée de manière à introduire une 

grande variété de groupements fonctionnels favorables au greffage. Cependant ce type de phase 

présente un inconvénient majeur qui est sa gamme d’utilisation restreinte en termes de pH (de 2 à 

8). 

Ces deux types de supports ont été majoritairement utilisés sous forme de particules. Ces 

dernières années, un nouveau type de support, appelé monolithe, a été utilisé pour développer des 

IS ou supports d’immunoaffinité [47-50]. Les monolithes consistent en un matériau continu 

présentant une porosité plus élevée que des supports à base de particules lui conférant une 

perméabilité élevée et une faible perte de charge [47]. Deux grandes catégories de monolithes 

peuvent être référencées : les monolithes organiques (à base de polyacrylamide, de 
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polyméthacrylate ou de poly(styrène-divinyl-benzène) et les monolithes inorganiques (à base de 

silice). Les applications récentes d’immobilisation d’anticorps sur monolithe décrites dans la 

littérature sont regroupées dans le Tableau 1. La majorité recense l’immobilisation d’anticorps sur 

monolithe organique à base de glycidil méthacrylate en utilisant des supports commerciaux 

monolithiques au format disque [51-54], des précolonnes remplies de monolithes [35, 37, 55] ou des 

pipettes pasteur [56]. Cette immobilisation est par ailleurs le plus souvent réalisée via une approche 

covalente non orientée [35, 37, 53-56]. Enfin, il ressort clairement de ce tableau que même au 

format conventionnel l’immobilisation covalente sur monolithe à base de silice a pour l’instant été 

très peu considérée avant ce projet de thèse. Ce type de support étant tout particulièrement adapté 

aux systèmes miniaturisés, il ne sera pas davantage décrit dans cette partie. Le lecteur est invité à se 

reporter à la partie 4.1.2.4 de ce chapitre en page 93 pour plus d’informations sur les monolithes. 

b Méthodes d’immobilisation 

Les anticorps peuvent être immobilisés sur des supports en utilisant une grande variété de 

techniques parmi lesquelles le greffage covalent, l’adsorption et l’encapsulation par voie sol-gel. 

• Immobilisation covalente 

L’immobilisation covalente d’anticorps est l’approche la plus couramment utilisée. Les 

anticorps peuvent être greffés via leurs groupements amine libres en utilisant des supports activés 

avec des agents d’activation tels que le N,N’-carbonyldiimidazole, le bromure de cyanogène (CNBr) 

ou le N-hydroxysuccinimide [38, 40]. Ils peuvent également être immobilisés sur des supports 

fonctionnalisés époxy ou aldéhyde [35, 37, 38, 53-56]. L’utilisation des groupements amine des 

anticorps est l’une des méthodes les plus faciles pour immobiliser des anticorps. Elle peut néanmoins 

limiter l’accès des composés aux sites de reconnaissances antigéniques. En effet, cette réaction 

conduit à un greffage des anticorps dans une orientation aléatoire, ces derniers possédant plusieurs 

fonctions amines libres (résidus arginine et lysine). Ceci accroît les problèmes de gènes stériques et 

peut diminuer l’efficacité de liaison. Une étude de Faye et al a par exemple montré que seuls 65 ± 6% 

des anticorps anti-HRP greffés sur un monolithe organique à base de GMA-EDMA par approche non 

orientée étaient actifs [56]. De manière à orienter l’immobilisation des anticorps, une approche 

consistant à oxyder, en conditions douces, les résidus carbohydrate des chaînes lourdes situés au 

niveau de la région Fc des anticorps peut être envisagée [51]. Cette oxydation conduit à la formation 

de groupements aldéhyde pouvant ainsi réagir avec des supports fonctionnalisés avec des 

groupements amine ou hydrazide. Les anticorps sont ainsi immobilisés via leur région Fc, laissant les 

sites de reconnaissance antigénique accessibles. La capacité des supports reste toutefois grandement 

dépendante du rendement de greffage des anticorps et peut malgré tout s’avérer faible [51]. 
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Tableau 1 : Immunoadsorbants preparés par immobilisation d’anticorps sur des monolithes dans des formats conventionnels 

Cible 
Immobilisation des 

anticorps 
Support Format 

Q
té

 greffée (Q) / 

Capacité (C) 
Elution Echantillons 

Séparation / 

Détection 
Ref. 

HSA 

IaIp humaine 

Covalente orientée CIM® époxy Disque (1 mL) C (HSA): 0,3 mg/mL 

C (IaIp): 0,13 mg/mL 

0,5 M ac. acétique Sérum humain HPLC – UV 

SDS-PAGE 

Western Blot 

[51] 

Protéines de 

membrane 

plasmique de foie 

de rat 

Covalente – 

réticulation aux 

protéines A ou G 

CIM® avec protéines 

A ou G immobilisées 

Disque (3 mm x 5 

mm d.i.) 

n.d. 0,1 M ac. citrique, pH 

2,3 + 1% d’octyl 

glucoside 

Extraits de 

membrane 

plasmique 

UV 

SDS-PAGE 

Immunoblot 

LC-MS/MS 

[52] 

NT-proBNP Covalente non 

orientée ou non 

covalente 

streptavidine-biotine 

CIM® époxy Disque (2,0 x 6,0 

mm d.i.) 

C : 250 pmol 

(covalent) 

100 mM HCl (covalent) 

5% ac. acétique (non 

covalent) 

Sérum humain UV (frontal) 

Immunoessais 

(fractions) 

HPLC-MS 

[53] 

AFB1 Covalente non 

orientée 

CIM® époxy Disque (12 x 3,0 

mm d.i.) 

Q : 0,96 mg 

C : 1,79 nmol 

2,4 mL MeOH Milieu pur HPLC – Fluo [54] 

FITC Covalente non 

orientée 

Monolithe GMA-

EDMA 

Disque 0,95 mm x 

4,5 mm d.i. 

Q : 61 ± 5 mg/g 

C : 1,11 (± 0,04) 

nmol 

aucune Milieu pur HPLC – Fluo [55] 

Bisphénol A Covalente non 

orientée 

Monolithe GMA-

EDMA 

Précolonne 50 mm 

x 4,6 mm d.i. 

Q : 0,21 ± 0,02 µmol 

IgG/g 

C : 32 µg par 

colonne 

MeOH/Eau (70/30, v/v) Eau 

environnemen

tale 

LC-MS/MS [35] 

Pyréthroides Covalente non 

orientée 

Monolithe GMA-

EDMA 

Précolonne 50 mm 

x 4,6 mm d.i. 

Q : 0,20 ± 0,02 µmol 

IgG /g 

MeOH/Eau (70/30, v/v) Milieu pur LC-UV [37] 

HRP Covalente non 

orientée 

Monolithe GMA-

EDMA 

Pipette pasteur 

(15 mg) 

Q : 8,4 ± 0,2 µg 

anticorps/mg 

C : 51 ± 5 µg 

MeOH Milieu pur BCA 

SDS-PAGE 

[56] 

n.d. : non déterminé, AFB1 : aflatoxine B1, BCA : Bicinchoninic Acid Assay, CIM® : Convective Interaction Media (monolithe GMA-EDMA au format disque), EDMA : éthylène diméthacrylate, 
FITC : isothiocyanate de fluorescéine, GMA : glycidil méthacrylate, HRP : peroxydase de raifort, HSA : sérum albumine humaine,  IaIp : protéine inter-alpha inhibiteur, MeOH : méthanol, NT-

proBNP : peptide pro-natriurétique N-terminal, SDS-PAGE : électrophorèse en gel de polyacrylamide contenant du laurylsulfate de sodium



  
          
44 

• Immobilisation non-covalente 

Une autre méthode d’immobilisation consiste à utiliser un ligand valente secondaire de 

manière à immobiliser les anticorps de façon non covalente. Cette approche peut être réalisée en 

utilisant des anticorps biotinylés notamment en incubant les anticorps avec de la N-

hydroxysuccinimide-D-biotine à pH 9,0 [38]. Ces derniers peuvent alors être adsorbés à la surface 

d’un support sur lequel de l’avidine ou de la streptavidine a été préalablement immobilisée. Ces 

liaisons ont des constantes d’association de l’ordre de 1013-1015 M-1 [57] et peuvent résister à de 

nombreuses conditions d’élution permettant la récupération de l’antigène sans dissociation de 

l’anticorps avec le support. Si le couplage de la biotine avec l’anticorps est réalisé avec une amine, la 

biotine peut éventuellement se lier à l’antigène à proximité ou au niveau des sites liaison avec 

l’antigène causant ainsi une diminution de l’affinité de l’anticorps pour sa cible [38]. Il peut 

également en résulter une orientation aléatoire des anticorps biotinylés sur le support de 

streptavidine. Ces problèmes peuvent malgré tout être minimisés en utilisant de l’hydrazide-biotine, 

qui réagit avec les résidus carbohydrate des anticorps après oxidation de ces régions en conditions 

douces pour produire des groupements aldéhyde [38]. 

Une autre approche utilise la liaison de la protéine A ou de la protéine G aux régions Fc des 

anticorps. Il s’agit donc d’une approche orientée qui laisse les sites de reconnaissances antigéniques 

très accessibles. La protéine A et la protéine G sont des protéines de la paroi de cellules bactériennes 

qui se lient fortement aux anticorps dans les conditions physiologiques [38]. Cependant, lorsque le 

pH de la solution est diminué (pH ≈ 2-3), cette liaison peut être rompue et l’anticorps élué [38, 52]. 

Or, des solutions de faibles pH sont parfois utilisées pour éluer l’analyte cible des IS. Une quantité 

bien plus importante d’anticorps sera alors nécessaire comparée à une approche par greffage 

covalent pour le développement d’IS réutilisables ayant une capacité élevée dans la mesure où les 

anticorps devront être élués et remplacés régulièrement. Il est à noter qu’il peut être possible 

d’immobiliser de façon permanente des anticorps en réticulant les anticorps avec la protéine A ou G 

immobilisée en utilisant du carbodiimide ou du diméthyl pimélimidate. Rucevic et al ont notamment 

montré que la réticulation d’anticorps sur un disque CIM® par du diméthyl pimélimidate empêchait 

la désorption de ces derniers au cours de l’élution menée avec une solution d’acide citrique (0,1 M) à 

un pH de 2,3 contrairement aux anticorps non réticulés d’un disque contrôle [52]. 

• Encapsulation 

Une autre approche consiste à piéger les anticorps par encapsulation dans une matrice à 

base de silice préparée par un procédé sol-gel [58-60]. Avec ce procédé, l’anticorps est incorporé 

directement dans le mélange de polymérisation. Lors de la polymérisation, le support croît autour de 

l’anticorps et l’encapsule. Ce procédé sol-gel est particulièrement attractif car le support est formé 
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dans un solvant doux, majoritairement aqueux, qui permet donc au piégeage d’être réalisé dans un 

solvant compatible avec l’anticorps ce qui n’entraîne pas de dénaturation significative. De plus, ce 

procédé permet une immobilisation en une seule étape, simple, rapide et facile à mettre en œuvre. 

Cependant, l’encapsulation présente certains désavantages [58]. Elle nécessite une bonne 

maîtrise de la dimension des pores du matériau synthétisé de manière à ce que ces derniers soient à 

la fois assez grands pour minimiser la perte de charge du support mais aussi assez petits pour réduire 

le relargage d’anticorps au cours de l’utilisation de l’immunoadsorbant [61]. En outre, les anticorps 

étant des molécules de poids moléculaire élevé, dans le cas où l’analyte cible se trouve être une 

protéine, ce type d’immobilisation ne peut que difficilement être envisagé puisque la diffusion de la 

protéine cible au travers des pores du matériau sera difficile voire impossible. 

3.2.1.3 Procédures d’immunoextraction 

a Développement d’une procédure en différé 

Dans la plupart des cas, un IS est préparé par immobilisation des anticorps sur des particules 

de silice ou de sépharose conditionnées ensuite dans des cartouches au moyen de frittés de façon à 

être utilisé ensuite en suivant la procédure d’extraction en différé décrite en Figure 6 en page 34. De 

façon générale, un IS est stocké dans du tampon phosphate salin (PBS : Phosphate Buffered Saline) 

contenant un faible pourcentage d’azoture (un agent anti-bactérien). Certaines études ont d’ailleurs 

montré qu’une conservation sans cet agent pouvait conduire à une perte de rétention de l’IS de 

l’ordre de 70% après 30 jours [37]. L’étape de conditionnement consistera alors à remplacer ce 

tampon par de l’eau ou en renouvelant le tampon PBS. Lors de la synthèse d’un IS et lors du 

développement de la procédure d’extraction, plusieurs paramètres doivent être attentivement 

contrôlés et optimisés pour obtenir une méthode de SPE robuste. La nature de la solution (fraction 

de percolation et de lavage) utilisée au cours de la procédure peut très bien affecter l’affinité entre 

l’anticorps et sa cible et donc les rendements. De plus, les interactions analyte-anticorps peuvent 

être affectées par les composants de la matrice ou par des additifs introduits dans l’échantillon, ce 

qui peut également diminuer les rendements d’extraction. 

a-1 Nature de l’échantillon percolé et étape de lavage 

La percolation doit être réalisée dans un milieu favorisant l’interaction antigène-anticorps, 

c’est-à-dire dans un tampon ou dans l’eau pure. Si la nature de l’échantillon n’est pas favorable à 

l’établissement de la liaison anticorps-antigène, l’échantillon peut être modifié par dilution dans un 

tampon ou dans l’eau, par ajout d’un tampon permettant d’ajuster le pH [40]. Les échantillons 

contenant des analytes très hydrophobes sont souvent problématiques puisque ces analytes ont 

tendance à interagir fortement avec les parois de la cartouche, des tubes ou avec les particules 

greffées via des interactions non spécifiques. L’ajout d’un modifiant organique [62] ou d’un 
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détergent tel que le Tween 20 [62-65], le Triton X-100 [65] ou le Brij-35 [43] lors de la percolation 

(voire le lavage) peut diminuer ces interactions mais doit être réalisé avec précaution puisqu’il ne 

favorise pas l’interaction antigène-anticorps. Il peut également entraîner la perte de ce dernier 

notamment lorsque celui-ci est immobilisé par encapsulation [61]. 

Les procédures mises en œuvre sur les immunoadsorbants s’avèrent malgré tout plus facile à 

développer que les procédures sur les MIP. Par exemple, une étude [29] comparant un 

immunoadsorbant et un MIP spécifiques de l’ochratoxine A a utilisé une procédure de lavage se 

résumant à percoler du PBS (pH 7.0) et de l’eau dans le cas de l’IS contre une procédure beaucoup 

plus longue dans le cas du MIP avec une procédure en 5 étapes consistant à percoler successivement 

1mL de HCl 0.1M, 1mL d’un mélange HCl 0.1M/ACN 60/40 (v/v), 10mL d’eau purifiée puis à sécher la 

cartouche pour ensuite percoler une solution d’acétonitrile contenant 0.01% d’acide acétique. 

a-2 Conditions d’élution 

L’élution doit ensuite permettre de rompre l’interaction antigène-anticorps sans perturber la 

liaison de l’anticorps à son support. Les énergies d’interaction étant très élevées, la désorption ne 

peut avoir lieu qu’en modifiant drastiquement les conditions expérimentales. Plusieurs solutions 

peuvent alors être envisagées en fonction de la nature de l’analyte : agents chaotropes, variations du 

pH ou un mélange eau/solvant organique [11, 40, 41].  

Les agents chaotropes sont plutôt utilisés dans le cas de l’élution des protéines. Les ions 

chaotropes les plus courants sont les ions chlorure, iodure, perchlorate et thyocyanate à des 

concentrations comprises entre 1,5 et 8 mol/L [11]. Ces ions induisent une dénaturation partielle des 

protéines (anticorps et protéine cible) conduisant à une rupture de la liaison antigène-anticorps. Ce 

type d’élution ne peut cependant pas être appliqué aux petites molécules dont la conformation ne 

sera pas affectée par ces agents. Une élution avec des solutions de faibles pH peut aussi être 

envisagée pour désorber les petites molécules d’un IS, cependant le choix d’un pH à trois unités du 

point isoélectrique de l’anticorps est requis [11]. Un inconvénient majeur de cette méthode est 

qu’elle requiert bien souvent de grands volumes de solution pour éluer efficacement l’analyte retenu 

sur l’IS, ce qui diminue le facteur d’enrichissement.  

La méthode la plus employée pour l’élution des petites molécules reste donc l’utilisation 

d’une solution hydro-organique. Des solutions contenant un fort pourcentage d’acétonitrile ou de 

méthanol ont été utilisés dans de très nombreuses études pour réaliser cette étape notamment pour 

l’analyse de pesticides [11, 40]. Parfois, l’ajout d’un acide organique (acide trifluoroacétique, acide 

acétique, etc) au mélange hydro-organique peut être requis de façon à réduire encore le volume 

d’élution [11]. L’utilisation d’un solvant organique lors de l’élution est cependant dépendante de la 

stratégie d’immobilisation choisie. En effet, dans le cas d’une immobilisation non-covalente ou d’une 

encapsulation, la percolation d’une grande quantité de solvant organique peut entraîner des pertes 

d’anticorps [66].  
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En définitive, les choix des conditions d’élution se fait principalement en tenant compte de 

l’affinité de l’anticorps pour sa cible, de l’antigène lui-même et de la stratégie d’immobilisation. 

b Contrôle de la sélectivité de la procédure d’immunoextraction 

Des interactions non spécifiques peuvent se produire entre l’analyte et le support utilisé pour 

l’immobilisation des anticorps ainsi qu’entre des constituants de l’échantillon et le support. Ces 

interactions sont souvent de nature hydrophobe et ionique et résultent en une diminution de la 

sélectivité et affectent alors la limite de détection. Les IS à base de silice ou d’agarose se sont avérés 

minimiser ce type d’interactions générées par le support solide. Lorsque la procédure 

d’immobilisation implique de la silice activée, la réaction de liaison est habituellement suivie par la 

neutralisation des groupements libres activés restant sur le support.  

Généralement, pour estimer les interactions non spécifiques et ainsi caractériser la 

sélectivité d’un support, le support greffé par les anticorps spécifiques peut être comparé à deux 

types de supports : un support non greffé mais ayant été en contact avec tous les réactifs nécessaires 

au greffage et un support greffé avec des anticorps non spécifiques de l’analyte cible [11]. Ce type 

d’études donne une indication de la contribution des interactions non spécifiques dans le mécanisme 

de rétention généré par la procédure d’extraction développée qui peut alors être ré-optimisée 

notamment par la modification de l’étape de lavage. Il peut aussi indiquer si ces interactions sont 

dues au support lui-même ou à la combinaison de la région constante de l’anticorps, du bras 

espaceur et du groupement de couplage. 

c Couplage en ligne 

Le principal intérêt d’intégrer des IS dans un système en ligne est la possibilité d’automatiser 

l’extraction ainsi que le gain en sensibilité puisque la totalité des composés extraits de l’échantillon 

est analysée. Il existe deux procédures selon le type d’adsorbant utilisé. 

Dans le cas où le support utilisé résiste à la pression (par exemple : particules de silice), l’IS 

introduit dans une précolonne peut être directement connecté au système de chromatographie 

liquide. Le principe est alors similaire à celui présenté en Figure 4 en page 27. Ce montage simple est 

bien adapté pour les molécules de faible poids moléculaire qui nécessite généralement une étape 

d’élution avec une phase hydro-organique de composition proche de la phase mobile utilisée en LC 

(en phase inverse). Cette approche a été largement appliquée à l’analyse d’eaux environnementales, 

il y a maintenant une quinzaine d’années. Elle a notamment permis l’extraction et l’analyse de 

phenylurées à une concentration de 50 ng/L à partir d’un échantillon de 5 mL d’eaux de surface [67] 

ou même d’HAPs à des concentrations inférieures à 20 ng/L à partir de 20 mL d’eaux de surface [43]. 

L’un des grands avantages de cette méthode est de permettre une analyse globalement plus rapide, 

un maintien de la sensibilité tout en diminuant le volume d’échantillon (l’intégralité des composés 
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extraits de l’échantillon étant ens

immobiliser. 

Figure 9 : Couplage en ligne indirect d’un immunoadsorbant. Adapté de 
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limite de détection de 0,3 ng/L en utilisant un volume d’échantillons de 100 mL. Des échantillons 

d’eau du robinet, d’eau de lac et d’effluent de station d’épuration ont aussi été analy

rendements respectifs très satisfaisants, de 87%, 110% et 113%, respectivement.

Enfin, le couplage avec la chromatographie en phase gazeuse peut être envisagé mais n’est 

pas aussi évident qu’en LC. Ce couplage a notamment été décrit par l’équi

[68] et appliqué à l’extraction et l’analyse de l’atr
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est transféré et refocalisé sur une précolonne polymérique. Après une étape de lavage et de séchage 

sous flux d’azote, l’élution depuis la précolonne de repiégeage et le transfert vers la colonne de 

chromatographie gazeuse est réalisé grâce à une solution d’acétate d’éthyle et une interface «

column ». Le gain en sélectivité avec un IS est tel qu’un dé

flammes (FID) a pu être utilisé permettant de diminuer grandeme

l’atrazine jusqu’à 15-25 ng/L. 

Figure 10 : Couplage en ligne d’un immunoadsorbant avec la GC. Adapté
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3.2.1.4 Caractéristiques des immunoadsorbants 

a Taux de greffage 

Le taux de greffage (ou densité de greffage) correspond au nombre total d’anticorps 

immobilisés à la surface du support. Il peut être déterminé en mesurant la concentration initiale 

d’anticorps dans la solution utilisée pour l’immobilisation et la concentration finale restante après la 

procédure de greffage par dosage au BCA (méthode colorimétrique de dosage des protéines) [56], 

par la méthode ADECA (méthode colorimétrique déterminant la densité d’amines surfaciques) [56, 

69] ou éventuellement par une méthode destructive de broyage du support suivie d’un dosage au 

BCA [55, 56]. Il dépend de la surface spécifique accessible aux anticorps. Des supports présentant des 

pores de faibles diamètres ont une surface spécifique très élevée mais les anticorps étant des 

protéines de grande taille, l’accessibilité des pores pour le greffage sera faible. A l’inverse des 

matériaux présentant des pores de grand diamètre permettront une meilleure accessibilité mais 

auront une surface spécifique faible. Un compromis doit donc être trouvé de manière à avoir une 

densité de greffage optimale. L’importance de la taille des pores du matériau sur la quantité 

d’anticorps immobilisés a notamment été décrite par une étude de Jiang et al [55] pour le greffage 

d’anticorps sur monolithe organique à base de GMA-EDMA. La surface spécifique et la porosité de ce 

type de monolithes varient beaucoup en fonction de la composition du porogène utilisé tel qu’illustré 

en Figure 11-(a).  

 
Figure 11 : Effet de la composition du porogène (a) sur la quantité d’IgG immobilisées sur des monolithes de GMA-EDMA. 
Immobilisation : 10 mL d’une solution d’IgG à 0,6 mg/mL, à pH 8,0, 0,10 M de tampon phosphate appliqué sur la colonne 
monolithique à un débit de 1 mL/min à Tambiante  pendant 40 h. (b) sur la surface spécifique et le volume poreux accessible 

pour des IgG de lapin. Adapté de [55] 

Comme cette figure l’indique, la surface spécifique et le type de pores engendrés dans le 

monolithe ont une importance cruciale car ils peuvent avoir un effet prononcé sur la surface qui sera 

effectivement accessible à l’anticorps pour l’immobilisation. Il est montré ici que lorsque la fraction 

de dodécanol (DoOH) dans le porogène augmente de 10 à 30%, la quantité finale d’IgG immobilisée 

augmente de 17 à 60 mg/g. Cette augmentation est suivie d’une diminution de cette même densité 
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de greffage lorsque le pourcentage de DoOH est augmenté de 30 à 55%.  Il a été ainsi démontré dans 

cette étude qu’il existe une quantité maximale d’anticorps qu’il est possible d’immobiliser sur un 

monolithe de GMA-EDMA. Ce comportement peut être expliqué par l’évolution de la surface 

spécifique ainsi que par la morphologie du monolithe. La Figure 11-(b) montre que la surface 

spécifique du monolithe augmente drastiquement lorsque la quantité de DoOH dans le porogène 

décroit. Cette augmentation est similaire à celle de l’augmentation de la quantité d’IgG immobilisées 

dans l’intervalle 50% à 30% de DoOH. Par contre, en dessous de 30% de DoOH, la baisse de la 

quantité d’IgG immobilisés peut être attribuée à la diminution du volume accessible aux anticorps. En 

effet, avec un tel ratio de DoOH des particules et aggrégats bien plus petits sont obtenus conduisant 

alors à une diminution globale de la dimension des pores. Ceci réduit par la même occasion le 

volume accessible aux anticorps bien que la surface spécifique augmente. 

La quantité d’anticorps pouvant être immobilisés sur un support est aussi affectée par les 

conditions d’immobilisation qui influent sur la cinétique de liaison de l’anticorps au support. Cette 

cinétique a été, entre autres, étudiée par l’équipe de Hage sur un monolithe organique à base de 

GMA-EDMA [55].  

 
Figure 12 : Effet (a) du temps d’immobilisation et (b) de la concentration en anticorps sur l’immobilisation d’un IgG de lapin 

sur un monolithe de GMA/EDMA conditionné dans une colonne (4 mm d.i x 10 mm) par une méthode epoxy. 
Immobilisation : 10 mL d’une solution d’IgG à pH 8,0, 0,10 M de tampon phosphate percolée au travers de la colonne. En (a) 
la concentration en IgG dans la solution de greffage est de 0,6 mg/mL. En (b) le temps de réaction est de 40 h (◊) et de 144 h 

(□). Adapté de [55]. 

Il est visible en Figure 12 que la quantité d’anticorps greffés en percolant une solution d’IgG 

de lapin à 0,6 mg/mL à travers le support pendant des durées variables augmente puis atteint un 

plateau. Pendant le premier jour d’immobilisation la quantité greffée augmente drastiquement 

jusqu’à environ 12 mg/g. Au-delà, bien que la durée d’immobilisation augmente, la quantité 

d’anticorps greffés n’augmente que peu, jusqu’à une valeur finale d’environ 25 mg/g après près de 
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200 h d’immobilisation (soit un gain d’un facteur 2 pour une durée d’immobilisation 8 fois plus 

longue) montrant ainsi qu’un greffage de courte durée de l’ordre de 24 à 40 h était dans ces 

conditions suffisant pour avoir un taux de greffage optimal. Faye et al [56] ont également montré 

que la quantité d’anticorps anti-HRP immobilisés sur un monolithe à base de GMA-EDMA était 

seulement 18% plus élevée après 12h de contact qu’après 30 min confirmant qu’un greffage de 

courte durée peut être suffisant. De plus, une immobilisation trop longue peut résulter en une 

augmentation de la dénaturation des anticorps ou du développement d’interactions protéine-

protéine [55].  

D’autres facteurs tels que l’effet de la concentration en IgG dans la solution sur la quantité 

d’anticorps immobilisés ont également été étudiés. Dans l’exemple donné en Figure 12-(b) il apparaît 

qu’utiliser une concentration supérieure à 2 mg/mL en IgG dans la solution de greffage ne semble 

pas nécessaire pour un temps d’immobilisation de 40 h puisque la quantité d’anticorps greffés 

n’augmente que très faiblement au-delà de cette valeur. Cependant, il est aussi visible qu’en 

augmentant le temps d’immobilisation dans ce cas, à 144 h (i.e. en abaissant le débit de percolation 

de la solution d’anticorps), les mêmes solutions ont permis d’obtenir une quantité d’anticorps greffés 

bien plus importante à partir de concentrations en anticorps plus faibles. Ici une solution à 0,6 

mg/mL est suffisante, au-delà la quantité greffée n’augmente plus. D’autres paramètres tels que le 

pH de la solution d’immobilisation (pH de 6,7 à 9,3), la température (4°C et 28°C) ou la force ionique 

du tampon d’immobilisation (phosphate 0,1M ou 0,5M) ont aussi été évalués mais n’influence que 

très peu le taux de greffage [55]. 

b Capacité 

Bien que le taux de greffage soit un paramètre très important, il n’est pas suffisant pour 

connaître le nombre d’anticorps greffés ayant conservé leur activité après immobilisation, bien que 

nombre d’auteurs se contentent de ce paramètre. Un autre paramètre primordial est la capacité de 

l’IS. La capacité correspond à la quantité maximale d’analyte cible qu’il est possible de percoler à 

travers l’IS sans observer de perte de rétention. Elle est directement liée au nombre d’anticorps actifs 

à la surface du support. De ce fait, la capacité dépend du taux de greffage mais aussi de l’accessibilité 

des anticorps pour l’analyte cible et de la nature des anticorps puisque l’utilisation d’anticorps 

polyclonaux réduit le nombre global d’anticorps participant à la rétention comparé aux anticorps 

monoclonaux.  Une façon simple pour mesurer la capacité d’un IS consiste à extraire des quantités 

croissantes de l’analyte cible sur l’IS et à analyser les fractions d’élution résultantes. Ainsi, en traçant 

la quantité d’analyte retenue sur l’IS en fonction de la quantité percolée, il est possible de 

déterminer la capacité. Un exemple d’une telle mesure est présenté en Figure 13. 
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Figure 13 : Exemple de courbe permettant une mesure de la capacité. Adapté de [36] 

Cette courbe présente deux parties. La première partie linéaire (quantité injectée < 0,6 µg) 

présente une pente élevée et correspond à un rendement d’extraction constant de 80-90 %. Dans cet 

intervalle, l’analyse est quantitative. L’ensemble des sites de liaison des anticorps n’est pas lié à un 

antigène. Ensuite, une rupture de pente caractéristique d’une chute de rétention est observée. La 

deuxième partie de la courbe, également linéaire, présente cette fois une pente beaucoup plus 

faible, dans cet exemple de l’ordre de 15 % exprimée en rendements. Cette diminution de 

rendements est due à la saturation de l’ensemble des sites de liaison des anticorps et donc au 

dépassement de la capacité de l’IS. D’un point de vue pratique, la capacité peut être définie comme 

étant la limite supérieure de la première partie linéaire de la courbe, ici 0,6 µg. Dans un cas idéal, où 

la procédure d’extraction développée permet de s’affranchir complètement des interactions non 

spécifiques, la deuxième partie de la courbe est un plateau (pente de 0%). La pente de 15 % 

présentée dans cet exemple correspond donc à la contribution des interactions non spécifiques dans 

le mécanisme de rétention qui conduit à un rendement d’extraction de 15%. 

L’un des principaux paramètres affectant l’immobilisation des anticorps sur un support est la 

gêne stérique due à leur taille importante. Une étude réalisée au LSABM en 2001 a ainsi montré que 

la capacité des IS pouvait être limitée par cette gêne stérique [70]. En effet, la capacité n’évolue pas 

linéairement avec la concentration en anticorps de la solution utilisée pour le greffage : lorsque la 

quantité d’anticorps en solution dépasse 1 mg pour 100 mg de support, la capacité réellement 

obtenue est inférieure à celle attendue. La gêne stérique entre les anticorps qui empêche l’accès du 

soluté à l’ensemble des anticorps peut expliquer ces observations. De ce fait, une quantité de 1 mg 

d’anticorps en solution pour 100 mg de support est la valeur optimale pour ce type d’anticorps et 

d’adsorbant. 

c Rendements d’extraction 

Un paramètre important de l’immunoextraction est le rendement d’extraction, qui est lié au 

volume de fin de fixation et à la capacité. Afin d’atteindre des limites de détection basses, l’IS doit 

permettre la percolation de volumes importants d’échantillons sans perte d’analytes. Ce paramètre 
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n’est pas si important dans le cas d’échantillons de sérum ou plasma, mais devient plus pertinent lors 

de la manipulation d’échantillons d’urines, généralement dans l’intervalle 5-25 mL et d’échantillons 

environnementaux qui peuvent dépasser plusieurs centaines de mL lorsque la détermination de 

l’analyte est désiré au niveau du ng/L en utilisant la LC couplé un simple détecteur UV [40]. 

Tout comme pour les supports conventionnels de SPE, en immunoextraction un volume de 

fin de fixation peut être défini. Il représente le volume maximal d’échantillon qui peut être percolé 

avec un rendement théorique de 100% pour une quantité fixée de support. Si la capacité n’est pas 

dépassée, ce qui est généralement le cas en analyse de traces, ce volume de fin de fixation dépend 

uniquement de l’affinité entre l’analyte et l’anticorps. De ce fait, plus l’affinité et donc le volume de 

fin de fixation seront élevés, meilleure sera la limite de détection. Un compromis doit donc être 

trouvé entre le coût et la quantité approprié d’anticorps greffés à la surface. 

d Réactivité croisée et spécificité 

L’objectif premier de l’utilisation d’anticorps est bien entendu l’obtention d’une forte 

spécificité. Comme mentionné précédemment, un anticorps peut se lier à un ou plusieurs analytes 

présentant des structures similaires à l’analyte ayant induit la réponse immunitaire. On parle alors de 

réactivité croisée. Cette propriété est généralement considérée comme un handicap pour des 

immunoessais mais est à l’inverse très attendue en extraction car l’immunoextraction est suivie 

d’une étape de séparation chromatographique et détection permettant la quantification de chaque 

composé retenu individuellement. Pour les échantillons biologiques il peut être intéressant de 

déterminer un groupe de composés pharmaceutiques ainsi que leurs métabolites. Dans le domaine 

de l’environnement, les analyses concernent souvent des classes de polluants et pas seulement un 

analyte donné.  

3.2.1.5 Régénération et réutilisation 

Idéalement, tout comme les autres supports de SPE, les IS ne devraient pas être réutilisés 

pour limiter les risques de contamination. Cependant, lorsqu’ils ne sont pas commercialement 

disponibles ou lorsqu’ils sont utilisés en ligne, la tendance est plutôt de les réutiliser du fait du coût 

des anticorps. Ils sont généralement régénérés en percolant une solution de PBS et conservés ensuite 

à 4°C lorsqu’ils ne sont pas utilisés pendant une durée supérieure à 24 h. Un agent antimicrobien, tel 

que l’azoture de sodium est très souvent ajouté à cette solution de conservation. Cependant, avec le 

temps et un nombre d’utilisations important, une diminution de capacité est souvent observée. La 

possibilité de réutiliser un IS dépend beaucoup de la robustesse du support d’immobilisation. De très 

nombreuses études ont fait état de la réutilisation de supports commerciaux et/ou « faits maison » à 

base d’agarose, de sépharose ou de silice. 
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3.2.1.6 Apport en sélectivité des immunoadsorbants 

Du fait du fort degré de purification permis par les IS, ces derniers ont été appliqués ces 

dernières années à l’extraction de très nombreux composés dans des matrices très variées. Ils 

permettent le développement de méthodes de traitement de l’échantillon rapides et en une seule 

étape comparées avec des méthodes conventionnelles qui doivent parfois être combinées entre elles 

pour des échantillons très complexes et permettent de s’affranchir de l’utilisation de solvants tels 

que l’hexane, le dichlorométhane, l’acétone, et d’autres supports conventionnels utilisés 

généralement pour la purification d’échantillons complexes. Le principal avantage des IS est que 

l’extraction et le lavage sont réalisés simultanément sur le même support et, même si leur prix est 

élevé, ce prix doit surtout être comparé au prix des nombreuses cartouches de supports 

conventionnels devant généralement être utilisées pour la purification d’un échantillon et 

nécessitant le développement de procédures d’extraction différentes augmentant par la même 

occasion le temps de manipulation. Le gain en fiabilité au niveau des résultats (du fait de la 

sélectivité) s’avère également élevé. 

a Immunoadsorbants appliqués aux petites molécules 

Ces dernières années, beaucoup d’IS ont été développés pour l’analyse de traces de 

pesticides et autres micropolluants organiques, principalement pour l’analyse environnementale et 

le contrôle alimentaire [11, 40, 61]. Le principal avantage d’utiliser un IS avant une séparation en LC 

est de permettre l’utilisation de détecteurs simples tels que l’UV ou la fluorescence et l’atteinte de 

limites de détection faibles grâce à une ligne de base globalement épurée du fait de l’élimination des 

interférents de la matrice. Un exemple présenté en Figure 14 compare les chromatogrammes 

obtenus après analyse par HPLC-UV d’un échantillon d’eau en sortie d’un barrage, sans et avec 

couplage en ligne d’un IS spécifique d’un insecticide, le carbofuran [60]. Le chromatogramme de 

l’éluat issu du protocole d’immunoextraction est clairement plus propre que celui de l’échantillon 

d’eau non purifié. Les pics des composants de la matrice y sont en effet moins intenses et les deux 

métabolites du carbofuran (3-kéto-7-phénolcarbofuran et  7-phénolcarbofuran) ainsi que le 2,4-

dichlorophénol observés dans l’échantillon ont été clairement éliminés grâce à la purification sur l’IS. 

Le pic du carbofuran s’y retrouve par ailleurs parfaitement résolu et la co-élution avec le 7-

phénolcarbofuran observé initialement dans l’échantillon ne gêne plus la quantification du 

carbofuran. Cet exemple met ainsi en lumière la sélectivité des IS ainsi que leur spécificité et leur fort 

pouvoir purifiant. 
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Figure 14 : Analyse d’eau provenant de la retenue d’un barrage (50 mL). Chromatogrammes de : (a) eau en sortie de 

barrage, (b) éluat d’un IS anti-carbofuran, analysé par IS-HPLC-UV en ligne (280 nm). Phase mobile : ACN/eau 23/77 (v/v), 
débit : 1 mL/min. Solutés : (1) 3-keto-7-phenolcarbofuran (dopé 2,24 ng/mL), (2) 7-phenolcarbofuran (dopé 2,24 ng/mL), (3) 

carbofuran (dopé 1,12 ng/mL), (4) 2,4-dichlorophenol (dopé 2,27 ng/mL). Adapté de [60]. 

Le couplage en ligne d’un IS avec la GC, tel que décrit précédemment (cf. page 49) a 

également été appliqué à l’analyse d’échantillons d’eau réels contenant des triazines détectés par un 

simple FID non sélectif avec une limite de détection de l’ordre de 15-25 ng/L à partir d’un échantillon 

de 10 mL [68]. Les échantillons alimentaires sont bien plus complexes que les eaux de surface et 

nécessitent généralement une préparation de l’échantillon bien plus poussée. L’immunopurification 

de ce type d’échantillons constitue également un outil très puissant. Ce potentiel de purification a 

été appliqué à des mycotoxines telles que les aflatoxines, ochratoxines, fumisonines, patuline et 

zearalenone dans les aliments [54, 71-83]. De nombreuses méthodes ont été validées et constituent 

aujourd’hui des méthodes officielles [73, 84]. De ce fait, des immunoadsorbants au format cartouche 

(Aflaprep®, Ochraprep®, Easi-Extract®, StarlineTM, OchraTestTM, ZearalaTestTM, etc) sont aujourd’hui 

commercialisés par de nombreux fabricants (R-Biopharm, Romer Labs, Randox Life Sciences, Vicam, 

etc) [71-75, 77, 79, 84]. De nombreux formats sont proposés dans l’intervalle de capacité de 50 à 

1000 ng [11]. Certains d’entre eux sont même considérés comme étant réutilisables, avec la 

possibilité de les utiliser pour la percolation de 10 à 200 échantillons [11]. Des IS au format 

précolonne 50 mm x 2,1 mm d.i. sont également disponibles [11]. Parmi les IS disponibles, des 

cartouches peuvent contenir un mélange d’anticorps tels que des anticorps anti-aflatoxine et anti-

ochratoxine A (AflaOchraTM, Vicam) permettant ainsi l’extraction simultanée des aflatoxines G1, G2, 

B1, B2 et de l’ochratoxine A dans une grande variété de produits alimentaires tels que le cacao [83], 

le pollen [81], le beurre de cacahuète [80], le maïs [80] et le paprika [82]. Cette association est 

particulièrement intéressante car ces deux classes de mycotoxines peuvent être analysées 

simultanément par LC-fluo. Bien qu’une détection par fluorescence apporte déjà une forte 

sélectivité, certaines matrices sont tellement complexes que l’immunoextraction apporte des 

chromatogrammes globalement épurés, permettant une quantification simple des analytes cibles 

[54, 71-83]. 
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b   Immunoadsorbants appliqués aux protéines 

L’immunoextraction a été largement appliquée aux protéines. Dans ce cas, l’analyse est le 

plus couramment réalisée par LC-MS. Cependant, l’ionisation par électrospray des protéines conduit 

à des spectres complexes présentant une enveloppe d’ions multi-chargés qui requiert leur 

déconvolution. De ce fait une approche dite « bottom-up » est généralement utilisée pour digérer les 

protéines et produire des fragments peptidiques plus petits qui sont ensuite facilement analysés par 

LC-MS². De plus, les protéines d’intérêt sont généralement contenues dans un mélange complexe 

contenant d’autres protéines et molécules plus petites coexistant dans un milieu biologique. Il est 

estimé que les concentrations en protéines dans les échantillons biologiques couvrent 12 ordres de 

grandeur. Dans le plasma, 22 protéines représentent 99% du contenu protéique et les protéines 

d’intérêt et biomarqueurs appartiennent aux 1% restants [85]. Malheureusement, lors de l’ionisation 

d’un tel mélange par électrospray, l’identification de protéines peu abondantes est généralement 

entravée par la présence de protéines plus abondantes telles que l’albumine, la résistine, l’insuline, 

l’hémoglobine et l’érythropoiétine. L’utilisation d’IS pour l’extraction d’une protéine ciblée s’avère 

donc d’un grand intérêt. 

Une procédure d’extraction en différé sur IS est généralement utilisée pour l’analyse de 

protéines avant une analyse par LC-MS. Les protéines élués de l’IS sont ensuite digérées en solution 

en ajoutant une enzyme de digestion (pepsine, trypsine, chymotrypsine). Cependant, cette étape 

supplémentaire est particulièrement chronophage, une autoprotolyse de l’enzyme peut se produire 

et les diverses manipulations peuvent conduire à une contamination des échantillons. De manière à 

contourner ce problème, les enzymes de digestion peuvent être immobilisées sur des supports 

solides de façon à être intégrées dans des systèmes analytiques permettant l’automatisation de 

l’analyse. Ces supports sont appelés IMER (IMmobilized Enzyme Reactors). La grande majorité des 

IMER décrits dans la littérature sont basés sur l’immobilisation de trypsine. Cependant cette enzyme 

clive les protéines à un pH légèrement basique. Or, l’élution des protéines sur un IS se fait 

généralement à un pH acide (de l’ordre de 2-3) ce qui est incompatible avec une digestion à la 

trypsine. Une alternative étudiée au cours d’une thèse doctorale soutenue en 2009 au LSABM 

consiste à utiliser un IMER de pepsine, enzyme clivant les protéines à un pH acide [86, 87]. La pepsine 

a été immobilisée de façon covalente sur des particules de sépharose conditionnées dans une 

précolonne intégrée dans le montage en ligne schématisé en Figure 15.  Cette approche a permis 

l’analyse totale en ligne du cytochrome C à partir d’échantillons de plasma. Ce type d’approche sera 

décrit plus en détail dans le chapitre 5 de ce manuscrit qui est intégralement dédié à la 

miniaturisation des outils bioanalytiques (IS et IMER) pour l’analyse de protéines.  
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(Human Serum Albumin) et un anticorps monoclonal spécifique de protéines inter-alpha inhibiteur 

(IaIp). Ces colonnes ont été testées avec du sérum humain et une bonne sélectivité a pu être 

démontrée pour les deux protéines cibles grâce à une comparaison de l’extraction des protéines avec 

un disque CIM® non greffé suivie de la séparation des différentes fractions par SDS-PAGE. Cependant 

la capacité des deux colonnes s’est avérée être faible et la liaison non spécifique d’autres protéines 

sur le monolithe organique a été observée. 

3.2.2 Les oligoadsorbants (OS) 

Si les immunoadsorbants constituent un outil puissant pour extraire sélectivement des 

analytes à partir d’échantillons complexes comme nous venons de le voir, les anticorps présentent 

néanmoins certains désavantages parmi lesquels leur durée de production qui requiert l’utilisation 

de mammifères. Une autre stratégie peut consister à utiliser un autre type de biomolécules 

synthétiques : les aptamères. Ceux-ci ont d’abord été utilisés pour des applications thérapeutiques, 

pour le diagnostic (en cytométrie de flux, pour la reconnaissance de biomarqueurs cellulaires, etc) ou 

pour des applications analytiques telles que le développement de biocapteurs (capteurs 

électrochimiques, optiques ou sensibles aux variations de masse) ou de bioessais [89-93]. Ces 

dernières années, leur utilisation comme outil d’extraction sélective s’est largement accrue. L’objet 

de cette partie est de décrire les propriétés des aptamères ainsi que les applications récentes de ces 

molécules dans le domaine de l’extraction au format conventionnel. 

3.2.2.1 Les aptamères 

Les aptamères sont des oligonucléotides simple brin, en série ARN ou ADN, pouvant se lier à 

leurs cibles avec une forte affinité et spécificité grâce à leur structure tridimensionnelle. Cette 

structure tridimensionnelle est dictée par l’enchaînement des nucléotides les uns aux autres. Ainsi, 

du fait du très grand nombre de séquences différentes possibles, un très grand nombre d’analytes 

cibles peut potentiellement être associé à un aptamère. De nombreuses études se sont intéressées 

aux aptamères ces dernières années. En effet, en plus d’avoir tous les avantages des anticorps, ils 

présentent une bonne stabilité thermique, sont moins onéreux à produire que les anticorps, et 

peuvent être utilisés pour de nombreuses applications.  

a Structure 

La structure des oligonucléotides est hiérarchisée en trois catégories. La structure primaire, 

tout d’abord, qui correspond à la séquence des nucléotides. Ces oligonucléotides se replient ensuite 

et interagissent pour former ce que l’on nomme la structure secondaire (structure tridimensionnelle 

locale de certains segments) puis tertiaire (structure tridimensionnelle générale). 
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a-1  Structure primaire 

L’ADN et l’ARN sont composés de seulement quatre nucléotides différents. Tous les 

nucléotides ont une structure commune : un groupement phosphate lié par une liaison 

phosphodiester à un pentose (une molécule de sucre à 5 carbones) qui est lui-même lié à une base 

organique. L’ARN et l’ADN diffèrent l’un de l’autre par leur sucre. En effet, le pentose de l’ARN est un 

ribose tandis que celui de l’ADN est un désoxyribose. L’autre différence majeure entre ADN et ARN 

concerne ensuite la nature d’une des quatre bases organiques. Les bases adénine, guanine et 

cytosine sont présentes à la fois dans les chaînes en série ADN ou ARN, par contre la thymine, elle, 

n’est présente que dans l’ADN et l’uracile n’est présente que dans l’ARN. Ces bases sont, de façon 

générale, abréviées A, G, C, T, et U respectivement et leur structure est représentée en Figure 16. 

 

Figure 16 : Structure des acides aminés et de leurs bases et d’un oligonucléotide à trois bases. Adapté de [94]. 

 

Les bases organiques consistent en des hétérocycles composés d’atomes d’azote et de 

carbone. L’adénine et la guanine sont des purines qui contiennent deux cycles aromatiques. La 

cytosine, la thymine et l’uracile sont, quant à elles, des pyrimidines et ne comprennent qu’un seul 

cycle aromatique. La structure d’un oligonucléotide simple brin, également présentée en Figure 16,  

consiste en un polymère phosphate-pentose (un polyester) avec des chaînes latérales constituées 

des bases purine et pyrimidine. L’extrémité 5’ présente un groupement phosphate libre sur le 

carbone 5’ de son sucre terminal tandis que l’extrémité 3’ présente un groupement hydroxyle libre 

sur le carbone 3’ de son sucre terminal.  
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Par convention les séquences d’oligonucléotides sont toujours données dans le sens 5’ → 3’. 

La séquence linéaire des nucléotides, liés entre eux par des liaisons phophodiesters, constitue la 

structure primaire des oligonucléotides. 

a-2 Structure secondaire 

Les aptamères sont capables de former des structures tridimensionnelles stables en solution 

aqueuse. Puisque les oligonucléotides simple brin suivent les mêmes règles d’appariements de bases 

que les molécules doubles brins, il est relativement simple de prédire leur structure secondaire. De 

nombreux algorithmes permettent une modélisation des arrangements secondaires de plus basse 

énergie en se basant uniquement sur leur séquence. La structure secondaire de base des 

oligonucléotides simples brins est la double hélice, formée via le repliement du squelette 

(désoxy)ribose-phosphate de ceux-ci [95]. Des paires de bases complémentaires au sens de Watson 

et Crick se forment ainsi entre l’adénine et la thymine (ADN) ou l’uracile (ARN) grâce à deux liaisons 

hydrogène, et entre la guanine et la cytosine grâce à trois liaisons hydrogène.  

Les repliements de l’oligonucléotide entraînent la formation de divers motifs structuraux 

pouvant constituer des structures propices à l’interaction avec un ligand donné. De nombreux motifs 

structuraux d’aptamères ont été décrits dans la littérature. On en recense trois grands types qui sont 

schématisés en Figure 17. Le motif le plus connu est premièrement la structure en « épingle à 

cheveux » ou « tige-boucle » [96]. Il correspond au repliement d’un brin sur lui-même pour former 

une doucle-hélice à l’extrémité de laquelle se forme une boucle de quelques nucléotides non 

appariés (généralement entre 4 et 8). Le deuxième motif est la structure dite en pseudo-nœud [97] 

qui résulte de l’appariement de nucléotides de la boucle avec des nucléotides présents dans une 

autre région du brin et située en dehors de la tige. Cette structure présente ainsi deux hélices. Enfin 

la structure dite G-quadruplexe [98] résulte de l’empilement de plusieurs G-quartets (ou tétrades de 

G qui correspondent à l’association de 4 guanines dans un même plan cyclique). Chacune est un 

donneur et un accepteur de deux liaisons hydrogène. L’empilement d’au moins deux tétrades de G 

délimite au centre une zone chargée négativement qui permet l’inclusion de cations qui permettent 

de stabiliser la structure. Le repliement en solution ainsi que les changements de conformation en 

présence de la molécule cible peuvent être ainsi fortement dépendants de la présence de cations 

divalents [99].  

 
Figure 17 : Représentation schématique des principaux motifs structuraux des aptamères. A) la tige-boucle. B) le pseudo-

nœud. C) empilement des tétrades de G. Adapté de [89].  
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a-3 Structure tertiaire 

Les structures secondaires préalablement décrites interagissent et forment une structure 

globale compacte : des riboses interagissent par liaisons hydrogène et stabilisent le rapprochement 

électrostatiques des hélices, faisant ainsi émerger l’architecture tridimensionnelle de la molécule. 

L’empilement d’hélices et le compactage de l’ensemble sont enfin la conséquence d’interactions 

entre boucles. Deux boucles peuvent « s’embrasser » pour former une structure appelée « kissing 

complex » par appariement de leurs résidus complémentaires. Une boucle peut également s’insérer 

soit dans une hélice, soit dans une structure réceptrice complémentaire, on parle alors de 

« docking » [95]. Contrairement aux structures secondaires dont les modélisations se sont avérées 

fiables, les tentatives de modélisation de la structure tridimensionnelle des aptamères n’ont, jusqu’à 

présent, pas été aussi concluantes. En effet, les modèles prédits ne présentent que de faibles 

ressemblances avec les structures déterminées expérimentalement par cristallographie [100] ou par 

spectroscopie RMN [101]. 

b La sélection des aptamères 

Les aptamères sont sélectionnés via un procédé de sélection in vitro appelé SELEX 

(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment). Ce procédé permet de produire des 

oligonucléotides simple brin, en série ADN ou ARN, se liant spécifiquement à une cible. Ce procédé a 

été développé parallèlement par l’équipe de Gold, celle de Szostak et celle de Joyce en 1990 [102-

104]. Depuis le développement de la méthode SELEX, qui est aujourd’hui une méthode classique de 

sélection d’aptamères, de nombreux aptamères peuvent être directement sélectionnés in vitro 

contre diverses cibles, allant des petites molécules aux protéines ou même aux cellules [105]. 

b-1 Principe général de la sélection in vitro 

Le procédé SELEX permet d’isoler un aptamère à partir de bibliothèques d’oligonucléotides. 

En général ce procédé est divisé en trois étapes qui sont répétées dans le but de sélectionner la 

séquence d’oligonucléotides présentant la meilleure affinité pour la cible. L’ensemble des étapes du 

procédé SELEX est schématisé en Figure 18.  
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Figure 18 : Principe général du procédé d’identification des aptamères : Systematic Evolution of Ligands by EXponential 

Enrichment (SELEX). Adapté de [106]. 

 Dans un premier temps une bibliothèque d’oligonucléotides comprenant un très grand 

nombre de séquences aléatoires est synthétisée. Dans un second temps (incubation et sélection), les 

séquences de la bibliothèque liées à la cible sont séparées des autres séquences non liées. Cette 

étape est généralement couplée avec plusieurs autres méthodes pour rendre la sélection de la cible 

ou de la bibliothèque facile et rapide. Finalement, lors de la troisième étape (amplification), les 

séquences liées à la cible sont amplifiées par PCR (« Polymerase Chain Reaction ») pour créer une 

nouvelle bibliothèque qui sera utilisée dans le cycle suivant. Un grand nombre d’aptamères 

sélectionnés sont ensuite tronqués de façon à avoir une taille minimale et ne conserver que la partie 

active de la séquence après le procédé SELEX. 

b-2 Les bibliothèques d’oligonucléotides 

Le point de départ du procédé SELEX est la synthèse aléatoire d’une bibliothèque 

d’oligonucléotides. Les aspects importants pour mettre en place ces bibliothèques sont la taille de la 

région aléatoire de la séquence, le type de randomisation et les modifications chimiques de l’ADN ou 

ARN. Ces bibliothèques offrent une grande diversité d’espèces et une grande facilité de screening. 

Les fragments d’ADN simple brin (≈ 1015 séquences) comprennent une région centrale aléatoire de 

20 à 80 nucléotides flanqués de différentes séquences spécifiques de 18 à 21 nucléotides constituant 

les sites d’amorce pour la PCR. Les études réalisées jusqu’à maintenant ont indiqué que le nombre 

optimal de séquences différentes pouvant être étudiées simultanément est compris entre 1013 et 

1015 [107, 108]. En revanche, les bibliothèques conventionnelles de composés de faible poids 

moléculaire (médicaments potentiels) ne comprennent usuellement pas plus de 106 molécules 

différentes, c'est-à-dire jusqu’à 1 milliard de fois moins [109].  



Chapitre 1 – Analyse de traces dans les matrices complexes 

  64

Certaines bibliothèques peuvent contenir des séquences flanquantes dirigeant les aptamères 

pour former une structure secondaire spécifique ou inclure des nucléotides modifiés. Ces derniers 

peuvent grandement élargir le champ des séquences possibles et peuvent aussi influencer les 

propriétés des aptamères, telles que leur stabilité in vivo ou leur résistance à la nucléase [110]. Les 

nucléotides modifiés peuvent être introduits soit durant la synthèse des bibliothèques ou durant 

l’optimisation post-sélection. De telles modifications peuvent consister en une substitution de l’un 

des groupements hydroxyle par un groupement méthyle [111], ammonium [112], fluorine [113], 

alkyle [114], par une amine aliphatique [115], des polyamines[116] ou en une substitution d’un 

oxygène dans la liaison phosphodiester avec un atome de souffre [117].  

Des bibliothèques ne comprenant que de courtes régions aléatoires semblent suffisantes 

pour une sélection efficace des aptamères et sont plus facilement maniables et moins onéreuses. De 

plus, l’utilisation d’aptamères de faible taille est préférée pour de nombreuses applications. 

Cependant, des régions aléatoires plus longues donnent aux bibliothèques une complexité plus 

importante ce qui est particulièrement important pour des cibles qui ne sont pas connues pour leur 

capacité à se lier à des acides nucléiques. 

b-3 Etape de sélection 

L’étape de sélection est une étape cruciale du procédé SELEX. Elle comprend la liaison des 

molécules cibles à la bibliothèque d’oligonucléotides, l’élimination ultérieure des séquences non liées 

et finalement l’élution des oligonucléotides liés à la cible. La sélection est alors mise en œuvre de 

manière à isoler les molécules présentant la plus grande affinité et spécificité pour la cible à partir de 

l’immense variété de séquences présentes dans la bibliothèque. Pour ce faire, la bibliothèque 

d’oligonucélotides est exposée directement à la cible et incubée pendant un certain temps. Plusieurs 

méthodes peuvent alors être employées pour réaliser cette étape. 

• Ultrafiltration sur membrane de nitrocellulose 

Une méthode couramment utilisée pour l’isolement des séquences d’oligonucléotides sans 

immobiliser la cible consiste en une ultrafiltration sur des membranes de nitrocellulose permettant 

une séparation des séquences liées et non liées à la cible basée sur la différence de masse. En 1968, 

une méthode utilisant ce type de membranes a d’abord été employée par l’équipe de Kramlova pour 

isoler une protéine à partir de solutions contenant également des brins d’ARN [118]. Quand le 

procédé SELEX été mis au point par le groupe de Gold, l’aptamère spécifique de l’ADN polymérase T4 

a été isolé en utilisant une stratégie basée sur l’utilisation de ces membranes de nitrocellulose [103]. 

Cependant, ces membranes ont certaines limitations. Tout d’abord elles sont inefficaces pour isoler 

les aptamères spécifiques des petites molécules et des peptides. De plus, elles nécessitent 

généralement au moins 12 cycles de sélection [119, 120]. Enfin, des pertes d’oligonucléotides liés à la 
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cible ainsi que des interactions non-spécifiques avec la membrane résultant en l’amplification de 

séquences non-spécifiques peuvent survenir. 

• L’immobilisation sur particules 

L’immobilisation de la molécule cible sur un support solide permet une séparation efficace. 

Dans ce cas, la bibliothèque d’oligonucléotides est incubée pour permettre la liaison des séquences 

avec la cible immobilisée.  

La chromatographie d’affinité, basée sur l’immobilisation de l’analyte cible (protéines ou 

petites molécules) sur des particules de sépharose ou d’agarose conditionnées dans des colonnes est 

ainsi généralement utilisée pour les étapes de liaison et d’élution. De nombreux aptamères ont été 

sélectionnés en utilisant cette méthode [121-125]. Cependant cette méthode présente certains 

inconvénients. Elle nécessite tout d’abord une quantité élevée de molécule cible pour pouvoir 

obtenir une forte densité de greffage. De plus, cette méthode ne peut pas être utilisée si la molécule 

cible ne présente pas le groupement fonctionnel nécessaire au greffage sur les particules [126]. 

Plus récemment, la sélection d’aptamère a été réalisée en combinant une stratégie basée sur 

l’immobilisation de la cible sur des billes magnétiques avec la technique SELEX. L’immobilisation peut 

être réalisée par simple interaction non covalente ou par liaison covalente. Comparée à 

l’immobilisation sur particules de sépharose, l’immobilisation sur billes magnétiques ne requiert 

qu’une faible quantité de molécule cible. De nombreuses études se sont de plus intéressées à la 

sélection d’aptamères par cette méthode du fait de la facilité et de la rapidité d’isolement des 

séquences de la bibliothèque liées à la cible de celles non liées par l’utilisation d’un simple aimant 

[113, 127-131]. Enfin, les billes magnétiques permettent de réaliser en parallèle plusieurs essais, à la 

fois manuellement mais aussi de façon automatisée.  

• CE-SELEX 

L’électrophorèse capillaire (CE) possède de nombreux avantages comparée à d’autres 

méthodes de séparation analytique notamment en termes de vitesse, de résolution, de capacité et 

de volume d’échantillon nécessaire pour l’analyse. Cette méthode permet de séparer, sous 

l’influence d’un champ électrique, des espèces ionisées en fonction de leur charge, des forces de 

friction qui s’exercent sur elles et donc de leur rayon hydrodynamique [119]. Grâce à cette méthode, 

un aptamère peut être sélectionné grâce au déplacement de mobilité induit par la formation du 

complexe aptamère-cible. Son principe est schématisé en Figure 19. Après incubation en solution de 

la bibliothèque d’oligonucléotides avec la cible, le mélange est injecté en entrée du capillaire. Les 

séquences liées et non liées à la cible sont alors séparées du fait de leur différence de mobilité. Il est 

ainsi facile de récupérer les deux fractions séparément. Les étapes suivantes sont alors similaires à 

celles du procédé SELEX conventionnel décrit ci-avant.  
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La CE-SELEX permet de s’affranchir des inconvénients liés aux interactions non spécifiques 

avec le support ainsi qu’à l’inaccessibilité d’une partie de l’analyte cible résultant de l’immobilisation. 

Un des gros avantages de cette méthode est aussi son pouvoir de séparation accru. En conséquence, 

la sélection d’un aptamère peut se faire en seulement quelques cycles, généralement de 2 à 4. Le 

groupe de Mendonsa et Bowser a notamment réussi à sélectionner des aptamères spécifiques du 

neuropeptide Y et de l’IgE humain après seulement 4 cycles de sélection [132, 133]. 
 

 

Figure 19 : Schéma de la CE-SELEX. Adapté de [134] 

Malgré ces avantages, la CE-SELEX présente tout de même certaines limitations. La nécessité 

d’avoir une différence de mobilité importante entre les oligonucléotides liés à la cible et ceux non liés 

implique que l’analyte cible présente un poids moléculaire assez élevé (ex : protéines) pour induire 

une différence de mobilité importante. Mendonsa et Bowser ont réussi à descendre jusqu’à une 

masse de 4,2 kDa pour la cible (neuropeptide Y) en diminuant la concentration des séquences d’ADN 

simple brin [132]. 

Une autre limitation est le nombre restreint de séquences pouvant être utilisées pour la 

sélection de façon à éviter toute surcharge du capillaire du fait du faible volume d’injection.   

b-4 Etape d’amplification 

Du fait de la complexité de la bibliothèque initiale d’oligonucléotides, peu de séquences 

fonctionnelles peuvent être au final obtenues après l’étape de sélection. Il est donc nécessaire 

d’amplifier les rares séquences sélectionnées de façon à reconstruire une banque enrichie avant de 

débuter un nouveau cycle. Outre l’amplification du pool d’aptamères sélectionnés, il est aussi 

possible d’attacher des modifications via des amorces spéciales durant l’étape d’amplification. De 

cette façon, il est possible d’introduire des groupements fonctionnels aux aptamères pour faciliter 

leur détection, leur immobilisation ou pour les allonger.  
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b-5 Automatisation et miniaturisation du procédé SELEX 

Dans le but de sélectionner un aptamère de façon plus efficace, des systèmes automatisés de 

sélection ont été développés. Ces systèmes peuvent permettre de traiter plusieurs cibles en 

parallèle. De plus, les cycles de sélection peuvent être réalisés sans aucune intervention 

intermédiaire. Récemment des systèmes microfluidiques automatisés ont aussi été développés [135]. 

Puisque cette méthode est principalement réalisée sur puce, elle permet d’améliorer l’efficacité de 

sélection à petite échelle. Par exemple, un aptamère spécifique de la neurotoxine B a été obtenu 

après un seul cycle de sélection en utilisant un système CMACS (Continuous-flow Magnetic Activated 

Chip-based Separation) conçu par le groupe de Soh [136]. Le screening d’aptamères spécifique de 

protéine C-réactive (CRP) a été réalisé automatiquement en utilisant un système microfluidique et 

des billes magnétiques conjuguées avec la CRP [137]. La microfluidique apparaît ainsi comme une 

technique à très fort potentiel pour le futur pour la sélection rapide et automatisée de séquences 

d’aptamères. 

c Caractéristiques des aptamères 

La séquence d’aptamère sélectionnée est constituée d’une partie variable et d’une partie 

fixe. Ces parties fixes peuvent allonger la séquence d’environ 50 nucléotides. Généralement, la taille 

d’un aptamère est inférieure à 100 nucléotides et la grande majorité des aptamères présente une 

séquence comprise entre 25 et 40 nucléotides. L’aptamère dirigé contre l’ochratoxine A est par 

exemple composé de 36 nucléotides [138] et celui de la cocaine de 38 nucléotides [139].  

Les séquences d’aptamères identifiées à l’heure actuelle présente une affinité variable pour 

leur cible respective. En effet, si certaines séquences présentent une affinité très forte pour leur 

cible, notamment dans le cas des protéines et peptides avec des constantes de dissociation très 

faible de quelques nanomolaires, d’autres en revanche ont une affinité qui s’avère moins élevée que 

l’affinité d’anticorps pour ces mêmes cibles. Ces faibles affinités sont particulièrement le fait des 

petites molécules pour lesquelles des Kd de quelques centaines de nanomolaires (L-arginine, 17β-

estradiol, Moenomycine A 1582, vert de malachite, etc) voire supérieures au micromolaire (cocaine) 

sont souvent référencées. Cette différence entre petites et grosses molécules est notamment due à 

la différence de surface d’interaction avec la séquence d’aptamères qui rend la sélection 

d’oligonucléotides ayant une affinité très forte pour une petite molécule plus difficile. Quelques 

exemples de cibles pour lesquelles une séquence a été identifiée sont référencés dans le Tableau 2. 
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Tableau 2 : Exemple d’aptamères développés contre des cibles de différentes tailles et présentant des constantes de 
dissociation inférieures à 500 nmol.L-1 (exceptée la cocaine *) 

Cible 
Type 

d’aptamère 
Kd 

   

Petites molecules organiques (MW < 2000)   

L-Arginine ARN 330 nmol/L 

Cocaine ADN 5000 nmol/L* 

Cyanocobalamine (cofacteur) 1356 ARN 88 nmol/L 

Dichlofénac ADN 43 nmol/L 

Ethanolamine ADN 6-19 nmol/L 

17β-estradiole ADN 130 nmol/L 

Fuminosine B1 ADN 100 nmol/L 

Kanamycine A/B 484 ARN ≤ 300/180 nmol/L 

Lividomycine 777 ARN ≤ 300 nmol/L 

Vert de malachite ARN 118-800 nmol/L 

Moenomycine A 1582 ARN 300-400 nmol/L 

Neomycine 908 ARN ≈ 100 nmol/L 

Theophylline ARN 100 nmol/L 

Sulforhodamine B ADN 190 nmol/L 

Ochratoxine A ADN 50 nmol/L 

Oxytetracycline ADN 9-56 nmol/L 

Syalil Lewis X (carbohydrates) 820 ADN 0.085-10 nmol/L 

Tetracycline ADN 64 nmol/L 

Tobramycine 467 ARN 2-3 nmol/L 

Zearalenone ADN 41 nmol/L 
   

Peptides et protéines   

Thrombine bovine  ARN 164-240 nmol/L 

HIV-1 RT ADN 0.18-0.5 nmol/L 

Immunoglobuline E ADN 10 nmol/L 

Récepteur neurotensine NTS-1 (rat) ARN 0.37 nmol/L 

Oncostatine M ARN 7 nmol/L 

Proteine Prion (PrPc)  ARN 0.1-1.7 nmol/L 

Ricine ADN 58-100 nmol/L 

L-Selectine ADN 2 nmol/L 

Streptavidine ARN 7 nmol/L 

α-Thrombine ARN 1-4 nmol/L 

TTF-1 (Thyroid transcription factor 1)  ADN 3-32 nmol/L 

 

3.2.2.2 Immobilisation des aptamères 

Les oligoadsorbants sont préparés en liant l’aptamère à un support solide comme souvent 

décrit pour des applications en séparation chirale [140-143]. Cette étape d’immobilisation est un 

paramètre critique pour la mise au point d’OS. De la même façon que pour l’immobilisation 

d’anticorps,  le support doit être inerte chimiquement, avoir une bonne stabilité mécanique, être 

uniforme, et être facilement activable de façon à permettre l’immobilisation des aptamères. Il doit 
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également présenter une taille de pores importante, doit être hydrophile dans le but d’éviter les 

interactions non spécifiques et préserver l’activité des aptamères. Comme nous venons de le voir, les 

aptamères sont synthétisés chimiquement. Cette synthèse permet l’introduction de modifications 

aux extrémités 5’ et 3’ de l’oligonucléotide de manière à faciliter son immobilisation. Cette 

modification est choisie en fonction de la nature de la liaison à établir. Un bras espaceur peut être 

introduit dans le but de maintenir les propriétés de liaison de l’aptamère à sa cible lorsque celui-ci se 

retrouve immobilisé à la surface [144]. Ce bras espaceur peut consister en une chaîne n-alkyle en C6 

[145-151], en C12 [140, 146, 148], en tri-[142] ou tétra-éthylène glycol [152], en polyéthylène glycol 

[153] ou en hexaéthoxyglycol [154]. 

a Immobilisation non-covalente 

L’immobilisation d’aptamères a été largement réalisée pour développer des phases pour la 

chromatographie d’affinité et pour le développement de bioessais en utilisant une liaison non 

covalente de type biotine-streptavidine ou -avidine. Cette liaison, comme déjà évoqué pour les 

anticorps, est facile à établir sur des supports commerciaux activés à la streptavidine tels que le 

polystyrène, le verre ou des billes magnétiques. Ce type de ligand est connu pour maintenir 

efficacement la capacité de liaison de l’aptamère. L’immobilisation est simplement réalisée en 

mélangeant les aptamères biotinylés avec les supports activés streptavidine [131, 145, 148, 155] ou 

avidine [141, 156, 157] mais, tout comme pour les anticorps, cette approche non covalente présente 

un désavantage majeur en termes de réutilisation notamment lors d’une élution impliquant des 

solvants organiques [145]. La simple encapsulation des aptamères au sein d’une matrice preparée 

par voie sol-gel a été également étudiée pour le développement d’un OS sous forme de fibre, pour 

une utilisation en SPME, mais son potentiel s’est avéré être moins élevé que celui développé par une 

liaison covalente [158]. 

b Immobilisation covalente 

L’immobilisation covalente des aptamères sur différents types de supports activés est 

favorisée par la possibilité d’introduire différentes fonctions (amine, thiol, groupements 

carboxyliques,…) à l’extrémité de la séquence des aptamères au cours de leur préparation. Certains 

supports, largement utilisés pour l’immobilisation d’anticorps, ont déjà été utilisés. Parmi ceux-ci on 

peut référencer la sépharose activée CNBr [147, 148, 150] ou activée NHS [159] qui sont 

particulièrement bien adaptés aux procédures de SPE comme nous l’avons vu précédemment. Dans 

le cas de procédures d’extraction non plus basées sur la percolation de l’échantillon à travers le 

support mais consistant en l’incubation ou la mise en suspension de l’OS dans un volume donné 

d’échantillon, des approches impliquant le greffage d’aptamères sur des nanoparticules d’or [160], 

des nanotubes d’or [154], des billes magnétiques [131, 151] ou des nanoparticules magnétiques 

[161] ont été référencées. L’immobilisation covalente sur plaque de silice pour une utilisation directe 
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en MALDI [162, 163] ou à la surface de capillaires de silice [164] a également été décrite. Enfin, un 

monolithe à base de PGDMA-EGDMA et greffé avec des aptamères amino-modifiés via l’activation de 

groupements époxy a été synthétisé dans une colonne (10 x 4,6 mm d.i.) pour une utilisation directe 

en chromatographie de façon à purifier une protéine [149]. 

Au vu de l’ensemble des travaux déjà publiés, il est encore difficile à l’heure actuelle 

d’évaluer la meilleure approche pour l’immobilisation d’aptamères, qu’elle soit covalente ou non 

covalente. En effet, peu d’études ont été réalisées en SPE et il n’existe, à ce jour, que peu d’études 

comparatives [145]. 

3.2.2.3 Procédure d’oligoextraction 

De la même façon que pour les IS, les OS au format conventionnel sont généralement 

conditionnés entre deux frittés dans des cartouches ou colonnes pour pouvoir appliquer la procédure 

de SPE en différé déjà décrite en Figure 6 en page 34 pour les IS suivi de méthodes séparatives telles 

que la LC ou l’électrophorèse sur gel comme en témoigne le Tableau 3 qui recense les travaux publiés 

à ce jour et relatifs à l’extraction sur OS. La différence principale avec un IS réside dans le stockage de 

l’OS. En effet, les OS sont conservés à 4°C, tout comme les IS, mais dans une solution tampon dont la 

composition est, cette fois, proche du tampon utilisé lors de la procédure de sélection. Ce tampon 

est appelé tampon de liaison (BB, de l’anglais Binding Buffer).  

Comme il est visible dans ce tableau, l’extraction de composés à partir d’échantillons réels a 

également été réalisée en incubant une quantité donnée de particules d’OS dans un volume fini 

d’échantillon pendant 0,5 à 2h [151, 165]. Après ce temps d’incubation, les particules sont lavées par 

un solvant adapté puis introduites dans une solution permettant de rompre les interactions 

aptamère-analyte. Une procédure similaire a également été utilisée après immobilisation d’un 

aptamère sur une fibre de SPME avec des temps d’incubation de 40 minutes dans l’échantillon [158]. 

Enfin, un OS peut également être conditionné dans une colonne et être utilisé comme phase 

stationnaire en HPLC pour l’injection directe d’un échantillon complexe. Après percolation d’une 

phase mobile de faible force éluante jouant le rôle de solvant de lavage, la force éluante de la phase 

mobile a été augmentée drastiquement de façon à éluer la molécule cible qui peut être ensuite 

directement détectée [150].  

La grande sélectivité de l’oligoextraction a par ailleurs été exploitée pour l’analyse directe de 

l’éluat de l’OS par fluorescence [138] ou spectrométrie de masse [153, 166]. Ceci inclut aussi des 

approches MALDI pour les protéines [160, 162, 163, 167] sans aucune méthode de séparation en 

amont et avec élimination de la matrice MALDI avec une solution d’eau/acétonitrile [163] ou d’ACN 

pure [162] avant la réutilisation de la plaque MALDI sur laquelle les aptamères sont immobilisés.  

Enfin, il est à noter que, si des IS ont déjà été couplés en ligne avec la chromatographie 

liquide, aucune étude ne fait référence à l’heure actuelle à ce type de couplage dans le cas des OS. 



            71 

Tableau 3 : Applications d’oligoadsorbants dans des formats conventionnels 

Analyte cible 

Modification de 

l’aptamère 

/Espaceur 

Support Format Elution  Véch. 

Facteur 

de 

dilution 

Matrice 
Méthode 

analytique 
Ref. Année 

ATP SH/- AuNP Incubation Citrate, CTAB   Lysat cellulaire 

déprotéiné 

MALDI [137] 2010 

Adénosine COOH/- Sol-gel  Fibre de 

SPME  

MeOH/eau (1/1), 

ultrasons 

  Plasma humain LC/MS [158] 2013 

Cocaine NH2/C6 CNBr-Sépharose SPE(35 mg) Eau/ACN (4/6) 0.2 mL 2 Plasma humain LC/UV [147] 2009 

Cocaine/Adénosine SH/PEG Oxide de Graphène      Plasma MS [153] 2010 

Cocaine NH2, biotine/C6 

C12 

CNBr-Sépharose, thiol-

sépharose, 

Streptavidine-agarose, 

Glutaraldéhyde-Si,   

SPE(35 mg) Eau/ACN, (4/6) 0.1 mL 4 Sang post-

mortem (après 

PP) 

LC/MS [148] 2011 

Cocaine NH2/C6 CNBr-Sépharose Colonne 50 x 

8 mm d.i. 

 0,5 L  Eau potable  [150] 2011 

Dichlofénac NH2/C6 CNBr-Sépharose Colonne 50 x 

8 mm d.i. 

 2 L  Eau potable  [150] 2011 

17β-estradiol NH2/- NCS incubation 

(50 billes) 

EDTA, Urée, Tween 

20 

0.1 mL  Eau de rivière LC/UV [165] 2011 

Protéine His-tag 

(His6Tag) 

NH2/C6, C7 NH2-billes magnétiques incubation immidazole   Lysats de E Coli  SDS-PAGE [151] 2011 

Histones Biotine/ Billes d’agarose 

Streptavidine  

 NaCl   Lysat cellulaire SDS-PAGE [155] 2012 

IgE SH/- APTES-verre incubation aucune 1 µL 3 Sérum humain MALDI [163] 2006 

Lysozyme NH2/C6 monolithe PGDMA-co-

EGDMA  

Colonne 

10x4.6mm 

d.i. 

NaClO4 5 µL 4 Blanc d’oeuf de 

poule 

HPLC/UV [149] 2012 

Ochratoxine A -/- DADPA SPE (400µL)  EDTA, 20%MeOH 12 mL 4 Extrait de blé Fluorescence [138] 2008 

Ochratoxine A -/- DADPA SPE (300µL) MeOH/tampon 

(2/8) 

10 mL 4 Extrait de blé LC/Fluo [168] 2011 
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Analyte cible 

Modification de 

l’aptamère 

/Espaceur 

Support Format Elution  Véch. 

Facteur 

de 

dilution 

Matrice 
Méthode 

analytique 
Ref. Année 

Ochratoxine A NH2, biotine/C6 CNBr-Sépharose, 

Streptavidine-agarose 

SPE (35 mg) Eau/ACN (6/4) 1 ml aucune Vin rouge LC/Fluo [145] 2011 

Ochratoxine A NH2/C6, C12 CNBr-Sépharose SPE (35 mg) Eau/ACN (6/4) 1 mL 10 Extrait de blé LC/Fluo [146] 2013 

Ochratoxine A NH2/C6 NH2-MNS Incubation ACN/Eau (95/5)+ 

1% ac. acétique 

0.1 mL 4 Extrait de café LC/Fluo [161]  2011 

Ochratoxine A NH2/C6 NHS-sépharose SPE (200µL) MeOH 3 mL 10 Poudre de 

gingembre 

UHPLC/Fluo [159] 2014 

L-sélectine Biotine/- Résine Streptavidine-

polyacrylamide  

Colonne: 5 x 

0.5 mm d.i. 

EDTA   Cellule CHO  [157] 1999 

Tétracycline NH2/C6 CNBr-Sépharose SPE (35 mg) MeOH/eau (8/2)  

 

0.2 mL 3 Plasma (après 

PP) 

Urine 

ESI-IMS [166] 2013 

Thrombine SH/C6 AumNP Incubation Trypsine pour 

digestion directe  

 10 Sérum, sang Digestion/ 

MALDI 

[167] 2012 

Thrombine SH/- APTES-verre (surface 

MALDI) 

Incubation aucune   Plasma humain MALDI-TOF-

MS 

[169] 2004 

Thrombine SH/- APTES-capillaire de silice 

fondue dénudé 

Capillaire 47 

cm x 100 µm 

d.i. 

Urée, Tris, 50°C   Échantillon pur MALDI-TOF [164] 2006 

Thrombine HS/(EG)6 Au-nanotubes Incubation  0.1 mL  Plasma Electropho-

rèse sur gel  

[154] 2012 

TTF1 (Thyroid 

transcription factor 1) 

Biotine/- Streptavidine-billes 

magnétiques 

Incubation DNase 

Recombinante 

  Lysat bactérien Electropho-

rèse sur gel 

[131] 2003 

ACN: acetonitrile; ATP, adénosine triphosphate; cellule CHO : cellule ovarienne de hamster chinois; CTAB: bromure d’hexadécyltriméthylammonium ; DADPA: diaminodipropylamine; EG: 
éthoxyglycol; ESI-IMS : ionisation par électrospray – spectrométrie de mobilité ionique; MNS : nanosphère magnétique ; mNP : nanoparticules magnétiques; NCS: billes de silice-

isothiocyanate; NP: nanoparticules; PEG : polyéthylèneglycol; PP: précipitation de protéines; SH : Thiol; SPME: microextraction sur phase solide, TRF: fluorescence résolue en temps 



  
          
73 

a Nature de l’échantillon percolé 

Dans la plupart des cas, les conditions de percolation sont proches de la composition du 

tampon de liaison utilisé lors de la sélection de l’aptamère de manière à favoriser l’interaction entre 

les deux molécules. La liaison entre un aptamère et sa cible, qui est hautement dépendante de la 

conformation de l’aptamère, peut être dépendante de la présence de cations propres à chaque 

aptamère. L’effet de cations monovalents ou divalents sur la conformation des aptamères a ainsi été 

largement étudié. Nous avons notamment vu précédemment que les aptamères riches en guanosine 

pouvaient adopter une structure inter- et intramoléculaire en quadruplexe stabilisée par la présence 

de G-quartets qui sont favorisés par la présence d’ions K+ [167]. Il a été récemment décrit que le 

remplacement des ions magnésium par des ions calcium dans le tampon utilisé lors de la sélection de 

l’aptamère anti-OTA résulte en des constantes de dissociation plus faibles et donc en une affinité 

plus forte [138]. De plus, cette affinité n’est pas affectée significativement par la concentration 

d’autres ions (sodium ou potassium) tant que des ions magnésium ou calcium sont présents en 

solution. La force ionique a donc peu d’effet sur l’interaction entre l’OTA et son aptamère. Cet 

exemple illustre la nécessité d’étudier l’effet de différents cations de manière à déterminer les 

conditions optimales dans lesquelles la liaison de la cible à l’OS est la plus forte durant l’étape de 

percolation. D’autres paramètres tels que la température [143] ou le pH [170] peuvent aussi affecter 

la conformation des aptamères. L’échantillon peut ainsi être modifié avant percolation par simple 

dilution dans du tampon ou de l’eau. 

Les échantillons solides (sols, légumes, etc) sont usuellement extraits en utilisant des solvants 

organiques ou des mélanges hydro-organiques. Cependant la percolation d’un extrait contenant une 

forte teneur en solvant organique peut grandement affecter la rétention de l’analyte par l’aptamère. 

En effet, il a été décrit, dans le cas du vert de malachite, que l’utilisation d’un pourcentage de 

méthanol supérieur à 2% réduit fortement la stabilité du complexe aptamère-cible [170]. Ce n’est en 

revanche pas le cas pour l’OS préparé avec un aptamère anti-OTA qui a pu être utilisé pour des 

extraits contenant de 10% [161] à 15% de méthanol [168]. Dans la plupart des cas, les extraits 

contenant une phase organique sont évaporés pour éliminer le solvant organique pouvant affecter 

l’affinité analyte-aptamère ou dilués dans l’eau ou un tampon aqueux [138, 159, 161, 168]. Cette 

étape de dilution est aussi réalisée de manière à diminuer la viscosité de certaines matrices avant 

leur percolation au travers de l’OS [149, 167] ou pour limiter la proportion de solvant organique 

après une étape de précipitation de protéines dans le cas des fluides biologiques [148, 166]. Cette 

approche par dilution est plus facile à mettre en œuvre mais le volume percolé doit tout de même 

être limité à cause des pertes d’analyte pouvant survenir par dépassement du volume de fin de 

fixation. Or, le risque est de ne percoler qu’une fraction de l’extrait et de diminuer les performances 

de la méthode en termes de sensibilité. 
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b Conditions d’élution 

Tout comme pour les anticorps, l’étape d’élution doit idéalement rompre efficacement, à 

savoir par un volume de solvant réduit, les interactions aptamère-analyte sans affecter 

drastiquement les aptamères immobilisés. Comme indiqué dans le Tableau 3, différentes approches 

sont possibles de manière à éluer les analytes : des solvants organiques (ACN, MeOH, etc), des 

agents chaotropes tels que NaClO4, des agents dénaturants tels que l’urée ou le chlorure de 

guanidinium, des complexants tels que l’EDTA, une élévation de la température, des variations de pH 

ou des mélanges hydro-organiques. Ces conditions dépendent fortement de la nature de l’analyte, 

de l’aptamère et du mode de greffage. Par exemple, une fraction d’élution composée de 60% 

d’acétonitrile a pu être percolée au travers d’un OS constitué d’aptamères spécifiques de la cocaine 

liés au support par approche covalente alors qu’un pourcentage de seulement 10% d’acétonitrile 

peut être utilisé lorsque le même aptamère est lié au support via une interaction non covalente de 

type biotine/streptavidine. Dans ce dernier cas, une élévation de la température jusqu’à 60°C a été 

utilisée pour accroître la force éluante de cette solution et compenser la faible teneur en acétonitrile 

[148]. De plus, pour les aptamères sélectionnés dans des tampons ne contenant pas d’ions divalents, 

la structure tridimensionnelle des aptamères n’est pas dépendante d’un ion divalent. Ainsi, l’élution 

au moyen d’agents tels que l’EDTA n’est pas possible [151].  

c Contrôle de la sélectivité de la procédure d’extraction 

De façon similaire aux IS, des interactions non spécifiques peuvent survenir entre l’analyte ou 

certains composés de la matrice et le support solide. De ce fait, des supports non greffés [150, 155, 

159], des supports greffés avec des aptamères non spécifiques de l’analyte considéré [146] ou des 

supports greffés avec des aptamères dont la séquence est mélangée, i.e contenant les mêmes 

nucléotides mais dans un ordre aléatoire empêchant ainsi la formation d’un complexe spécifique de 

l’analyte cible [146, 148, 157, 158, 161-165], peuvent être utilisés pour étudier la sélectivité de l’OS. 

Ce type d’études donne une indication sur la contribution des interactions non-spécifiques au cours 

de la procédure d’extraction et indique si ces dernières sont dues au support, aux nucléotides 

composant la séquence, au bras espaceur ou aux groupements de couplage. L’utilisation de ces 

supports de contrôle est aussi utile pour optimiser l’étape de lavage et ensuite obtenir une sélectivité 

optimale [29, 148, 151, 158, 166] même lorsque l’approche suivie consiste en une incubation des 

particules d’OS avec l’échantillon puis immersion dans une solution de lavage [161]. Un exemple 

d’optimisation d’une procédure de lavage est présenté en Figure 20. La comparaison des 

histogrammes correspondant à l’utilisation de nanosphères sans aptamères, de nanosphères 

greffées avec des aptamères anti-OTA et de nanosphères greffées avec une séquence mélangée 

montre que deux étapes de lavage sont nécessaires pour éliminer l’OTA des nanosphères 
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« contrôles » tandis que 90% de la quantité initiale d’OTA est toujours retenue sur les 

greffées avec l’aptamère spécifique de l’OTA.

Figure 20 : Profil d’extraction de l’ochratoxine A 
magnétiques (MNS) greffées avec des aptamère

greffées (blanc). Lavage (L): 250 µl de Tris

Enfin, l’évaluation de la sélectivité peut 

d’analogues structuraux de l’analyte cible tels que la prothrombine dans le

ou de composés susceptibles d’être

3.2.2.4 Potenti

a Capacité et densité d’immobilisation

De façon similaire à l’imm

support peut être déterminée en analysant le surnageant 

utilisant l’électrophorèse sur gel d’acrylamide 

chromatographie liquide de paires d’ions couplée à une détection UV 

possible surestimation du nombre d

l’étape d’immobilisation ne sont pas 

quantité d’aptamères restante d

la cinétique d’immobilisation. 

aptamères anti-his-tag sur des billes magnétiques

quantité d’aptamères greffés après différents temps d’immobilisation

Comme il est visible en Figure 21

premières heures d’incubation et atteint un

liés par mg de billes magnétiques

protéine his-tag liée a ensuite été déterminée par incubation de

(Figure 21-B). Comme attendu, la quantité de protéine

d’immobilisation des aptamères augmente (et donc la densité de greffage) pour atteindre u
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tandis que 90% de la quantité initiale d’OTA est toujours retenue sur les 

greffées avec l’aptamère spécifique de l’OTA.  

: Profil d’extraction de l’ochratoxine A (OTA) à partir d’un échantillon dopé (200 µg/kg d’OTA) sur des nanosphères 
magnétiques (MNS) greffées avec des aptamères, sur des MNS greffées avec un aptamère mélangé et sur des MNS non 

: 250 µl de Tris–HCl; Elution (E): 250 µl eau/acétonitrile (5:95 (v/v)).

nfin, l’évaluation de la sélectivité peut être réalisée en contrôlant l’absence

d’analogues structuraux de l’analyte cible tels que la prothrombine dans le cas de la thrombine 

usceptibles d’être présents dans les matrices étudiées [138, 155

Potentiel des Oligoadsorbants 

Capacité et densité d’immobilisation 

De façon similaire à l’immobilisation d’anticorps, la densité de greffage des aptamères sur 

en analysant le surnageant résultant de la solution d’immobilisation

utilisant l’électrophorèse sur gel d’acrylamide [138], une détection UV [

chromatographie liquide de paires d’ions couplée à une détection UV [148], ce qui

nombre d’aptamères immobilisés si les étapes de lavages 

ne sont pas prises en compte dans cette mesure. La détermination de 

quantité d’aptamères restante dans le surnageant peut être tout du moins intéressant

. Par exemple, le temps nécessaire à l’immobilisation 

tag sur des billes magnétiques amino-modifiées a été optimisé

quantité d’aptamères greffés après différents temps d’immobilisation allant de 10 min à 22 h. 

21-A, la quantité d’aptamères immobilisés augmente au cours des trois 

premières heures d’incubation et atteint un plateau à une valeur d’environ 800 pmol d’a

liés par mg de billes magnétiques quel que soit l’aptamère étudié (6H7 ou 6H5)

a ensuite été déterminée par incubation de cette dernière avec les billes 

. Comme attendu, la quantité de protéines fixées augmente lorsque le temps 

d’immobilisation des aptamères augmente (et donc la densité de greffage) pour atteindre u
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tandis que 90% de la quantité initiale d’OTA est toujours retenue sur les nanosphères 

 
(OTA) à partir d’un échantillon dopé (200 µg/kg d’OTA) sur des nanosphères 

s, sur des MNS greffées avec un aptamère mélangé et sur des MNS non 
: 250 µl eau/acétonitrile (5:95 (v/v)). Adapté de [161]. 

l’absence de rétention 

cas de la thrombine [162] 

155, 163-165, 167]. 

la densité de greffage des aptamères sur un 

résultant de la solution d’immobilisation en 

[152, 157] voire la 

, ce qui conduit à une 

lavages ultérieures à 

. La détermination de la 

intéressante pour étudier 

immobilisation de deux 

modifiées a été optimisé en évaluant la 

allant de 10 min à 22 h. 

quantité d’aptamères immobilisés augmente au cours des trois 

plateau à une valeur d’environ 800 pmol d’aptamères 

[151]. La quantité de 

cette dernière avec les billes d’OS 

augmente lorsque le temps 

d’immobilisation des aptamères augmente (et donc la densité de greffage) pour atteindre un plateau 
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après approximativement 2h d’immobilisation. 

l’évolution de la densité d’immobilisation après 3h d’incubation peut s’expliquer

par une gêne stérique plus importante 

l’appariement d’aptamères proches

Ainsi, comme nous l’avons vu 

optimale d’aptamères pouvant se lier à un support, 

d’aptamères actifs et la quantité d’aptamères utilisée dans la solution de greffage.

cette même étude, Kökpinar et al

supérieures à 1 mg/mL lors de l’immobilisation 

protéine cible liée à un OS, i.e. de la capacité

au LSABM [146] en immobilisant des quantités croissantes d’aptamères anti

constante de sépharose activée CNBr. Le greffage de 150, 450 et 600 µg d’aptamères sur 35 m

sépharose résulte en des valeurs de capacité de 

efficacité de greffage diminuant de 37 à 14% illustrant ainsi l’effet de la gêne stérique qui conduit à 

une quantité maximale d’aptamères pouvant être greffée sur une phase solide avec une efficacité de 

greffage acceptable [146]. Dans l

déterminer ce paramètre. 

Figure 21 : Optimisation de l’immobilisation d’aptamères anti
fonction du temps d’incubation B: Quantité de

chlorure cyanurique avec les billes magnétiques
utilisée lors de l’étape d’immobilisation. Les barres d’erreur représentent 
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après approximativement 2h d’immobilisation. La différence entre l’évolution de la capacité et 

l’évolution de la densité d’immobilisation après 3h d’incubation peut s’expliquer

plus importante lorsque la densité de greffage devient trop élevée ou bien par 

l’appariement d’aptamères proches, ce qui interfère ainsi avec un repliement optimal des aptamères. 

omme nous l’avons vu pour le greffage des anticorps, il existe également 

d’aptamères pouvant se lier à un support, i.e. un ratio optimal entre la quantité 

d’aptamères actifs et la quantité d’aptamères utilisée dans la solution de greffage.

et al ont également montré que des concentration

lors de l’immobilisation n’entraînent pas un accroissement de la quan

de la capacité (Figure 21-C). Des résultats similaires ont été obte

en immobilisant des quantités croissantes d’aptamères anti-OTA

épharose activée CNBr. Le greffage de 150, 450 et 600 µg d’aptamères sur 35 m

épharose résulte en des valeurs de capacité de 24, 28 et 38 nmol/g respectivement avec une 

efficacité de greffage diminuant de 37 à 14% illustrant ainsi l’effet de la gêne stérique qui conduit à 

une quantité maximale d’aptamères pouvant être greffée sur une phase solide avec une efficacité de 

. Dans le but de limiter le coût des OS, il semble 

 
Optimisation de l’immobilisation d’aptamères anti-His-Tag 6H5 et 6H7. A: Densité d’aptam

Quantité de protéine éluée en fonction du temps d’incubation 
chlorure cyanurique avec les billes magnétiques. C: Quantité de protéine éluée en fonction de la concentration en aptamères 

. Les barres d’erreur représentent l’écart-type relatif de 3 expériences indépendantes.
Adapté de [151]. 

 

entre l’évolution de la capacité et 

l’évolution de la densité d’immobilisation après 3h d’incubation peut s’expliquer, selon les auteurs, 

densité de greffage devient trop élevée ou bien par 

ainsi avec un repliement optimal des aptamères.  

également une quantité 

un ratio optimal entre la quantité 

d’aptamères actifs et la quantité d’aptamères utilisée dans la solution de greffage. Toujours dans 

es concentrations d’aptamères 

n’entraînent pas un accroissement de la quantité de 

résultats similaires ont été obtenus 

OTA sur une quantité 

épharose activée CNBr. Le greffage de 150, 450 et 600 µg d’aptamères sur 35 mg de 

24, 28 et 38 nmol/g respectivement avec une 

efficacité de greffage diminuant de 37 à 14% illustrant ainsi l’effet de la gêne stérique qui conduit à 

une quantité maximale d’aptamères pouvant être greffée sur une phase solide avec une efficacité de 

, il semble donc approprié de 

ptamères immobilisés en 
du temps d’incubation des aptamères activés 

de la concentration en aptamères 
de 3 expériences indépendantes. 
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La capacité réelle d’OS utilisés en SPE a été déterminée en mesurant la quantité d’analyte 

retenu en fonction de la concentration d’analyte dans l’échantillon percolé et en analysant  la 

quantité d’analyte présente dans la fraction d’élution après des procédures d’oligoextraction [145-

148, 150]. Dans ce cas, la capacité dépend du volume percolé. Ce volume doit être similaire au 

volume d’échantillons réels percolé puisque ce volume a un effet direct sur le rendement 

d’extraction [150]. Définir la capacité d’un OS en appliquant la procédure d’extraction qui sera 

appliquée pour des échantillons réels permet de définir la limite haute de concentrations pour 

lesquelles des extractions quantitatives pourront être réalisées.  

Des valeurs de capacité déterminées pour plusieurs oligoadsorbants et par différentes 

méthodes (pas toujours bien décrites) sont reportées dans le Tableau 4.  

Tableau 4 : Valeurs de capacité d’oligoadsorbants et rendements d’immobilisation d’aptamères. 

Cible Capacité Support / espaceur 
Type de 

liaison 

Rendement 

de greffage 
Ref. 

Protéine His-

Tag 

263 pmol/mg Billes magnétiques/ C6 

aptamère 

Covalente 24% [151] 

Cocaine 69 nmol/g (sec) 

12 nmol/g (mouillé) a 

Sépharose/ C6 aptamère Covalente 19,3% [147] 

Cocaine 6.3 nmol/g (mouillé)c Sépharose/biotine-aptamère Non-covalente 24% [148] 

 14.65 nmol/g a Sépharose/ C6 aptamère Covalente 25% [148] 

Ochratoxine A 16 nmol/g (mouillé) Sépharose/ C6 aptamère Covalente 22-27% [146] 

 24 nmol/g(mouillé) Sépharose/ C12 aptamère Covalente 37% [146] 

Ochratoxine A 19 nmol/g (mouillé) Sépharose/ C12 aptamère Covalente 29% [145] 

 8.9 nmol/g (mouillé) Sépharose/biotine-aptamère Non-covalente 25% [145] 

Dichlofénac 9.3 mg/ g aptamèresb Sépharose/ C6 aptamère Covalente  [150] 

Cocaine 21.6 mg/ g aptamèresb Sépharose/ C6 aptamère Covalente  [150] 
a :Valeur calculée en considérant que 35 mg de sépharose sèche est équivalente à 200 mg de support mouillé [146, 148]; b: 
quantité d’aptamères en solution avant greffage; c: valeur calculée en considérant que 300 µL de streptavidine-sépharose 
est équivalent à 360 mg de support mouillé [146, 148]. 

Pour les analytes cibles de faible poids moléculaire, ces valeurs sont relativement homogènes 

(bien qu’issues de groupes de recherche différents) et sont dans l’intervalle 6,3 à 24 nmol/g d’OS. Ces 

valeurs sont très proches de celles obtenues avec des immunoadsorbants (de 4 à 93,6 nmol/g de 

support, e.g., des immunoadsorbants spécifiques de pesticides)[171]. Concernant les rendements de 

greffage, ceux-ci se situent entre 19 et 37%. Lors de l’étude de l’immobilisation de l’aptamère anti-

OTA sur des particules de sépharose activée CNBr, une capacité plus élevée a été obtenue en 

utilisant des aptamères greffés en utilisant un bras espaceur C12 plutôt qu’en utilisant un bras 

espaceur C6 [146]. Ce point est illustré en Figure 22. 

Une capacité de 24 nmol/g au lieu de 16 nmol/g a été obtenue en remplaçant un bras en C6 

par un bras en C12. Les résultats reportés en Figure 22 montrent aussi que l’immobilisation d’un 

aptamère par son extrémité 3’ ou 5’ conduit à la même valeur de capacité, indiquant ainsi que 

l’extrémité de la chaîne utilisé n’a pas d’effet sur le ratio d’aptamères anti-OTA actifs. Dans cet 
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exemple, les parties linéaires correspondant au plateau des courbes de capacité ont une pente 

similaire à la pente de la courbe obtenue avec le support contrôle. Cette valeur correspond à la 

contribution des interactions non spécifiques dans le mécanisme de rétenti

1,8% dans ce cas, et montre également qu’un bras en C12 ne génère pas plus d’interaction 

spécifique qu’un bras en C6 malgré sa plus grande hydrophobie.

Figure 22 : Courbes de capacité obtenues pour l’Oc
un OS préparé avec des aptamères 5’-
(A5’C12) ainsi que sur un support contrôle
fraction d’élution. Procédure d’extraction
v/v) à 4°C ; élution 1 mL BB/MeCN (60/40, v/v). 
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les rendements d’extraction dépendent de l’affinité de l’analyte cible pour l’OS, 
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pour différents analytes cibles [138
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c Réactivité croisée 

Les OS diffèrent beaucoup des IS par rapport à leur capacité à retenir des analogues 

structuraux de l’analyte. Si les anticorps présentent souvent une réactivité croisée assez grande pour 

les petites molécules, permettant ainsi le piégeage d’un groupe d’analogues structuraux comme 

nous l’avons vu en partie 3.2.1.4.c, la capacité des aptamères à retenir des analogues structuraux est 

faible. Par exemple, il a été démontré que les aptamères spécifiques du vert de malachite ne 

présentent aucune affinité  pour le vert de leucomalachite [170]. Des comportements similaires ont 

été observés pour les aptamères dirigés contre l’OTA qui présentent 100 fois moins d’affinité pour 

l’ochratoxine B que pour l’OTA, une différence de l’ordre d’un facteur 3 étant seulement observée 

pour les anticorps monoclonaux anti-OTA [138]. De la même façon, aucune rétention de 

l’hydroxyquinone, métabolite de l’OTA, n’a été observée sur un OS anti-OTA [146]. Cette forte 

spécificité des aptamères est le résultat du procédé SELEX qui permet de sélectionner une séquence 

ayant un enchaînement unique de nucléotides très spécifique de la cible. La moindre mutation dans 

la séquence entraîne d’ailleurs une perte de rétention comme observé dans le cas de l’aptamère de 

cocaine au LSABM [148].  

La possibilité de retenir puis de séparer plusieurs analogues structuraux, i.e. l’adénosine 

cyclique monophosphate, l’adénosine β-nicotinamide dinucléotide, l’adénosine et l’adénosine mono-

, di- et tri- phosphate, a néanmoins été démontrée avec un aptamère spécifique de l’adénosine 

immobilisé sur des particules pour réaliser des séparations en HPLC [172]. Cette séparation est 

forcément basée sur la différence d’affinité de cet aptamère vis-à-vis des différents analogues dans 

un milieu donné, i.e. le contenu ionique de la phase mobile dont une faible modification peut 

sévèrement affecter la rétention des analytes les moins retenus [172]. En extraction, les conditions 

optimales conduisant aux rendements les plus élevés sont souvent définies pour l’analyte cible et 

peuvent ne pas convenir aux analogues lorsque l’affinité correspondante de l’aptamère est beaucoup 

plus faible que pour la cible. 

 Une autre équipe a, quant à elle, montré que l’aptamère spécifique de la théophylline ne 

présente aucune affinité pour la caféine bien que ces deux molécules ne diffèrent que par un 

groupement méthyle [173]. Dans ce cas, le procédé SELEX avait été appliqué de façon à éliminer les 

oligonucléotides pouvant présenter une affinité pour la caféine. La procédure SELEX peut aussi être 

adaptée de manière à sélectionner les aptamères montrant une affinité pour les différentes cibles en 

les utilisant alternativement au cours de la sélection. Ceci montre les possibilités offertes par la 

technologie SELEX en termes de contrôle de la spécificité des aptamères ce qui ne peut pas être 

réalisé avec les anticorps. Enfin, il est intéressant de mentionner que pour piéger simultanément 

deux molécules différentes deux aptamères ont été greffés sur le même support pour le piégeage de 

la cocaine et du dichlorofénac dans l’eau, le volume étant adapté à l’aptamère de plus faible affinité 

[150]. 
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3.2.2.5 Apport en sélectivité des oligoadsorbants 

Grâce au fort pouvoir purifiant des OS, ces derniers ont été récemment appliqués à 

l’extraction d’un grand nombre de composés de matrices complexes. Ils ont été l’objet d’un fort 

engouement ces dernières années comme en témoigne le Tableau 3 qui met évidence que 16 

publications sur les 25 référencées ont été publiées de 2011 à 2014, i.e. au cours des trois années de 

ce projet de thèse. 

a Oligoadsorbants appliqués aux petites molécules 

Récemment, une dizaine de travaux relatifs au développement d’OS appliqués à l’analyse de 

traces d’analytes de petite taille dans différents types d’échantillons ont été publiés. L’adénosine et 

la cocaine ont été extraites du plasma humain [147, 153, 158] après une simple étape de dilution 

avec du BB [147]. Une première étape de précipitation de protéines a été effectuée avant 

l’oligoextraction de la tetracycline du plasma [166]. La cocaine et le dichlofénac ont été extraits à 

partir de volumes importants d’eau potable (> 0,5 L) sur un OS préparé avec les deux aptamères 

correspondants. Enfin, le composé le plus étudié reste l’ochratoxine A (OTA) qui a été extraite de 

différentes matrices telles que des extraits de blé [138, 146, 168], de café [161], d’extraits de poudre 

de gingembre [159] mais aussi de vin rouge [145], engouement qui s’explique par une constante de 

dissociation Kd favorable mais aussi des besoins de sélectivité évident pour le domaine de l’analyse 

alimentaire. 

 Le couplage directe d’OS avec des systèmes de détection tels que la fluorescence et la 

spectrométrie de masse constitue une réelle démonstration de la capacité d’un OS en termes de 

sélectivité malgré la spécificité déjà apportée par ces détecteurs. Néanmoins, la spécificité de ces 

détecteurs n’est pas toujours suffisante. En effet, la sélectivité apportée par un aptamère spécifique 

de la cocaine a été démontrée pour la détection de cette même molécule dans du sang post-mortem 

[148] par l’élimination d’une co-élution en LC/MS d’un composé interférent avec la cocaine donnant 

un signal au même ratio m/z que la cocaine et que le spectromètre de masse (simple quadrupôle) 

seul ne permettait donc pas de quantifier avec fiabilité. 

 Pour évaluer la performance des OS pour le traitement d’échantillons réels, différentes 

approches ont été utilisées. Premièrement, l’extraction d’OTA à partir de matrices de référence 

(extraits de blé contaminés) a souvent été décrite. Ces échantillons de référence ont été traités en 

utilisant des OSs conditionnés au format cartouche de SPE [138, 146] ou après incubation de 

nanosphères greffées par des aptamères dans l’échantillon [161] démontrant que le format 

d’extraction ne joue pas sur la performance du support. Les chromatogrammes obtenus avant et 

après purification de l’OTA à partir d’une matrice de référence contaminée (B-myc0880) sont 

présentés en Figure 23.  
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Figure 23 : Chromatogrammes résultant de l’analyse (a) d’une injection directe d’une matrice de référence contaminée (B-

myc0880) contenant 2,7 ± 1 ng d’OTA par gramme de blé diluée dix fois avec le tampon de liaison et (b) d’une fraction 
d’élution après purification du même échantillon sur l’OS anti-OTA. Adapté de [146]. 

 

La comparaison des deux chromatogrammes met clairement en lumière la sélectivité 

apportée par l’OS qui permet l’élimination de la plus grande partie du pic très intense correspondant 

aux composés interférents. Néanmoins, la façon la plus commune d’évaluer l’OS développé est basée 

sur la comparaison de la performance de l’OS à la performance d’un support conventionnel 

d’extraction tel que de la silice greffée C18 [145, 161] ou d’un immunoadsorbant [145, 159] pour 

l’extraction de l’OTA des différentes matrices préalablement citées. Il a également été vérifié que les 

rendements étaient les mêmes en dopant diverses matrices tels que des poudres de gingembre avec 

l’OTA à différentes concentrations [159]. Des rendements similaires d’OTA dans la gamme 67-91% 

avec des C.V de 2 à 8% (n = 5) ont été obtenus pour des céréales, de la farine de blé ou du café [161]. 

En conclusion, tout ceci montre la fiabilité des aptamères appliqués à l’analyse de contaminants dans 

des milieux réels. 

b Oligoadsorbants appliqués aux protéines 

La première méthode d’oligoextraction décrite dans la littérature est liée à la purification de 

la L-sélectine à partir de cellules ovariennes de hamster chinois [157]. L’échantillon a été injecté sur 

un OS au format colonne. Après application d’une phase mobile consistant en un tampon de faible 

force éluante, servant ainsi d’étape de lavage, de façon à éliminer les composés interférents de la 

matrice, la force éluante a été drastiquement augmentée pour éluer la L-sélectine. Tel qu’illustré 

dans le Tableau 3, les autres applications concernent principalement la thrombine, autre molécule 

modèle, qui a été extraite de sérum, plasma ou sang et ensuite analysée par MALDI-MS [162, 167] ou 

par électrophorèse sur gel [154]. Pour une analyse MALDI, la trypsine a été directement mise en 

contact avec des nanoparticules d’or greffées avec des aptamères pour digestion/élution directe de 

la thrombine avant MALDI [167] ou des aptamères ont été directement immobilisés à la surface 

d’une plaque MALDI pour la détection directe de la thrombine [162]. Un lysat bactérien a également 

été traité sur un OS pour le piégeage sélectif du premier facteur de transcription thyroïdien (TTF1), 

l’étape d’élution étant réalisée en introduisant la DNase recombinante pour ce support à usage 

unique [131]. 
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L’aspect quantitatif de l’oligoextraction appliqué aux protéines est moins décrit que pour les 

petites molécules. Ceci peut s’expliquer par les méthodes analytiques utilisées pour l’analyse des 

molécules cibles (électrophorèse sur gel, MALDI-MS, etc). Le contrôle des interactions non-

spécifiques a été également moins décrit que pour les petites molécules. Néanmoins, ce contrôle a 

tout de même été réalisé pour un OS spécifique de l’histone [155] : aucune rétention de l’histone n’a 

ainsi été observée sur un blanc et d’autres protéines se sont avérées ne pas être retenues sur l’OS. Le 

potentiel d’une telle approche a d’ailleurs également été comparé au potentiel de support d’IMAC 

classique pour des protéines His-tag [151]. Les performances de l’OS se sont avérées être similaires à 

ce type de support. Une approche similaire a été décrite pour un OS spécifique d’un IgE et pour un 

OS spécifique de la thrombine en étudiant leur rétention sur un support greffé par des séquences 

mélangées et en contrôlant qu’aucune rétention ne se produisait pour l’albumine [162, 163]. 

3.2.2.6 Régénération et réutilisation 

Du point de vue de la régénération, les aptamères ont pour principal avantage par rapport 

aux anticorps de pouvoir être régénérés en quelques minutes alors que les anticorps requièrent plus 

de 12h [159] voire un à deux jours pour recouvrer leur conformation active après dénaturation. La 

limitation première des aptamères (principalement les aptamères en série ARN) est leur sensibilité à 

la nucléase, ce qui est particulièrement critique pour des applications ex-vivo et in-vivo. Cependant, il 

a été montré que leur stabilité peut être améliorée grâce à des modifications chimiques [120]. 

La réutilisation d’un OS est grandement dépendante de la régénération de l’aptamère mais 

aussi de la stabilité chimique du support et de la liaison de l’aptamère au support. Une détérioration 

peut se produire par application d’une pression externe trop importante ou par gonflement du 

support avec différents solvants. Ces deux derniers points peuvent être contournés par un choix de 

support approprié. L’étape la plus critique est la dissociation du complexe aptamère-analyte, qui est 

induite par un changement de solvant durant l’étape d’élution ce qui peut endommager la liaison de 

l’aptamère avec le support solide lorsqu’une immobilisation non-covalente a été choisie. Si des 

aptamères biotinylés immobilisés sur des billes en verre poreux recouvertes de streptavidine ont été 

utilisés sur plus de 200 injections en chromatographie d’affinité [156], un manque de stabilité de 

cette liaison non-covalente a en effet été observé après percolation d’échantillons de vin contenant 

un fort pourcentage d’éthanol altérant l’OS qui n’a pu ensuite être réutilisé en raison d’une perte de 

capacité [145]. 

Pour évaluer la stabilité d’un OS anti-cocaine, des échantillons d’eau pure dopés avec 

l’analyte cible ont été percolés avant et après extraction d’échantillons de plasma. Les mêmes 

rendements ont été obtenus pour les échantillons d’eau pure dopée démontrant ainsi qu’il était 

possible de réutiliser l’OS après son application à des échantillons réels [147]. La stabilité de cet OS 

anti-cocaine a également été démontrée après la percolation de trois échantillons de plasma. De la 
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même façon, une fibre SPME sur laquelle des aptamères ont été immobilisés s’est avérée être stable 

après 20 extractions d’échantillons de plasma [174]. Pour ce qui est des échantillons alimentaires, 

plus de 25 extractions incluant 15 extraits de blé ont été réalisées sur le même OS sans observer 

aucune perte de rétention [146]. Il a également été montré qu’un OS peut être conservé 30 jours 

[150] voire des mois [167] avant d’être réutilisé. Bien sûr cette stabilité dépend du nombre 

d’échantillons appliqués pour une période donnée.  

3.2.3 Conclusions 

L’analyse de traces dans les milieux complexes nécessite généralement une étape de 

préparation de l’échantillon de manière à préconcentrer les composés d’intérêt et éliminer la 

matrice avant de procéder à l’étape de séparation et de détection. La SPE est la méthode la plus 

courante de traitement de l’échantillon. Cependant, si le but est de rechercher un composé unique 

voire une famille de composés de structure très proche, les supports conventionnels basés sur des 

mécanismes de rétention peu spécifiques sont peu appropriés puisqu’ils conduisent à l’extraction de 

nombreux composés interférents. Il est alors nécessaire de jouer sur l’étape de séparation 

chromatographique de manière à éviter des problèmes de quantification liés aux co-élutions avec 

des éléments interférents ou aux effets de matrice pouvant affecter la réponse des détecteurs tels 

que les spectrométres de masse.  

Une alternative consiste à utiliser des outils très sélectifs. Parmi ceux-ci, des supports basés 

sur des mécanismes de reconnaissance moléculaire et mettant notamment en jeu des biomolécules 

ont été développés : les immunoadsorbants basés sur l’immobilisation d’anticorps et les 

oligoadsorbants basés sur l’immobilisation d’aptamères. Aujourd’hui, ces deux supports peuvent être 

vu comme complémentaires du fait des avantages et inconvénients de chacune des deux 

biomolécules. Les grandes caractéristiques de chacune d’entre elles et qui ont été décrites dans ce 

chapitre sont résumées et comparées dans le Tableau 5.  

Tableau 5 : Comparaison des propriétés des anticorps et des aptamères 

 Anticorps (Immunoadsorbant) Aptamères (Oligoadsorbant) 

Sélection 
In vivo, nécessite l’utilisation d’animaux ou 

lignées cellulaires 
In vitro, voie chimique 

Production 
Peut s’avérer laborieuse, coûteuse et peut 

résulter en des variations inter-lots 

Synthèse rapide et précise, avec une forte 
reproductibilité, peu de variations inter-

lots 

Affinité 
Affinité pour la cible extrêmement élevée, 

constante de dissociation extrêmement 
faible : KD ≈ nM 

Affinité pour la cible variable selon les 
aptamères considérés, constante de 

dissociation faible à élevée selon la cible : 
KD ≈ nM au mM 

Limitations liées à 
la molécule cible 

Production difficile pour des molécules 
faiblement immunogéniques et des 

molécules extrêmement toxiques pour 
l’organisme 

Aucune limitation à priori 
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 Anticorps (Immunoadsorbant) Aptamères (Oligoadsorbant) 

Modifications 
chimiques 

Marquage des anticorps pouvant conduire 
à une perte d’affinité 

Fonctionnalisation facile 

Stabilité 
Durée de conservation longue 

Régénération longue 
Durée de conservation longue 

Régénération rapide 

Conditions 
d’utilisation 

La liaison de l’anticorps à son antigène 
s’effectue dans des conditions 

physiologiques ou dans des conditions 
proches 

La synthèse de l’aptamère peut être 
contrôlée de manière à favoriser la liaison 

de l’aptamère à sa cible dans des 
conditions extrêmes mais effet de certains 

agents à contrôler 

Poids moléculaire Poids moléculaire élevé (≈ 150 kDa) Poids moléculaire moyen (≈ 10-26 kDa) 

  

Le haut degré de purification permis par ces supports à base de biomolécules limite 

fortement les co-extractions ce qui permet d’utiliser des méthodes conduisant à un pouvoir séparatif 

plus limité ainsi que des détecteurs moins spécifiques et donc souvent moins onéreux. Aujourd’hui, 

de nombreuses études se focalisent notamment sur la miniaturisation des systèmes séparatifs 

couplés à des modes de détection simples et facilement transportables. Les dimensions réduites de 

ces systèmes entraînent de plus une perte en pouvoir séparatif. Un bon moyen de contre-carrer ces 

limitations est ainsi d’intégrer une étape d’extraction sélective dans les systèmes miniaturisés de 

manière à procéder à une purification des échantillons avant analyse. 

4 Miniaturisation des outils analytiques 

La miniaturisation des systèmes analytiques, appelés µTAS (Micro Total Analysis Systems), est 

aujourd’hui d’un grand intérêt. Elle répond tout d’abord à la volonté de développer des systèmes 

portatifs intégrant les étapes d’extraction, séparation et détection et rendant envisageables des 

analyses de terrain, mais elle répond aussi aux besoins des laboratoires en termes de réduction des 

coûts et de volumes d’échantillon requis lors des analyses conventionnelles, notamment par 

l’utilisation de la nanochromatographie. Même si le volume injecté et l’efficacité diminuent,  la 

détectabilité d’un composé est inversement proportionnelle au carré du diamètre des colonnes de 

séparation. De ce fait, une sensibilité élevée peut être atteinte avec ces systèmes d’autant plus si une 

étape de SPE sélective, qui permet une purification et une préconcentration importante, y est 

intégrée. Sans étape de préconcentration, l’utilisation d’un détecteur très sensible reste nécessaire 

afin d’atteindre les limites de détection généralement recherchées.  

La détection UV peut être envisagée pour sa quasi-universalité mais malheureusement ce 

type de détection souffre d’un manque de sensibilité en raison de la réduction du trajet optique. Un 

détecteur par fluorescence peut également être envisagé mais seule une minorité de molécules est 
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fluorescente (environ 15 %). Ce type de détection implique donc dans beaucoup de cas une étape de 

dérivation de l’analyte recherché de manière à y introduire un fluorophore (ex : Isothiocyanate de 

fluorescéine, FITC). Enfin, aujourd’hui, si la spectrométrie de masse apparaît comme le détecteur le 

plus sensible et sélectif, les contraintes techniques associées à ce type de détection (nécessité d’un 

vide, taille de l’appareil, etc) ne permettent pas encore d’envisager son transport sur le terrain, 

principalement dans le cas d’analyses par LC-MS. L’intégration d’une étape de traitement de 

l’échantillon sélective avant analyse sur des systèmes miniaturisés est donc essentielle pour limiter 

les besoins en sensibilité.  

Cette partie présente les approches décrites ces dernières années pour intégrer des phases 

plus ou moins sélectives dans des systèmes miniaturisés. La miniaturisation de l’étape d’extraction 

sur phase solide sera présentée. Une attention particulière sera donnée aux approches récemment 

employées pour intégrer les outils biologiques présentés dans la partie précédente, anticorps et 

aptamères, à des systèmes d’analyses miniaturisés. 

4.1 Modes de contrôle de l’écoulement et phases utilisées  

La miniaturisation en LC a été globalement moins rapide que la miniaturisation des systèmes 

de GC ou de CE, car le transport des fluides pour ces derniers y est plus aisément réalisé qu’en LC 

[175]. Une autre raison est que les systèmes de LC impliquent de fortes pertes de charge ce qui ne 

facilite pas le couplage avec le reste du système analytique et que le remplissage de systèmes de 

faible diamètre avec une phase stationnaire peut s’avérer difficile.  

4.1.1 Contrôle de l’écoulement dans les systèmes miniaturisés 

Lorsque l’on parle de miniaturisation, il semble aujourd’hui difficile de s’y retrouver parmi les 

très nombreuses approches différentes décrites dans la littérature. La miniaturisation peut être 

conduite en intégrant les phases dans des capillaires de faible diamètre interne ou en développant 

des puces. La question des forces motrices impliquées dans l’exécution de la séparation 

chromatographique ou de l’extraction sur phase solide est alors cruciale. Deux approches sont 

possibles : une approche électrocinétique pour mettre le fluide en mouvement sous contrôle d’un 

champ électrique et une approche hydrodynamique par l’application d’une pression de manière à 

obtenir un débit contrôlé.  

4.1.1.1 Intérêt de l’approche électrocinétique 

La plupart des séparations en microsystèmes ont été réalisées en mode électrocinétique. Le 

principal avantage de cette méthode est que le pompage électro-osmotique donne naissance à un 
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profil d’écoulement plat qui diminue le phénomène d’élargissement de bandes, la séparation est 
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alors se faire au sein de ce second

séparées, mais il est possible de travailler dans un milieu micellaire pour augmenter le pouvoir 

séparatif de cette technique et l’appliquer aux molécules neutres
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BW : réservoir poubelle (buffer waste)
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simple pour réaliser des analyses chromatographiques sur le terrain dans des systèmes jetables. 
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Elle permet, tout d’abord, tout comme la LC, la séparation d’espèces non chargées et, ensuite, tout 

comme la CE, elle permet des séparations extrêmement efficaces à partir de très petits volumes 

d’échantillon, sans nécessiter de systèm

important est que le débit n’est pas dépendant de la taille des particules 

grandement diminuer la taille de ces dernières ce qui est plus difficile avec des pompes LC 

conventionelles du fait de la perte de charge qui en résulte.
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Toutefois, cette dernière approche ne présente pas que des avantages. Le flux électro-

osmotique est en effet directement dépendant de l’électrolyte utilisé ce qui limite le choix des 

solvants pouvant être envisagés en phase exploratoire, i.e. lors du développement de phases dont les 

mécanismes sont encore mal maîtrisés. Le flux électro-osmotique est également dépendant de la 

chimie de surface, ainsi que du champ électrique appliqué dans le canal ou le capillaire de 

séparation. Ce champ électrique va être limité par le phénomène d’effet Joule et la résistance 

instrumentale (habituellement quelques kV/cm). La chimie de surface, quant à elle, peut être 

grandement altérée au cours du temps par des modifications de pH ou l’adsorption de solutés 

rendant cette technique moins robuste que la chromatographie à contrôle hydrodynamique [175].  

D’autre part, le couplage de la CE avec la spectrométrie de masse reste aujourd’hui encore 

difficile, l’interface devant minimiser les volumes morts pour ne pas affecter la qualité de la 

séparation et isoler les circuits électriques de la partie CE de ceux de la source du spectromètre de 

masse [177]. Comme nous allons le voir, beaucoup d’études se limitent ainsi à des milieux purs sur 

des molécules modifiées par un marqueur de fluorescence. 

4.1.1.2 Intérêt de l’approche hydrodynamique 

L’approche hydrodynamique consiste à utiliser des systèmes de pompage de différents types. 

Plusieurs méthodes peuvent ainsi être employées pour générer des débits de l’ordre de la centaine 

de nL/min. Une première approche consiste à utiliser des pousse-seringues capables d’atteindre de 

faibles débits [178, 179] ou des systèmes d’électrophorèse capillaire [180, 181]. Cependant, ces 

systèmes impliquent l’utilisation de phases stationnaires ne développant que très peu de pertes de 

charge. Une deuxième approche consiste en des pompes conventionnelles connectées au capillaire 

ou à la puce par un diviseur de débit (« split » ) [178, 182]. Cette approche va cependant à l’encontre 

de la réduction de la consommation en solvants en théorie induite par les systèmes miniaturisés 

puisque la majorité du volume de solvant prélevé est dirigé vers la poubelle et qu’une très faible 

partie de la phase mobile est finalement utilisée. Pour s’adapter aux faibles diamètres des systèmes 

miniaturisés, il est alors possible d’envisager d’utiliser d’autres types de pompes. Pour des tailles 

caractéristiques allant de 10 à 100 µm on parlera de nanoLC, les débits générés seront alors de 

l’ordre de quelques centaines de nanolitres. Pour des systèmes de l’ordre de 100 à 500 µm on 

parlera de LC capillaire (capLC) et les débits associés seront de l’ordre de quelques microlitres par 

minute. Certaines pompes prélevant exactement la quantité de phase mobile désirée existent 

aujourd’hui (Système Ultimate® 3000 RSLC Nano - pompe NCP-3200 RS, Thermo Scientific). Ces 

pompes permettent de délivrer des débits de l’ordre de quelques dizaines de nL/min avec une 

fiabilité élevée (cf. Annexe 2).  

Le principal désavantage du mode de contrôle hydrodynamique reste à ce jour le coût des 

pompes de nanochromatographie, ce qui explique en partie le nombre d’études traitant plutôt de 
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l’électrochromatographie. Ces pompes ne sont également pas disponibles dans un format 

miniaturisé. Cependant, elles permettent une sélection de solvants variés à des débits contrôlés ce 

qui facilite les études exploratoires sur des systèmes et des phases dont les mécanismes ne sont pas 

encore parfaitement maîtrisés. Le couplage avec des détecteurs très sensibles et spécifiques tels que 

les spectromètres de masse peut aujourdhui facilement être envisagé tout comme le couplage avec 

des modes de détection plus faciles à prendre en main en première approche tels que l’UV ou la 

fluorescence induite par laser (LIF). 

4.1.2 Les phases utilisées dans les systèmes miniaturisés 

L’objectif de cette partie est de présenter les solutions pouvant être utilisées pour intégrer 

une phase stationnaire dans un système miniaturisé. Quatre approches principales ont jusqu’à 

maintenant été référencées dans la littérature. Il est possible de recouvrir la surface interne des 

capillaires ou des canaux d’une fine couche de phase solide, de microfabriquer des structures en 

forme de pilier, de remplir les canaux avec des particules solides ou bien de synthétiser in situ une 

phase monolithique. 

4.1.2.1 Approches en tube ouvert 

L’approche la plus simple est l’approche en tube ouvert (open tubular). Pour une utilisation 

en LC, cette approche présente en théorie un certain nombre d’avantages, le principal étant la faible 

perte de charge induite par ce type de systèmes. Elle est aussi bien adaptée à l’analyse d’échantillons 

biologiques contenant un grand nombre de protéines, tel que le plasma, puisqu’elle permet d’éviter 

l’obstruction de la colonne par ces molécules [183].  

Cette approche peut consister à fonctionnaliser la surface interne de capillaires ou de canaux 

comme pour les colonnes capillaires de GC. Cependant, la faible quantité de phase fait que la 

capacité de rétention générée par cette seule fonctionnalisation de surface reste très faible [175, 

176].  

De manière à accroître le rapport des phases et à améliorer cette rétention, une autre 

méthode consiste à recouvrir la surface interne des canaux ou capillaires avec des particules. Des 

approches utilisant des particules hydrophobes ou des nanoparticules d’or ont notamment été 

décrites [175, 184]. L’immobilisation des nanoparticules d’or a notamment accru la quantité de BSA 

liée de façon covalente aux parois d’un canal de microsystème résultant en un accroissement de la 

capacité du support pour des séparations chirales en CEC de deux isomères (éphédrine et 

noréphédrine) marqués FITC en milieu pur [185]. Toutefois, malgré une bonne répétabilité des 

séparations (C.V. < 6,0%) caractéristique de la stabilité d’un microsystème unique, se pose encore la 

question de la répétabilité d’immobilisation des nanoparticules. 
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4.1.2.2 Phases basées sur des structures microfabriquées 

De façon à augmenter la surface spécifique d’interactions avec les analytes par rapport à une 

approche en tube ouvert, des structures microfabriquées en forme de pilier peuvent être 

synthétisées dans les canaux de microsystèmes analytiques. Cette approche a notamment fait l’objet 

de nombreuses études par le groupe de Régnier ces dernières années. Des structures appelées 

COMOSS (Collocated Monolith Support Structures) présentant des piliers de dimensions de l’ordre 

du micromètre ont été préparées par photolithographie dans les canaux de séparation en même 

temps que la puce elle-même. Ils ont pour l’instant été principalement utilisés pour des séparations 

en électrochromatographie [187-193]. Un exemple de COMOSS est présenté en Figure 26. L’un des 

avantages de cette approche est que la distribution des piliers peut apparemment être contrôlée 

précisément et avec une répétabilité élevée [175, 184, 194]. De plus, les COMOSS faisant 

intégralement partie du système microfluidique, ils ne risquent pas de bouger au cours de l’analyse 

par µCEC. En outre, les dimensions des canaux sont indépendantes d’un quelconque procédé de 

conditionnement de particules et la largeur des canaux peut être modifiée indépendamment de la 

taille et de la forme des piliers. La surface de cette structure COMOSS peut être ensuite recouverte 

d’une phase stationnaire améliorant les séparations en µCEC. Les premiers travaux de cette équipe 

ont été réalisés avec des structures en quartz [187-189]. Cependant, la conception et la fabrication 

de puces à base de quartz est onéreuse et fastidieuse. Des essais de COMOSS ont été ensuite réalisés 

en utilisant du PDMS comme substrat [190-193]. Un COMOSS a été développé sur du PDMS modifié 

de façon à présenter à sa surface des groupements C18 et de groupements acide sulfonique [192]. Ce 

support a été appliqué à la séparation de peptides par CEC. D’autres types de COMOSS préparés sur 

des copolymères d’oléfines cycliques avec la même géométrie ont été utilisés pour la séparation de 

coumarines [195]. 

 
Figure 26 : Schéma d’une colonne d’électrochromatographie en format COMOSS et images MEB de ce COMOSS (a 

et b). Adapté de [192] et [191] 
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Bien que les COMOSS permettent d’augmenter drastiquement la surface d’interaction et 

l’efficacité de la séparation par rapport aux canaux ouverts, leur capacité reste néanmoins plus faible 

que celle des phases particulaires ou monolithiques car les nanostructures ne sont pas poreuses 

[194].  

4.1.2.3 Phases particulaires 

Une troisième approche peut consister à utiliser une méthode similaire à celle généralement 

utilisée au format conventionnel. Il s’agit de conditionner des particules poreuses dans des capillaires 

de faible diamètre ou dans les canaux d’une puce. Cette approche est particulièrement attrayante du 

fait de la grande variété de supports disponibles dont les caractéristiques chromatographiques ont  

déjà été bien étudiées. Elle présente de plus une surface spécifique beaucoup plus élevée que les 

approches précédentes conduisant ainsi à une capacité du support globalement plus élevée [175, 

184, 194]. Malgré ces avantages apparents, les phases particulaires présentent deux désavantages 

principaux qui sont à prendre en compte lors de la mise au point d’un système chromatographique 

miniaturisé. Tout d’abord, le remplissage et l’obtention d’un lit de particules uniforme peut s’avérer 

difficile et peu reproductible [175, 184, 194]. Ensuite, l’immobilisation des particules dans les 

capillaires ou dans les canaux des puces peut s’avérer elle aussi délicate [175, 184, 194, 196]. 

Plusieurs approches ont été mises en place pour réaliser cette immobilisation des particules. 

a Conditionnement dans des colonnes capillaires 

Dans le cas des colonnes capillaires de faible diamètre, le lit de particules peut être 

immobilisé au moyen de frittés. Cependant, les faibles dimensions des capillaires rendent l’utilisation 

de frittés difficile [196]. En effet, à une telle échelle, les frittés doivent être synthétisés ou préparés in 

situ aux extrémités du capillaire. Ils doivent de ce fait être bien accrochés aux parois internes du 

capillaire ainsi qu’être suffisamment poreux de manière à laisser la phase mobile s’écouler sans 

générer une trop forte perte de charge. De plus, ces derniers ne doivent pas, tant que possible, 

retenir les composés analysés faute de diminuer l’efficacité des colonnes capillaires. En outre, un des 

problèmes récurrents des frittés est qu’il peuvent causer l’apparition de bulles dans le système ce qui 

est particulièrement gênant en chromatograhie liquide ou en CEC [196].  

Trois approches ont été référencées pour préparer ces frittés [196]. La première approche 

consiste à utiliser un monolithe organique poreux synthétisé directement au sein du capillaire. La 

dimension de ce monolithe peut être maîtrisée en utilisant des techniques de photopolymérisation 

et en enlevant la couche de polyimide recouvrant le capillaire à l’emplacement désiré [196]. La 

deuxième approche de synthèse d’un fritté est une approche par voie sol-gel. Des silanes (TEOS : 

tetraéthoxysilane) peuvent être utilisés pour former un fritté par catalyse acide ou des solutions de 

silicate polymérisées par chauffage locale du capillaire. Enfin, la troisième et dernière approche 
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consiste à agglomérer des particules de phase stationnaire en traitant les extrémités du capillaire à 

très haute température au moyen d’une flamme par exemple [196, 197]. Toutefois cette technique 

souffre de sa faible répétabilité et du risque élevé d’endommager le capillaire [196].   

Deux autres approches ne nécessitant pas de frittés ont également été décrites. Il est ainsi 

possible de réduire le diamètre des capillaires de manière à retenir la phase stationnaire. Cette 

diminution du diamètre interne peut être réalisée par chauffage du bout du capillaire puis léger 

broyage de cette extrémité [196]. Cependant, des pertes de particules ont déjà été observées avec 

cette méthode [198]. Une autre approche consiste à créer une restriction en utilisant en sortie du 

capillaire particulaire un autre capillaire de diamètre beaucoup plus faible. Une technique brevetée 

consiste notamment à utiliser des colonnes capillaires analytiques de 75-150 µm de diamètre interne 

et où le diamètre des capillaires de restriction est de seulement 10-20 µm. Du PDMS est alors utilisé 

pour lier la surface interne du premier capillaire à la surface externe du second [196] mais reste à 

connaître la stabilité d’un tel raccord. 

b Conditionnement dans les canaux de microsystèmes 

De la même façon que pour les capillaires, le remplissage tout comme l’immobilisation des 

particules dans les canaux de microsystèmes peut être délicat et fastidieux à réaliser. Les particules 

peuvent être introduites dans le canal de séparation de la puce en utilisant un flux électroosmotique 

au travers d’un canal spécial d’introduction [199, 200]. Cependant, ce conditionnement 

électrocinétique des colonnes peut s’avérer difficile lorsque leur longueur devient trop importante (à 

partir de 1 mm) [184]. Dans ce cas, le remplissage peut être assisté par application d’une pression en 

utilisant un canal dédié au remplissage de la chambre du microsystème et en appliquant la pression 

au moyen d’une seringue [184]. Ces particules doivent ensuite être bloquées dans les canaux de la 

puce. Pour cela, plusieurs approches sont envisageables. 

Les particules peuvent être maintenues en place au moyen de frittés, tout comme pour les 

approches en capillaire, ou au moyen de « barrages » microfabriqués. Ces barrages peuvent être 

fabriqués en même temps que la puce elle-même. Cependant l’élimination des frittés ou barrages 

dans les microsytèmes est apparu comme étant un des grands challenges dans la conception de 

phases stationnaires en microcanaux. Cette approche « sans frittés » a été explorée par les travaux 

de Ceriotti et al. [184, 201] qui ont défini, sur un principe similaire aux colonnes capillaires, une 

géométrie consistant en un rétrécissement des dimensions du canal de séparation permettant de 

provoquer un effet « clef de voûte » (keystone effect). Une représentation schématique de cette 

géométrie est représentée en Figure 27. 
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Figure 27 : Représentation schématique de l’effet « keystone ». Adapté de [184]. 

Des particules de diamètre 3 µm ont été conditionnées  dans un canal fait de PDMS avec 

application d’un vide [201]. Ce vide n’étant pas suffisant pour maintenir les particules en place, la 

stabilisation des particules a été réalisée en plaçant la puce à une température de 115°C résultant en 

l’établissement de liaisons entre les particules stabilisant ainsi le lit de particules. Une autre approche 

a été développée par l’équipe de Gomez [202]. Elle joue sur les propriétés élastiques du PDMS. Lors 

du remplissage des canaux avec les particules, la pression appliquée entraîne une légère déformation 

du PDMS au niveau des murs du canal, agrandissant ainsi légèrement le canal. De ce fait, lors du 

relâchement de la pression, les murs en PDMS reprennent leur place exerçant ainsi une contrainte 

sur les particules du fait du rétrécissement des dimensions du canal. Les particules externes du lit se 

retrouvent alors en partie incrustées dans le PDMS constituant le microsystème. La stabilité du lit de 

particules s’avère apparemment bonne, même soumis à un champ électrique ou à une forte pression 

[202]. Toutefois, un traitement thermique reste nécessaire de manière à assurer la stabilité du lit de 

particules durant l’ensemble des analyses chromatographiques et les auteurs, encore une fois, ne 

mentionnent pas la répétabilité de préparation du support [202]. 

4.1.2.4 Phases monolithiques 

La facilité de fabrication des phases monolithiques à partir de précurseurs sous forme liquide 

dans des colonnes ou canaux miniaturisés a permis le développement de ce type de phases comme 

alternative aux phases particulaires. Bien que les premières colonnes monolithiques aient été 

préparées dans des colonnes de grands diamètres, comme nous l’avons entrevus pour 

l’immobilisation d’anticorps ou aptamères en partie 3.2, cette approche est particulièrement bien 

adaptée pour des diamètres de colonnes allant de 20 µm à 530 µm [194]. Les phases monolithiques 

consistent en des structures tridimensionnelles, continues et poreuses. Elles sont constituées d’un 

squelette ayant un double réseau poreux fait de macropores interconnectés entre eux et de micro-

/mésopores. En générale, le diamètre des macropores (φmacro) est compris entre 1 et 12 µm et celui 

des micro- et mésopores est de 2 à 4 fois plus faible. Par convention, les dimensions des macropores 
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et micro-/mésopores sont définies comme suit : φmicro ≤ 2 nm < φméso ≤ 50 nm < φmacro. Les 

macropores permettent l’écoulement de la phase mobile au travers du réseau tridimensionnel, 

tandis que les micro- et mésopores du squelette confère au monolithe une surface spécifique élevée. 

Cette structure favorise ainsi un transfert de masse rapide des solutés entre la phase stationnaire et 

la phase mobile. On recense deux grands types de monolithes qui diffèrent par la composition 

chimique du squelette : les monolithes organiques résultant de la réticulation et de la polymérisation 

de monomères organiques et les monolithes inorganiques.  

a Les monolithes organiques 

Les monolithes organiques, développé depuis 1993 [176], sont préparés via un procédé de 

polymérisation ou co-polymérisation radicalaire de monomères organiques, suivie d’une étape de 

réticulation du polymère formé. Le mélange de polymérisation présente l’avantage d’être simple, 

peu coûteux et rapide à préparer. Ce mélange de polymérisation est généralement constitué d’un ou 

plusieurs précurseurs porteurs de fonctions mono- ou di-vinyliques, d’un agent réticulant (utilisé 

surtout avec des monomères mono-fonctionnels), d’un mélange binaire ou ternaire de solvants 

jouant le rôle de porogène (en présence ou non de sels inorganiques) et enfin d’un initiateur de 

radicaux libres, dont l’activation est conduite sous l’action d’une élévation de la température ou 

d’une exposition à des radiations UV. 

 
Figure 28 : Images MEB de (A) un monolithe organique, synthétisés in situ dans des capillaires, (B) un monolithe inorganique 

à base de silice. Adapté de [194]. 

Comme le montre la Figure 28-A, les monolithes organiques ont une structure dense à 

géométrie micro-globulaire. Leur macroporosité est élevée mais à l’inverse leur micro-porosité 

s’avère faible. Du fait ce cette configuration (faible porosité intra-squelettique, faible surface 

spécifique), ceux-ci sont plutôt adapté à des applications liées à la séparation de protéines, peptides 

ou polymères synthétiques [50, 203, 204]. Les monolithes organiques peuvent être classés en trois 

grandes familles en fonction de la nature du squelette organique. 

Les premiers, les poly(styrène-co-divinylbenzène) (ou PS-DVB), développés par Svec et al 

[205], sont commercialisés dans des capillaires de 500 µm de diamètre interne pour la 

chromatographie liquide capillaire [204]. Ils sont principalement utilisés pour la séparation de 
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biomolécules telles que les peptides et les protéines [204]. Les deuxièmes, les polyacrylamides, 

initialement introduits par Hjerten et al [206], ont un caractère amphiphile (chaîne polymérique 

hydrophobe et ramifications hydrophiles) et sont également utilisés majoritairement pour la 

séparation de protéines, de peptides et d’oligosaccharides [207]. Enfin, les derniers, les polyacrylates, 

développés par Svec, Fréchet et al [208], sont utilisés dans des applications diverses, notamment en 

électrochromatographie capillaire [176]. La mise en œuvre de ces monolithes dans les différents 

modes chromatographiques requiert quelquefois une étape de fonctionnalisation chimique ou 

radicalaire du support de façon à disposer d’une chimie de surface adaptée [207]. Tout comme les 

PS-DVB ou les polyacrylamides, ces monolithes ont fait l’objet d’un très grand nombre d’études pour 

des séparations en échange d’ions, en phase inverse ou en HILIC (Hydrophilic Interaction LIquid 

Chromatography) [204] voire également en chromatographie d’affinité impliquant l’immobilisation 

de biomolécules diverses [47, 49, 50, 209]. 

Toutefois, du fait de leur structure purement organique, les monolithes organiques 

présentent l’inconvénient majeur de subir un effet de gonflement lorsque de fortes teneurs de 

solvant organique sont utilisées, contrairement aux supports inorganiques [50, 204]. En effet, les 

déformations élastiques mais irrégulières qui en résultent conduisent souvent à des problèmes de 

répétabilité de rétention. 

b Les monolithes inorganiques 

Les monolithes inorganiques regroupent l’ensemble des monolithes dont le squelette est à 

base de silice (SiO2) ou d’oxydes de métaux de transitions, issus du groupe IV du tableau périodique, 

tels que l’oxyde de zircone (ZrO2), l’oxyde de hafnium (HfO2) et l’oxyde de titane (TiO2). Les 

monolithes à base de silice ont été jusqu’à maintenant les plus utilisés pour des applications 

chromatographiques [210]. Comme il est visible en Figure 28-B, ils sont moins compacts que les 

monolithes organiques et leur squelette est plus homogène avec une structure co-continue et 

tubulaire. Ils présentent surtout une micro-/mésoporosité plus importante qui leur confère une 

surface spécifique plus élevée que les monolithes organiques et permettant la diffusion des petites 

molécules. Ces monolithes sont généralement préparés à partir de précurseurs tels que le 

tetraméthoxysilane (TMOS), tetraéthoxysilane (TEOS) par voie sol-gel. Le lecteur est invité à se 

reporter au chapitre 2 pour une description plus exhaustive de l’ensemble de ce procédé qui a fait 

l’objet d’une partie de ce projet de thèse. 

Si ces monolithes sont compatibles avec des phases hydro-organiques, ils présentent 

néanmoins un inconvénient majeur en termes de répétabilité. En effet, très peu d’études font 

mention de la répétabilité du protocole de synthèse et il semble avéré que cette répétabilité est 

moins bonne, à l’heure actuelle, que pour les synthèses de monolithes organiques du fait du grand 

nombre de paramètres à contrôler lors du procédé sol-gel [211]. 
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4.2 Miniaturisation des supports de SPE conventionnels 

Partant des stratégies présentées ci-avant, plusieurs systèmes ont été développés ces 

dernières années de manière à intégrer l’étape de SPE dans des systèmes miniaturisés. L’intégration 

de cette étape dans des microsystèmes est néanmoins, encore aujourd’hui, relativement rare et peu 

d’études ont fait référence à cette approche.  

Certaines études ont décrit des systèmes où l’étape d’extraction est réalisée sur le même 

capillaire ou canal que l’étape de séparation. Le support de SPE peut ainsi faire partie du capillaire de 

séparation en CE et le potentiel est alors appliqué sur l’intégralité du système au cours de la 

séparation en utilisant un capillaire recouvert du support de SPE, un lit de particules ou billes retenu 

par des frittés ou des aimants, une membrane imprégnée ou des monolithes [212]. Plusieurs 

applications ont récemment été proposées en utilisant notamment des monolithes pour l’analyse de 

méthionine encéphaline dans du liquide cérébrospinal [213], de neurotransmetteurs (dopamine, 

adrénaline, histamine et sérotonine) ou de la caféine dans l’urine [214, 215]. L’intégralité de l’éluat 

issu de la procédure de SPE est analysée en CE. Néanmoins, les rendements dépendent grandement 

de la nature et du volume de solvant d’élution [212]. De plus, du fait du transfert direct de l’éluat, la 

séparation peut être affecté par l’adsorption de certains composés interférents de la matrice sur les 

parois du capillaire qui peuvent même obstruer le capillaire [212, 216, 217] puisque le système de 

séparation est exposé à l’ensemble du contenu des étapes d’extraction. Une étude réalisée au 

LSABM par G. Proczek  en 2009 [218] a également permis de montrer qu’il était possible de 

préconcentrer en tête du canal de séparation d’un microsystème contenant un monolithe à base 

d’hexacrylate, trois composés (le fluoranthène, le benzoanthracène et le benzofluoranthène), leur 

injection étant effectuée sous contrôle électrocinétique. Ceci a permis d’augmenter grandement la 

sensibilité du signal puisque les volumes injectés ont pu être augmentés par rapport à une injection 

normale. Malheusement, comme beaucoup d’autres, l’application pré-citée n’a été réalisée qu’en 

milieu pur. De plus, l’augmentation des volumes d’échantillons percolés entraine un élargissement 

des pics puisqu’il n’y a pas de système de refocalisation de la bande de solutés [218]. Avec cette 

approche il est donc nécessaire de trouver un compromis sur les volumes injectés de façon à ne pas 

perdre en sensibilité. 

L’intégration d’une étape de SPE indépendante de l’étape de séparation paraît plus 

appropriée de manière à pouvoir réaliser un protocole de SPE complet comprenant notamment des 

étapes de lavage indispensables à l’élimination des composés interférents de la matrice. Cette 

dissociation de l’étape de séparation de l’étape d’extraction présente également un autre avantage 

qui est de pouvoir percoler des volumes d’échantillons plus importants sans perte en efficacité par 

refocalisation de la bande de soluté. Une interface (flacon, vanne ou connectique en T) peut être 

utilisée pour connecter directement la sortie d’un capillaire de SPE et un capillaire de séparation en 

CE. La procédure de SPE est alors réalisée indépendamment de la séparation en CE, ce qui a 
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l’avantage de ne pas perturber le procédé électrophorétique. Elle a notamment été utilisée par 

Tempels et al [219] pour l’analyse de peptides dans le liquide cérébro-spinal. Une extraction sur un 

support greffé C18 au format capillaire (500 µm i.d.) a été réalisée et une partie de l’éluat injecté en 

CE au moyen d’une interface à base de vannes de commutations. Le gros désavantage de la 

technique employée ici réside dans le faible ratio de l’éluat finalement injecté en CE (de l’ordre de 4 à 

5% seulement dans cette étude [219]), ce qui limite le gain en sensibilité. Un autre exemple séparant 

l’extraction de la séparation, cette fois intégré dans un microsystème, est présenté en Figure 29.  

 
Figure 29 : Représentation schématique d’un système microfluidique à contrôle électrocinétique intégrant une étape de SPE 

sur particules et une étape de séparation. (A) Disposition du système complet, (B) vue agrandie du canal d’extraction, les 
lignes en pointillés représentant la direction du flux lors de l’étape d’extraction et les lignes en trait plein le flux durant 

l’étape d’élution/injection. Les canaux les plus fins font environ 55 µm, le canal d’extraction environ 210 µm. Adapté de 
[220]. 

Ce microsystème a été utilisé pour le couplage d’une étape de SPE à la chromatographie 

micellaire électrocinétique (MEKC) [220]. Des piliers poreux faits de polyméthacrylate (de 200 µm de 

longueur) ont été fabriqués dans les canaux de la puce par irradiation aux ultraviolets. Des particules 

greffées C18 de 3 µm ont été conditionnées dans ce microsystème, les piliers permettant 

l’immobilisation de celles-ci dans le canal. Les analytes sont ainsi préconcentrés sur ce canal de SPE, 

élués par un solvant non aqueux puis injectés sur le canal de séparation. Ce système a été appliqué à 

l’extraction quantitative de la rhodamine B, permettant d’atteindre des facteurs de préconcentration 

dépassant 200 avec une étape d’extraction de seulement 90 secondes [220]. En utilisant ce type de 

système, une séquence d’extraction, élution, injection, séparation et détection complètement 

automatisée a pu être réalisée en quelques minutes. Cependant, ce système constitue davantage 

une preuve de principe puisqu’outre le fait que cette étude porte sur un composé modèle 

fluorescent, aucun rendement d’extraction n’a été mesuré et que l’application à des matrices réelles 

n’a pas été envisagée. Les principales limites de ce type de système restent aussi la compatibilité des 

étapes d’élution et de séparation par MEKC.  
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De manière à améliorer la compatibilité des étapes d’élution et séparation, la dissociation du 

canal de SPE du canal de séparation peut être réalisée via un système similaire à celui présenté en 

Figure 30 et proposé par Liu et al en 2009 [178]. 

 
Figure 30 : Système expérimental de préconcentration et purification par SPE (monolithe de 5 mm) couplé en ligne avec une 

séparation en HPLC. La longueur totale du serpentin de séparation est de 17 cm.Adapté de [178]. 

Une puce intégrant une étape de SPE sur un monolithe à base de méthacrylate de 5 mm de 

longueur et un canal de séparation contenant  lui aussi du polyméthacrylate a été appliquée à la 

concentration puis la séparation de peptides marqués à la fluorescéine. Dans cet exemple, 

l’échantillon est percolé à travers le canal de SPE à l’aide d’un pousse-seringue (4 µL/min). L’étape de 

lavage est ensuite réalisée (4 µL/min) au moyen d’une pompe LC, un pousse-seringue délivrant en 

parallèle de l’eau de manière à isoler le canal de séparation. Enfin, l’élution et la séparation sont 

réalisées grâce à la pompe LC dont le débit est fixé à 0,7 mL/min, des diviseurs de débit permettant 

alors d’obtenir un débit effectif de l’ordre de 200 nL/min dans le canal de séparation. L’étape 

d’extraction sur SPE a permis ainsi un gain en sensibilité de 150. Comme souvent, ce système 

constitue surtout une preuve de principe, les rendements d’extraction n’ayant en effet pas été 

mesurés, tout comme la répétabilité de la synthèse du monolithe et donc du support de SPE. 

Outre ces développements très acédémiques, un système de puce assez proche nommé chip-

MS d’Agilent est, lui, commercialement disponible [182]. Le principe de fonctionnement de cette 

puce est décrit en Figure 31.  
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Il intègre une vanne de commutation sur un principe similaire à celui décrit en partie 

page 27. Cette puce se compose

nano-aiguille métallisée permettant d’obtenir un nano

avantage de pouvoir être couplée à 

« chip cube ». Au sein du « chip cube

rotatoire permettant de placer la puce à l’entrée du spectromètre de masse et de faire les 

connexions étanches entre la puce et les pompes. L’étape d’enrichissement 

manière tout à fait similaire à un m

Différentes puces sont disponibles avec des tailles et des chimies différentes. Trois phases 

actuellement : la silice greffée C8, C18 et

de 80 Å à 300 Å. D’autres systèmes, tels que celui développé par Eksigent et nommé cHiPLC Nanoflex  

permettent également de coupler une puce et une micro

de SPE conventionnelles (C18). 

surtout en protéomique [221]. 

Malgré ces développements prometteurs, l’utilisation de phases de SPE conventionnelles

n’apporte pas une sélectivité suffisante

traces dans des milieux environnementaux ou biologiques.

envisagent aujourd’hui la miniaturisation des outils sélectifs

4.3 Miniaturisation des outils bio

Pour améliorer la sélectivité de l’

l’utilisation de biomolécules, i.e.

Cependant, comme nous venons de le voir la miniaturisation peut être effectuée sous un gr

nombre de formats différents. De plus, devant la difficulté de cette miniaturisation

couplage avec des techniques séparatives, la caractérisation des outils développés peut s’avérer 

Chapitre 1 – Analyse de traces dans les matrices complexes 

31 : A) Vue globale de chip-MS d’Agilent. B) Schéma de la puce.

Il intègre une vanne de commutation sur un principe similaire à celui décrit en partie 

se compose d’une zone d’enrichissement, d’un canal de séparation et d’une

aiguille métallisée permettant d’obtenir un nano-électrospray et donc a pour principal 

avantage de pouvoir être couplée à un spectrométre de masse au moyen d’une interface, nommée 

chip cube » la puce est intercalée entre un rotor et un stator d’une vanne 

rotatoire permettant de placer la puce à l’entrée du spectromètre de masse et de faire les 

connexions étanches entre la puce et les pompes. L’étape d’enrichissement est alors 

manière tout à fait similaire à un montage comprenant des vannes 6 voies et des capillaires.

Différentes puces sont disponibles avec des tailles et des chimies différentes. Trois phases 

: la silice greffée C8, C18 et du PGC (carbone graphite poreux) avec d
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Pour améliorer la sélectivité de l’extraction, la miniaturisation des outils sélectifs basés sur 

i.e. anticorps ou aptamères, a fait l’objet d’un certain nombre d’études. 
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extraction, la miniaturisation des outils sélectifs basés sur 

fait l’objet d’un certain nombre d’études. 

Cependant, comme nous venons de le voir la miniaturisation peut être effectuée sous un grand 

nombre de formats différents. De plus, devant la difficulté de cette miniaturisation ainsi que du 

couplage avec des techniques séparatives, la caractérisation des outils développés peut s’avérer 
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incomplète. Cette partie sera ainsi consacrée à la description des outils bioanalytiques miniaturisés 

basés sur l’immobilisation d’anticorps ou d’aptamères. Les supports d’immobilisation utilisés, ainsi 

que les caractérisations en termes d’efficacité d’immobilisation seront tout particulièrement 

discutés. Les systèmes partiellement ou intégralement miniaturisés recensés dans la littérature et 

utilisant des anticorps ou des aptamères pour l’extraction sélective et la purification d’échantillons 

sont regroupés respectivement dans le Tableau 6 et le Tableau 7. 

Comme décrit dans ces tableaux, plus de la moitié des supports a été appliqué à des milieux 

purs [69, 152, 164, 179-181, 222-229]. De plus, certains paramètres quantitatifs tels que l’efficacité 

du piégeage de la cible ou l’efficacité du greffage [180, 181, 222, 223, 230-233] ne sont pas toujours 

étudiés ce qui peut s’expliquer par la difficulté à quantifier de faibles quantités d’anticorps, 

d’aptamères et/ou de molécules cibles. D’autre part, lorsqu’elles sont mesurées, les quantités de 

biomolécules immobilisées le sont par des méthodes diverses pouvant consister en des approches 

indirectes de dosage des solutions de greffage [152, 224, 234-237] ou des approches directes de 

mesure de la densité d’amines surfaciques (ADECA) [69]. Les mesures de capacités sont également 

réalisées de manières diverses, soit par analyse frontale et détermination de volumes de fin de 

fixation [236, 238], soit par application du protocole d’extraction et dépassement de la capacité [69, 

164, 237, 239]. D’autre part, si certaines études s’attardent vraiment à caractériser leurs supports en 

termes de répétabilité de synthèse et de greffage [69, 237], la très grande majorité constitue encore 

des preuves de principe réalisées sur un support unique. 

• Immobilisation en surface 

Un champ de recherche consiste en l’intégration des biomolécules dans des laboratoires sur 

puce [240], notamment par fonctionnalisation des canaux. La surface en PDMS d’une puce a été 

modifiée avec de l’avidine ou de la streptavidine pour envisager l’immobilisation d’aptamères. La 

possibilité de retenir sélectivement des cellules, dont la taille importante doit être prise en compte 

lors de la conception de la zone de piégeage, a ainsi été démontrée en mesurant le signal de 

fluorescence généré par des cellules marquées directement sur la puce [241-243]. Une plateforme 

nanostructurée à base de silicone a également été conçue pour favoriser le contact des aptamères 

avec les cellules [244]. Le potentiel de cette approche a été démontré en mesurant le signal de 

fluorescence généré par des cellules marquées sur puce. Une élévation de la température grâce à 

l’introduction d’un micro-four dans la puce pour réaliser l’élution est souvent décrit [225-227, 241]. 

L’avantage est que ces conditions, qui sont principalement basées sur un changement de la 

conformation de l’aptamère, sont hautement compatibles avec les systèmes de détection. En retour, 

la stabilité de la cible, telle qu’une détérioration de la cellule [241], doit être prise en compte lors du 

développement d’un tel système.  
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Tableau 6 : Miniaturisation des systèmes à base d’anticorps 

Cible Immobilisation Support Format Q
té

 greffée (Q) / 

Capacité (C) 

Elution Echantillons Séparation / 

Détection 

Ref. Année 

IgG de lapin 

marqué FITC 

Covalente non 

orientée 

Monolithe GMA-

SR454 

Capillaire 100 µm 

d.i. (fenêtre = 3 

mm) 

n.d. aucune Milieu pur Microscope 

Epi-

fluorescence  

[222] 2010 

Fluorescéine  Encapsulation Matrice sol-gel à 

base de silice 

Capillaire 10 cm x 

250 µm d.i. 

 

C : 200 fmol soit 41 

fmol/µL 

20% MeOH Milieu pur Capillaire 

connecté au 

LIF 

[179] 2005 

Fluoxétine Covalente non 

orientée 

APTES-surface 

interne capillaire 

silice fondue 

Capillaire 70 cm x 

250 µm d.i. 

 

C : 0,46 pmol soit 

13,4 fmol/µL 

Acétate d’ammonium (20 

mM)/ACN (40/60) + 1% Ac. 

Formique (phase mobile) 

Sérum humain LC-MS [239] 2007 

Interféron α-2a Covalente non 

orientée 

APTES-surface 

interne capillaire 

silice fondue 

Capillaire 60 cm x 

250 µm d.i. 

 

n.d. TFA (0,1% pH 2,5) /ACN 

(86/14) (phase mobile) 

Plasma LC-Fluo [233] 2013 

Ochratoxine A Covalente non 

orientée 

Monolithe GMA-

EDMA 

Capillaire 8,5 cm x 

75 µm d.i. 

n.d. MeOH/ tampon phosphate 

(5mM), pH 2,0 (1/1) 

Milieu pur Capillaire 

connecté au 

LIF 

[180] 2007 

Ochratoxine A  Covalente non 

orientée 

Monolithe GMA-

EDMA 

Capillaire 75 µm 

d.i. (monolithe 5 

cm) 

Q : 1,6 ± 0,1 

pmol/cm soit 36,2 

pmol/µL (18 

µg/mg) 

C : 0,6 pmol ab/cm 

MeOH Milieu pur CE -UV et LIF [69] 2012 

Testostérone 

(mode compétitif) 

Covalente non 

orientée 

Monolithe VDA-

HEMA- EDMA 

Capillaire 100 µm 

(monolithe = 1 

cm) 

n.d MeOH/eau (80/20) Milieu pur Capillaire 

connecté au 

LIF 

[181] 2009 

IgG humain (type 

sandwich) 

Covalente non 

orientée 

Monolithe APTES-

TEOS  

Capillaire 10 cm x 

530 µm d.i. 

n.d Ac. formique pH 2,0 Sérum humain ICP-MS [232] 2010 



Chapitre 1 – Analyse de traces dans les matrices complexes 

  102 

Cible Immobilisation Support Format Q
té

 greffée (Q) / 

Capacité (C) 

Elution Echantillons Séparation / 

Détection 

Ref. Année 

TSH, testostérone, 

LH, FSH 

Non covalente 

Biotine-

streptavidine 

Coating APTES Insert en fibre de 

verre dans 

l’injecteur d'une 

puce 

n.d Tampon phosphate (100 

mM), pH 1,5 

Sang humain, 

salive, urine 

CE-LIF sur 

puce 

[230] 2008 

FITC-biotine Covalente non 

orientée 

Particules de silice 

(7 µm) 

Capillaire 1 cm x 

150 µm d.i. 

Q : 3,3 x 10-7 mol 

Ac./g 

Capacité : 6,7 x 10-7 

mol/g 

IPr./ Tétraborate de sodium 

(4 mM), pH 9,2 (20/80) 

Urine et 

sérum bovin 

reconstitués  

CE-LIF [236] 1999 

cTn1 humaine  Covalente non 

orientée 

Particules de silice 

(10 µm) 

Capillaire 75 µm 

d.i. (précolonne 5 

mm) 

n.d. 35 mM Tris-acétate, 7 mM 

β-mercaptoéthanol, 5 mM 

EDTA, 2M urée, pH 3,5 

Sérum humain CE-UV [231] 1998 

HSA marquée 

FITC, IgG marquée 

FITC  

Covalente non 

orientée (anti-

FITC) 

Monolithe GMA-

EGDMA 

Puce de PMMA n.d. Ac. acétique (200 mM) Milieu pur CE-LIF sur 

puce 

[223] 2008 

Acides amines 

marqués FITC 

Covalente non 

orientée (anti-

FITC) 

Monolithe GMA-

EDMA 

Puce de PMMA 

(monolithe 0,5 

cm) 

Q : 250 ± 70 mg 

Ac./g 

 

Tampon phosphate (10 

mM), pH 2,1 

Milieu pur CE-LIF sur 

puce 

[224] 2008 

AGP Covalente non 

orientée 

Billes magnétiques  Capillaire 75 µm 

i.d. 

Q : 27,8 µg Ac./mg 

MB 

MeOH/eau Sérum humain CE-UV [234] 2013 

Peptides Opioides 

(endomorphine 1 

et 2) 

Covalente 

orientée 

Particules de silice Capillaire 7 mm x 

250 µm d.i. 

Q : 

1,23 × 10−4 μmol  

Ac./ 0,01g silica 

Ac. Acétique (50 mM) et ac. 

Formique (50 mM), pH 2,3  

Plasma 

humain 

CE-MS [235] 2012 

GnRH Covalente 

orientée 

Billes de verre Capillaire 10 mm x 

150 µm d.i. 

n.d. Tampon glycine-HCl (0,3 

M), pH 2,5 

Sérum, Urine CE-UV ou MS [245] 2000 

n.d.: non déterminé, ACN : acétonitrile, AGP: alpha-1 glycoprotéine acide, AMP: Adénosine monophosphate, APTES: aminopropyltriéthoxysilane, cTn1 : troponine cardiaque 1, EGDMA : 
éthylène glycol diméthacrylate, FITC : isothiocyanate de fluorescéine, FSH : hormone folliculostimulante, GMA : Glycidyl méthacrylate, GnRH : hormone de libération des gonadotropines, 

HEMA : 2-hydroxyéthyl méthacrylate, HSA : albumine de sérum humain, IPr. : Isopropanol, LH : hormone lutéinisante, MeOH : Méthanol, PDMS: polydiméthylsiloxane; PMMA: 
poly(méthylméthacrylate); SR454 : Ethoxylated trimethylolpropane triacrylate, TEOS: tetraéthoxysilane; TSH : hormone de stimulation de la thyroïde,  VDA : 2-vinyl-4,4-diméthylazlactone
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Tableau 7 : Miniaturisation des systèmes à base d’aptamères 

Cible Modification de 

l’aptamère 

/Espaceur 

Support Format Q
té

 greffée (Q) 

/ Capacité (C) 

Elution Echantillons Séparation/Détection Ref. Année 

Adénosine Biotine/triéthylène

glycol 

Billes de verre 

poreuse - 

streptavidine 

Capillaire 150 µm 

d.i., frittés 

n.d. Ni2+ Dyalisat de cortex de 

rat 

UV connecté au 

capillaire 

[156] 2003 

AMP(marquée) Biotine/- Bille -

streptavidine 

Puce de PDMS avec 

restriction 

n.d. T° Milieu pur Fluo sur puce [225, 

226] 

2009 

2011 

Arginine 

vasopressine 

Biotine/- Billes-avidine Puce de PDMS  n.d. T° Milieu pur MALDI-MS [227] 2011 

Cellules CCRF 

CEM 

Biotine/- PDMS-

Streptavidine 

Puce de PDMS n.d. T° Suspension de cellules 

dans du tampon 

Fluo sur cellules 

marquées (off-line)  

[241] 2012 

Cellules CCRF 

CEM  

 Silicone activée Nanostructure de 

silicone 

n.d. exonucléase Suspension de cellules Fluo sur puce sur 

cellules marquées 

[244] 2011 

Cellules CCRF 

CEM et autres 

Biotine/- PDMS-avidine Puce de PDMS n.d. aucune Suspension de cellules Fluo sur puce sur 

cellules marquées 

[242, 

243] 

2008 

2009 

ACE (protéine 

marqueur du 

cancer) 

NH2/ Billes de 

polystyrène 

Puces de PDMS ou 

silicone avec 

micropiliers 

n.d. T° Sérum humain MALDI-TOF  [246] 2012 

Cytochrome C Biotine/ Monolithe GMA-

TRIM -

Streptavidine 

Capillaire 8,5 cm x 

100 µm d.i. 

C : 164 pmol 

apt./µL 

NaCl Sérum (x 10 dilution) UV connecté au 

capillaire 

[238] 2008 
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Cible Modification de 

l’aptamère 

/Espaceur 

Support Format Q
té

 greffée (Q) 

/ Capacité (C) 

Elution Echantillons Séparation/Détection Ref. Année 

HCV ARN 

réplicase 

Steptavidine/liaison 

photoclivable  

Billes-Biotine  Puce de silice avec 

micropiliers 

n.d. UV Milieu pur Fluo (proteins 

marquées) 

[228] 2005 

HCV ARN 

polymérase 

NH2/liaison 

photoclivable 

NH2-Billes 

magnétiques 

Puce de PDMS -  

aimant 

n.d. UV Sérum MALDI après digestion 

trypsique 

[247] 2004 

Thrombine Biotine/ Monolithe GMA-

TRIM -

Streptavidine 

Capillaire 8,5 cm x 

100 µm d.i. 

Q : 170 pmol 

apt. 

NaClO4 Milieu pur UV ou LIF (avec 

thrombine marquée) 

connectés au capillaire 

[152] 2008 

Thrombine SH/- APTES-surface 

capillaire silice 

fondue 

Capillaire 47 cm x 

100 µm d.i. 

C : 5,6 

pmol/µL 

Urée, Tris, 

50°C 

Milieu pur MALDI-TOF [164] 2006 

Thrombine NH2/C6 Monolithe 

APTES/TEOS  

Capillaire 250 µm 

d.i. 

Q : 568 

pmol/µL 

C : 1,15 µg/µL 

NaClO4 Plasma (x 20 dilution) UV connecté au 

capillaire 

[237] 2012 

Thrombine NH2/C12 Monolithe 

GMA/PEGDA      

(2 mm) 

Puce de PMMA 

60*22*20 µm 

n.d. Acide 

Acétique, NaCl 

Milieu pur Electrophorèse /fluo 

(sur puce) 

[229] 2013 

ACE : antigène carcino-embryonnaire, AMP: Adénosine monophosphate, APTES: aminopropyltriéthoxysilane; GMA : Glycidyl méthacrylate; HCV : Virus de l’Hépatite C, PDMS: 

polydiméthylsiloxane; PEGDA : polyéthylèneglycoldiacrylate; PMMA: poly(méthylméthacrylate); TEOS: tétraéthoxysilane; TRIM: triméthylolpropane  triméthacrylate. 
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Néanmoins, ces études ne constituent que des preuves de concept car la sélectivité et 

l’évaluation des effets de matrices n’ont pas été étudiés. De plus, tout comme les études 

précédentes en SPE, ces études ne fournissent aucunes données sur des aspects quantitatifs tels que 

la répétabilité de la préparation du support et les rendements ou facteurs d’enrichissement. 

Les capillaires en tube ouvert correspondant, tout comme pour les puces, à un simple 

recouvrement de la surface interne des capillaires ont aussi été utilisés pour séparer des protéines ou 

de plus petites molécules après l’immobilisation d’anticorps ou d’aptamères sur la surface interne de 

capillaires [162, 164, 233, 239, 248-252]. Si de nombreuses études en tube ou canal ouvert ne font 

pas mention du taux de greffage ou de la capacité [241-244], une étude en particulier mentionne que 

la principale limitation de cette approche réside dans la faible capacité due à la surface spécifique 

limitée des parois internes des capillaires, ici dans le cas d’un greffage covalent d’aptamères [164]. 

De ce fait, pour augmenter le nombre de biomolécules immobilisées et donc de sites actifs, certains 

auteurs ont utilisé des longueurs de capillaire très importantes (60 ou 70 cm) pour développer des IS 

spécifiques de la fluoxétine ou de l’interféron α-2a couplés de plus avec des techniques d’analyse 

non miniaturisées de LC-fluo ou LC-MS [233, 239]. L’approche en tube ouvert va ainsi être 

rapidement limitée en termes de surface de greffage accessible pour rester dans des échelles 

miniaturisées. 

• Immobilisation sur particules 

Pour améliorer la quantité de biomolécules immobilisés qui est particulièrement importante 

pour obtenir une capacité élevée favorisant ainsi des facteurs d’enrichissement élevés, des 

approches particulaires ont aussi été envisagées. Des particules greffées avec des aptamères ont été 

conditionnées dans des capillaires pour l’extraction et la purification de l’adénosine à partir du 

dialysat de cortex de rat, l’élution de l’adénosine étant suivie par une détection UV directement 

connectée au capillaire [156]. Une approche particulaire a également été mise en oeuvre pour le 

développement d’IS miniaturisés, mais cette fois couplés avec une étape de séparation par 

conditionnement des IS dans une portion d’un capillaire de séparation en CE [231, 235, 236, 245]. 

L’extraction sélective en ligne d’un marqueur clinique de l’infarctus du myocarde, la troponine 

cardiaque humaine (cTn1) a été développée [231]. Cette approche consiste à utiliser une courte zone 

(environ 5 mm) du capillaire de séparation pour y introduire des particules de silice sur lesquelles des 

anticorps ciblant cette protéine ont été immobilisés. Après l’étape de percolation, l’ensemble du 

capillaire est lavé avec du tampon pour éliminer les composés interférents. Cette étape est suivie par 

une étape d’élution dans un tampon approprié, l’analyte est alors transféré dans ce tampon dans la 

zone de séparation en CE. D’une manière similaire, un analyte modèle, la biotine marquée FITC a été 

injectée sur un capillaire comprenant une zone de 3 à 20 mm en entrée conditionnée avec des 

particules greffées avec un anticorps anti-biotine [236]. Ces deux exemples ont utilisé des modes de 

détection simple par absorbance UV ou fluorescence. Ce système a tout de même pu être couplé à la 
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spectrométrie de masse et appliqué à l’immunoextraction et à l’analyse de l’hormone de libération 

des gonadotropines (GnRH) dans le sérum et l’urine [245] ou de peptides opioides dans du plasma 

[235]. Toutefois, ces études ne mentionnent pas les rendements d’extraction ayant pu être obtenus, 

tout comme la répétabilité de préparation de ces IS particulaires. De plus, comme nous l’avons vu 

précédemment, l’approche particulaire en capillaire implique le plus souvent l’utilisation de frittés, 

ce qui est le cas ici [231, 235, 236, 245] mais dont la synthèse peut s’avérer pénible et fastidieuse 

dans des systèmes d’aussi faible diamètre [196, 253].  

Ces particules ou billes greffées ont ainsi pu être intégrées également dans des systèmes sur 

puce et immobilisées en concevant des restrictions au sein de canaux [225-227], avec des 

micropiliers [228, 246] ou en intégrant un aimant pour maintenir des billes magnétiques [247]. Un 

marqueur protéique du cancer (CEA) a notamment été extrait à partir de sérum non dilué en utilisant 

des aptamères sur particules maintenues en place par des micropiliers dans une puce de PDMS avant 

son élution à partir de la puce par un accroissement de la température et son analyse par MALDI-TOF 

[246]. Un système d’élution consistant en l’utilisation d’un agent de liaison photoclivable pour lier 

l’aptamère aux particules a aussi été utilisé : l’irradiation des particules ou billes après piégeage de la 

cible permet l’élution de cette dernière liée aux aptamères. Ce système a été appliqué à des 

protéines détectées ensuite par fluorescence (marquées HCV RNA replicase) [228] ou après la 

digestion de la protéine piégée sur billes magnétiques (HCV RNA polymérase) par une protéase avant 

une détection MALDI-MS [247], l’un ou l’autre des deux modes de détection n’étant pas affectés par 

la présence des aptamères. Néanmoins, ce système ne peut pas être réutilisé. L’utilisation de billes 

magnétiques a également été récemment envisagée en capillaire pour le développement d’un IS 

placé en amont d’une séparation en CE [234]. Ce système est présenté en Figure 32. 

  
Figure 32 : Photographie d’un système de piégeage d’un immunoadsorbant sous formes de billes magnétiques greffées dans 
un capillaire. (A) Détail et dimensions de l’interface. (B) Cartouche Agilent 7100 CE-UV-vis avec l’interface pour couplage à la 

CE. (C) Billes magnétiques piégées dans un capillaire par le champ magnétique créé par les deux aimants montrés en (A). 
Adapté de [234] 

Ce support d’extraction sélective est basé sur des billes magnétiques greffées avec des 

anticorps anti-AGP (alpha-1 acide glycoprotéine) qui sont capturées au moyen d’un champ 

magnétique à l’entrée d’un capillaire en utilisant des aimants placés dans la cartouche de 
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l’instrument de CE [234]. L’optimisation des différents paramètres liés à la purification, 

préconcentration, séparation en CE et détection ont permis l’extraction et l’analyse en ligne de 10 

isoformes de l’AGP contenus dans des échantillons de sérum en moins d’une heure. Toutefois, cette 

méthode présente l’inconvénient de ne pas permettre une utilisation dans des systèmes induisant 

une forte perte de charge les billes étant libérées du champ magnétique par application d’une 

pression de 5,5 bars [234]. Si le piégeage des billes magnétiques semble répétable tout comme le 

greffage d’anticorps, une fois encore, ce mode de couplage ne se prête néanmoins pas à une 

caractérisation des rendements d’extraction qui ne sont pas explicitement mentionnés. Un 

changement fréquent des billes magnétiques (après chaque injection) a aussi été envisagé par les 

auteurs par application d’une pression élevée ce qui pose également des questions en termes de 

coût, les anticorps étant, comme déjà mentionné, des molécules onéreuses. Enfin, comme déjà 

mentionné précédemment, lorsque les capillaires d’extraction et de séparation ne sont pas dissociés, 

la matrice passe par la zone de séparation ce qui peut entraîner un encrassement de cette dernière. 

D’autres approches peuvent donc être considérées. 

• Immobilisation via la synthèse in-situ de monolithes 

Des stratégies monolithiques ont été explorées pour l’immobilisation de biomolécules dans 

des systèmes miniaturisés. Ces supports présentent comme nous l’avons vu beaucoup d’avantages 

parmi lesquels un transfert de masse rapide, une faible perte de charge, une préparation plus facile 

que des phases particulaires conditionnées en capillaire et une grande surface spécifique disponible 

pour le greffage. Jusqu’à maintenant seules quelques études ont décrits l’immobilisation d’anticorps 

[69, 180, 181, 223, 224, 232] et d’aptamères [152, 229, 237, 238] sur monolithes en format 

miniaturisé. L’immobilisation a été majoritairement considérée en utilisant des monolithes 

organiques, principalement à base de glycidyl méthacrylate, en utilisant pour les anticorps une 

approche covalente non orientée via leurs fonctions amines [69, 180, 181, 223, 224, 232] et des 

approches non covalentes biotine-streptavidine [152, 238] ou covalente [229] pour les aptamères.   

Des monolithes ont ainsi été synthétisés au format capillaire pour ensuite y immobiliser des 

biomolécules. Un système analytique incluant un monolithe avec des aptamères greffés couplé 

directement à une détection UV pour l’analyse du cytochrome C dans du sérum dilué par un facteur 

10 [238]. Dans ce cas, la sélectivité a été contrôlée en étudiant l’absence de rétention de la 

thrombine. Des IS couplés en ligne avec la CE et basés sur un monolithe de GMA-EDMA greffés par 

des anticorps spécifiques de l’ochratoxine A (OTA) en entrée du capillaire de séparation ont aussi été 

décrits [69]. Des rendements d’extraction de l’ordre de 100 % ont été obtenus après plus de 15 

analyses de milieux purs dopés sur le même IS miniaturisé mais l’analyse de matrices complexes n’a 

pas été étudiée. D’autres supports monolithiques en capillaire ont été directement connectés à un 

LIF et caractérisés par analyse frontale, le débit étant contrôlé par application d’une pression au 

moyen d’appareils d’électrophorèse capillaire. Chen et al [181] ont immobilisé de façon covalente 
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des anticorps polyclonaux anti-testostérone sur un monolithe organique à base de VDA-HEMA-EDMA 

synthétisé in situ dans une colonne capillaire de 100 µm d.i et de 1 cm de longueur. L’extraction 

sélective de la testostérone marquée une fois encore à la fluorescéine a été démontrée grâce à des 

injections sur l’IS et sur un monolithe contrôle non greffé. La performance du système développé a 

été démontrée ensuite par l’extraction de testostérone analysée en sortie de capillaire par 

immunoessais en mode compétitif avec des C.V. faibles de l’ordre de 7,3% (n = 4) montrant la 

réutilisabilité de l’IS. Malheureusement, encore une fois la quantité d’anticorps greffés n’a pas été 

mesurée tout comme la répétabilité de la préparation de l’IS. Faure et al [180] ont, eux, mis au point 

un système de préconcentration en ligne pour réaliser l’immunoextraction de petites molécules. 

Dans cette étude, un anticorps anti-OTA a été immobilisé sur un monolithe organique à base de 

GMA-EDMA synthétisé in situ dans un capillaire de 75 µm d.i. L’OTA n’a été retenue que par le 

capillaire greffé anti-OTA et non pas un capillaire contrôle ou par un capillaire greffé par des 

anticorps anti-AFB1 faisant ainsi la preuve de la sélectivité. Toutefois, là encore, malgré la preuve de 

sélectivité, la répétabilité du greffage ainsi que les rendements d’extraction ne sont pas mentionnés.  

Ces preuves de principe en capillaire sont souvent le point de départ avant l’intégration des 

outils bioanalytiques dans des microsystèmes. Certains systèmes ont néanmoins déjà été développés 

dès 2008. Sun et al [223] ont développé un microsystème intégrant un monolithe organique à base 

de GMA/EDMA préparé par photopolymérisation dans un des canaux de la puce et greffé ensuite par 

des anticorps anti-FITC. Le principe de cette puce est présenté en Figure 33. 

 
Figure 33 : Exemple d’IS en monolithe intégré à une puce. (A) Schéma : 1-Solution de lavage, 2- standard, 3-échantillon, 4-

solution d’élution, 5-poubelle, 6-électrolyte, 7-poubelle, 8-haute tension.(B) Photographie de la puce. Adapté [223] 

Cette puce a été appliquée à l’extraction et à la séparation en CE sur un second canal de 

protéines marquées FITC. La rétention sélective de la FITC-HSA et FITC-IgG sur le canal contenant l’IS 

a été démontrée grâce à une protéine interférente, la GFP, non marquée FITC et non retenue sur le 

support. Les rendements d’extraction après élution des protéines d’intérêt se sont avérés être 

supérieurs à 80 %. Le même groupe a utilisé une puce de PMMA contenant un monolithe à base de 

GMA greffé anti-FITC pour extraire sélectivement des acides aminés marqués FITC (glycine, 

phénylalanine et arginine) [224]. Encore une fois, si la répétabilité de l’extraction sur un IS unique a 

été démontrée, se pose la question de la répétabilité de préparation de tels IS ainsi que leur 

application à des matrices réelles qui n’a pas été envisagée. Ces études constituent d’autant plus une 

preuve de principe que l’antigène ciblé n’est pas la protéine cible mais le marqueur de fluorescence. 
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De ce fait, l’apport en sélectivité peut être surévalué par le mode de détection (tout composé non 

marqué peut être retenu non spécifiquement mais non détecté). Le système le plus intégré pour les 

aptamères a été proposé en 2013 par Gao et al [229]. Le design de la puce ainsi que les 

électrophérogrammes obtenus sont présentés en Figure 34. 

 
Figure 34 : Design d’une micropuce contenant un monolithe greffé par des aptamères au niveau du canal d’injection ; 

images MEB du monolithe de GMA-PEGDA synthétisé au sein du canal et électrophérogrammes des protéines éluées (A) 50 
µg/mL d’une solution pure dopée avec de la thrombine, (B) 50 µg/mL de FITC-HSA et GFP jouant le rôle de protéines 

interférentes and (C) éluat de thrombine liée [229]. 

 Une zone de piégeage faite d’un monolithe de 2 mm de longueur à base de glycidyl 

méthacrylate (GMA) et poly(éthylèneglycol)diacrylate (PEGDA) contenant des aptamères greffés a 

été préparé dans une puce et connecté à un canal de séparation par une section en croix. Après le 

piégeage par les aptamères de la thrombine marquée, la protéine est éluée par une solution aqueuse 

contenant de l’acide acétique et du NaCl sous une tension de 700 V et détectée encore une fois par 

fluorescence dans le canal de séparation. L’utilisation de polyéthylène glycol a permis de diminuer la 

contribution des interactions non spécifiques qui ont été, elles, évaluées en mesurant la fluorescence 

résultant de l’utilisation d’une séquence d’aptamère mélangée. Un signal dix fois moins élevé a été 

obtenu que lors de l’utilisation d’un aptamère anti-thombine. La sélectivité a aussi été contrôlée en 

vérifiant que deux autres protéines marquées n’étaient pas retenues. Comme beaucoup d’autres, 

cette puce n’a cependant été appliquée qu’à des milieux purs sur des protéines modèles marquées.  

Toutes ces dernières études ont développé des IS à base de monolithes organiques. 

Cependant, comme déjà mentionné, des problèmes de gonflement du monolithe surviennent 

souvent avec les monolithes organiques en présence de solvant organique [240]. Une alternative aux 

monolithes organiques peut consister à utiliser un monolithe hybride organique-inorganique, et donc 

à base de silice. Un monolithe hybride à base de TEOS et d’APTES a été synthétisé in situ en capillaire 

de 530 µm d.i. pour immobiliser des anticorps anti-IgG humaine [232]. Une fois l’antigène piégé, cet 

IS a été utilisé dans un mode sandwich, i.e. en utilisant pour la détection un deuxième anticorps 
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marqué par des quantums dots (CdSe), non immobilisé, et spécifique d’une autre partie de la 

molécule cible. L’élution est alors réalisé par une solution d’acide formique de faible pH et un 

couplage avec l’ICP-MS permet la quantification des anticorps marqués et donc indirectement de la 

quantité d’IgG humaine piégée sur l’IS. Avec cette méthode, l’extraction de l’IgG à partir de sérum 

humain dilué a été réalisée avec un rendement de 98 ± 5% (n = 3). Si la répétabilité des extractions et 

du protocole d’élution ont bien été évalué, une fois encore, peu de données sont fournies sur la 

répétabilité inter-synthèse tout comme sur le taux de greffage des anticorps. N. Deng et al ont, quant 

à eux, récemment caractérisé, en parallèle de ce projet de thèse, un système de purification à base 

d’aptamères en utilisant un aptamère 5’-C6 amino-modifié spécifique de l’α-thrombine immobilisé 

sur un monolithe hybride organique-inorganique préparé dans un capillaire de 250 µm de diamètre 

interne [237]. Un échantillon de plasma dilué a été injecté sur le capillaire et après lavage du 

monolithe en utilisant une phase mobile de faible force éluante, l’élution de l’α-thrombine a été 

directement suivie par détection UV connectée au capillaire. La sélectivité de ce système a été 

confirmée par l’étude de la rétention d’autres protéines (HSA, transferrine, myoglobine) qui n’ont 

pas été retenues. Un rendement proche de 90% a été estimé en eau pure sur trois colonnes 

différentes (C.V de 5,6%, n = 3). 

En définitive, la miniaturisation des outils d’extraction à base d’anticorps et d’aptamères a 

fait l’objet pour l’instant d’un nombre d’études limité. Les formats de miniaturisation sont très divers 

et surtout la caractérisation complète des supports en termes de répétabilité de l’extraction, de taux 

de greffage, de capacité, de répétabilité du greffage et de synthèse du support, est rarement menée 

à bien du fait, certainement, des difficultés de mise en œuvre de l’ensemble de ces mesures à une 

échelle aussi réduite. Un grand nombre d’études constituent encore de simples preuves de principe 

sur des supports uniques, appliqués à des milieux purs, pour l’extraction de molécules 

majoritairement marquées. 

 

5 Conclusion 

L’analyse de composés, et plus particulièrement de composés à l’état de traces, dans des 

matrices complexes requiert le plus souvent une étape de traitement de l’échantillon avant analyse 

par des méthodes chromatographiques. Cette étape permet de purifier, d’extraire et préconcentrer 

les analytes de manière à pouvoir atteindre une sensibilité suffisante et pallier les effets de matrices 

pouvant se traduire par la co-élution de composés interférents avec l’analyte cible ou par un 

phénomène de suppression d’ions en spectrométrie de masse gênant la quantification des molécules 

ciblées. Cette étape de traitement de l’échantillon est, aujourd’hui, majoritairement réalisée par 

extraction sur phase solide (SPE). Les phases conventionnelles de SPE mettent en jeu des 

mécanismes d’interactions hydrophobes, hydrophiles ou ioniques qui s’avèrent toutefois ne pas être 
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assez sélectifs pour éliminer l’ensemble des composants de la matrice et donc pallier intégralement 

les problèmes liés aux effets de matrices sus-cités. De manière à améliorer la sélectivité des supports 

de SPE, des outils basés sur des mécanismes de reconnaissance moléculaire ont été développés, 

parmi lesquels des supports basés sur l’immobilisation de biomolécules, i.e. anticorps et aptamères, 

et nommés respectivement immunoadsorbants (IS) et oligoadsorbants (OS). Au format 

conventionnel, ces IS ou OS sont le plus souvent préparés par greffage des biomolécules sur des 

particules conditionnées ensuite en cartouche de manière à réaliser l’ensemble des étapes du 

protocole de SPE, i.e. percolation, lavage et élution, en différé, en amont d’une analyse 

chromatographique ou électrophorétique. Ces outils peuvent également être couplés en ligne avec 

l’étape de séparation chromatographique ce qui a pour avantage un gain en sensibilité, l’ensemble 

de la fraction d’élution étant injectée dans le système d’analyse. Si le couplage en ligne d’IS a déjà été 

envisagé avec la chromatographie en phase liquide, le couplage en ligne d’OS n’a, lui, pas encore été 

décrit. 

La miniaturisation de tels outils est aujourd’hui essentielle pour réduire les coûts d’analyse, 

permettre l’analyse de faibles volumes d’échantillons mais aussi préconcentrer les échantillons et 

améliorer la sensibilité des systèmes miniaturisés qui sont le plus souvent utilisés avec des modes de 

détection simple. Peu d’études se sont intéressées jusqu’à maintenant à la miniaturisation des outils 

bioanalytiques. Différentes phases ont pu être envisagées pour leur préparation parmi lesquelles des 

phases pelliculaires, des structures microfabriquées, des particules ou des monolithes. La capacité 

des deux premières s’avèrent cependant limitée et l’approche particulaire peut, quant à elle s’avérer 

fastidieuse à mettre en œuvre dans des formats miniaturisés du fait de la difficulté d’immobilisation 

de particules dans des systèmes d’aussi faible diamètre. L’approche monolithique constitue donc une 

alternative intéressante. Des monolithes organiques, que ce soit au format conventionnel ou au 

format miniaturisé, ont été majoritairement utilisés pour l’immobilisation d’anticorps ou 

d’aptamères. Du fait de la difficulté à miniaturiser de tels outils, la caractérisation complète des 

supports développés en termes de répétabilité de préparation (synthèse du support et greffage), de 

mesure de la capacité, de rendements d’extraction ainsi que d’application à des matrices réelles 

n’est que succintement décrite. D’autre part, cette caractérisation est le plus souvent mise en œuvre 

via un contrôle électrocinétique de l’écoulement ce qui peut poser des problèmes de compatibilité 

entre les phases d’élution et de séparation ainsi que rendre plus difficile la caractérisation de 

nouveaux outils dont les mécanismes sont mal maîtrisés en phase d’étude exploratoire. La 

caractérisation par un mode hydrodynamique de contrôle de l’écoulement peut alors s’avérer plus 

appropriée, en première approche, pour faciliter les changements de solvants ou de tampon. 

 L’objectif de ce projet de thèse a été de développer des outils bioanalytiques miniaturisés, 

basés sur le greffage d’anticorps, d’aptamères mais aussi d’enzymes, pour réaliser l’analyse de 

composés de faible poids moléculaire mais aussi de protéines dans des matrices complexes. Pour 

cela, un couplage direct des outils avec la nanoLC a été envisagé. De ce fait, l’immobilisation des 

biomolécules sur un monolithe en capillaire à base de silice a été considérée de manière à pallier la 
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faible stabilité d’un monolithe organique une fois en contact avec la phase mobile hydro-organique 

utilisée pour l’étape d’élution et de séparation. Tout l’enjeu a été de développer une voie de 

synthèse du support monolithique qui soit répétable. Une fois cette répétabilité du support acquise, 

l’immobilisation des biomolécules a pu être envisagée. Une attention toute particulière a été 

accordée à la caractérisation complète des outils miniaturisés en capillaire en termes de répétabilité 

de greffage, de capacités, de rendements d’extraction et à leur application à l’extraction des 

molécules cibles de matrices complexes. 
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1 Introduction 

Avant de pouvoir envisager l’immobilisation de biomolécules dans un dispositif d’extraction, 

la première étape de ce travail expérimental a consisté à maîtriser la synthèse d’un support 

monolithique qui soit adapté au couplage avec la nanoLC. Ce support doit également présenter les 

fonctions appropriées pour l’immobilisation covalente de biomolécules. De plus, pour réaliser des 

extractions sélectives et minimiser les interactions non spécifiques en milieu aqueux, celui-ci ne doit 

pas être trop hydrophobe. Nous avons vu précédemment que des monolithes à base de glycidil 

méthacrylate pouvaient être utilisés pour le greffage d’anticorps et d’aptamères. Cependant, il a été 

montré que les interactions non spécifiques pouvaient s’avérer importantes avec ce type de 

monolithes [254, 255]. De ce fait, ce projet s’est orienté vers la synthèse in situ d’un support 

monolithique à base de silice. La silice est hydrophile du fait de la présence de groupements silanols 

Si-OH en surface. De plus, la silice au format particules et conditionnées en cartouche, a déjà fait 

l’objet d’un grand nombre d’études relatives à l’extraction sélective et au greffage de biomolécules 

en format conventionnel. Les monolithes à base de silice sont synthétisés via le procédé sol-gel qui 

permet un contrôle indépendant de la taille du squelette et des macropores. En 1998, Ishizuka et al 

ont synthétisé le premier monolithe de silice en capillaire en utilisant un procédé sol-gel à étape 

multiple impliquant une fonctionnalisation ultérieure avec de l’octadécyldiméthyl-N,N-

diéthylaminosilane de manière à greffer à la surface du monolithe des chaînes C18 pour des 

séparations en phase inverse [256]. Depuis, ce type de monolithe a été largement utilisé en 

chromatographie [210, 257, 258]. Un type de monolithe, dit hybride, organique-inorganique, a été 

plus récemment développé [211, 259]. Ces monolithes sont basés sur la polycondensation de 

siloxanes et d’organosiloxanes et permettent ainsi d’intégrer en une étape des fonctions organiques 

au sein du monolithe. Ce type de monolithes a notamment été utilisé pour des séparations en CEC ou 

nanoLC [260-268]. Par ailleurs, une étude de Ma et al en 2008 a montré qu’un monolithe hybride, 

présentant des fonctions aminopropyl en surface, pouvait être utilisé pour immobiliser une enzyme 

protéolytique, la trypsine [269]. 

Ce chapitre présente la partie du projet consacrée à l’élaboration d’un protocole permettant 

l’obtention d’un monolithe en capillaire adapté à l’immobilisation covalente de biomolécules en se 

basant principalement sur les travaux de Yan et al [263] et Ma et al [269]. Les conditions de synthèse 

(activation, remplissage du capillaire, teneur en eau du mélange,  ratio des précurseurs, durée du 

vieillissement et élimination post-synthèse du porogène) ont d’abord été optimisées par une 

approche monovariée de façon à obtenir une répétabilité satisfaisante et de pouvoir ensuite 

envisager de jouer sur d’autres paramètres tels que la quantité de porogène et la température du 

mélange réactionnel pour en modifier la macroporosité. 
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silice qui constitueront le squelette du monolithe et des zones riches en solvant qui en constitueront 

les pores apparaissent. Ce phénomène constitue la séparation de phases et est le résultat d’un 

mécanisme dit de décomposition spinodale [271]. Celle-ci est précédée, accompagnée ou suivie 

d’une étape de gélification (transition sol-gel) qui fige le matériau à un moment donné de l’évolution 

de la séparation de phases. Plus rigoureusement, la gélification se produit au moment où la viscosité 

du milieu tend vers l’infini [270]. Le temps nécessaire au « sol » pour se transformer en « gel » est 

alors appelé temps de gel (ou point de gel). 

Une fois le temps de gel atteint, une étape de vieillissement peut être observée. La réaction 

qui entraîne la gélification ne s’arrête en effet pas au point de gel. Elle se poursuit et peut même 

durer plusieurs mois [270]. Le liquide interstitiel contient encore des monomères ainsi que des 

oligomères qui continuent à réagir et des réactions de réticulation peuvent se produire localement, 

dans le réseau gélifié, contribuant au durcissement du gel. Lorsque le gel vieillit, le phénomène de 

réticulation peut conduire au rétrécissement du matériau avec expulsion du solvant : on parle alors 

de « synérèse » [270]. Indépendamment de la synérèse, il est possible de sécher le gel, soit en 

conditions atmosphériques, soit en conditions supercritiques. Dans les deux cas, on obtient un 

réseau plus ou moins dense sans solvant, appelé « xérogel » lorsque le séchage a lieu en conditions 

atmosphériques, et « aérogel » en conditions supercritiques. Les xérogels sont généralement plus 

denses que les aérogels [270]. 

Utilisé comme tel, le procédé sol-gel permet l’obtention de matériaux microporeux voire 

mésoporeux. Cependant, pour une utilisation en nanochromatographie liquide, il est nécessaire 

d’ajouter un porogène de manière à obtenir un support présentant les macropores indispensables à 

l’écoulement des liquides et surtout à la limitation de la perte de charges du matériau, ainsi que des 

mésopores jouant, eux, sur la surface spécifique. Plusieurs approches peuvent être choisies pour 

générer des pores de grande dimension ou macropores. Parmi ces approches, des approches faisant 

intervenir le polyéthylène glycol (PEG) qui joue sur la séparation de phases pour générer des méso- 

et macropores [210, 266] et  d’autres faisant intervenir un agent directeur de structure (tensioactif) 

[263, 269] ont été décrites. 

1.2 Présentation du monolithe hybride choisi 

De façon à greffer des biomolécules, notre objectif a été de choisir une voie de synthèse 

permettant d’avoir des groupements amines en surface des pores. Ces groupements amines vont 

pouvoir ensuite être activés grâce à un traitement au glutaraldéhyde de manière à pouvoir greffer les 

biomolécules. Un précurseur contenant un groupement aminopropyl, l’aminopropyltriéthoxysilane 

(APTES, (EtO)3Si(CH2)3NH2) est disponible commercialement et se trouve être propice au greffage de 

biomolécules par cette approche [269]. Deux stratégies peuvent être envisagées lorsque l’on 

souhaite utiliser ce précurseur. La première approche consiste à synthétiser un monolithe à base de 
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dépendants des conditions de synthèse utilisées [272, 273, 276, 277]. La Figure 

mécanismes possibles proposés pour des silices mésostructurées et hautement ordonnées (matériau 

CTAB. 

Schéma de synthèse du monolithe inorganique-organique à base de TEOS et APTES 
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TEOS puis de faire réagir ultérieurement les groupements silanols libres de ce 

fonctionnaliser la surface des pores. Le problème de cette 

méthode est qu’elle peut entraîner une répartition non homogène des groupements amine au sein 

. En effet, si les organosilanes réagissent dès l’entrée des pores, une quantité 

moins importante sera amenée à réagir en aval conduisant à un greffage inhomogène. Elle introduit 

cacité reste à évaluer.  

dans ce projet de thèse consiste en une 

TEOS et l’APTES. Cette 

opyl, sont ancrés à la 

groupements organiques avec le réseau de silice 

taux d’hydrolyse et de condensation moins important de l’organosilane 

omparaison du précurseur inorganique pur (TEOS) ce qui retarde sa participation dans le 

De plus ces groupements organiques sont censés être 

tte approche a notamment 

avec succès par d’autres équipes pour la séparation de composés acides en 

microextraction de métaux à l’état de traces avant 

comme évoqué précédemment [269] mais 

ainsi que d’aptamères 

après le commencement de ce projet de thèse.  

avant, deux approches peuvent être suivies pour générer les macro- et 

mésopores d’un monolithe. Le porogène finalement utilisé dans ce projet est un tensioactif, le 

. Les mécanismes proposés pour la formation des méso- 

ou macropores au sein du monolithe par ce type d’approche sont nombreux et fortement 

Figure 36 illustre un des 

ordonnées (matériau 

 
 en présence de CTAB. 
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Un matériau aussi ordonné est très difficile à obtenir, il est donc très peu probable que 

l’arrangement des micelles soit exactement celui proposé dans ce schéma dans le cadre de la 

synthèse du monolithe en capillaire présentée dans ce chapitre. Elle illustre cependant très bien le 

principe général de formation de pores par utilisation d’un tensioactif. Au-dessus de la concentration 

micellaire critique du tensioactif utilisé, des micelles se forment. Ces micelles peuvent être de forme 

sphérique, cylindrique (Figure 36), bicontinu ou celles-ci peuvent former des liposomes. Lors de la 

séparation de phases, les précurseurs de silice réagissent au niveau des zones riches en eau situées 

autour des micelles. De ce fait, le réseau se forme au niveau des têtes polaires des tensioactifs à la 

surface externe des micelles. Le réseau inorganique-organique croît donc autour de cette structure 

ce qui permet l’obtention d’un monolithe méso- et macroporeux [272, 273, 276, 277]. Dans notre 

étude, la concentration minimale en tensioactif étudiée dans un mélange réactionnel composé à 45% 

en volume d’éthanol est de 0,023 mol/L (pour un rapport CTAB/précurseurs de 1,1%). Cette 

concentration est supérieure à la concentration micellaire critique (CMC) d’environ 0,015 mol/L qu’il 

est possible d’extrapoler des mesures de CMC du CTAB effectuées par Wei Li et al en 2006 dans des 

mélanges eau/éthanol de diverses compositions [278]. 

2 Matériels et méthodes 

De façon à faciliter la compréhension des résultats obtenus dans ce chapitre expérimental, 

cette partie a vocation à présenter l’ensemble des appareillages et modes opératoires appliqués 

pour la synthèse et la caractérisation de monolithes hybrides. 

2.1 Procédé de synthèse in situ en capillaire 

2.1.1 Activation des parois du capillaire 

Le processus de synthèse in situ d’un monolithe en capillaire de silice fondue (d.i. = 100 µm) 

comporte une première étape ayant pour but la modification chimique des ponts siloxanes de la 

paroi du capillaire en groupements silanols, dans le but de pouvoir ancrer le futur monolithe aux 

parois. Un des avantages de cette étape est donc de permettre la liaison covalente, uniforme et 

homogène du monolithe à la paroi du capillaire. De plus, si le monolithe est lié aux parois, les effets 

de bords devraient être minimisés. Cette modification comprend plusieurs étapes. 

Le protocole appliqué est proche des protocoles décrits dans de nombreuses publications 

pour l’activation de capillaires préalablement à une synthèse in situ de monolithes à base de silice 

[260-263, 265, 267, 268]. Le dispositif employé pour réaliser cette étape d’activation est présenté en 

Figure 37.  
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Figure 37 : Photographie du montage permettant l’activation des capillaires de silice fondue. 

Les capillaires sont rincés en imposant une surpression dans un flacon rempli successivement 

par les différentes solutions permettant l’activation. Les capillaires sont ainsi rincés pendant 3 heures 

avec une solution de soude (NaOH) à 2 M. Cette première étape effectuée en un milieu très basique  

permet d’obtenir une dépolymérisation locale du réseau silicate permettant d’augmenter le nombre 

de groupements silanol présents, sous forme de groupements Si-O- et d’éliminer des impuretés à la 

surface. Cette étape est suivie d’un rinçage avec une solution d’acide chlorhydrique (HCl) 0,2 M 

pendant 30 min de façon à neutraliser les groupements silanols formés sous forme Si-OH. Ces étapes 

sont enfin suivies d’un lavage à l’eau pendant 5 min puis d’un rinçage au méthanol (5 min). Enfin, un 

séchage sous flux d’azote est réalisé à 160°C dans un four de chromatographie en phase gazeuse 

pendant 3 heures. 

2.1.2 Synthèse et remplissage des capillaires 

Le remplissage des capillaires de silice est l’étape critique du protocole de synthèse du 

monolithe hybride dans des capillaires de faible diamètre interne (100 µm). Comme nous allons le 

voir, le temps de gel du monolithe hybride choisi s’est avéré être très faible. De ce fait, le remplissage 

doit être effectué rapidement, une fois l’ensemble des réactifs introduits dans le mélange de 

synthèse. Ceci nous a empêché d’utiliser un remplissage par utilisation d’une seringue contenant le 

mélange réactionnel tel que référencé dans certaines études [265, 279]. 

Pour ce faire, deux protocoles ont été envisagés. Le premier consiste à préparer le mélange 

réactionnel puis à le vortexer. Le flacon est ensuite scellé par un bouchon fait d’un septum au travers 

duquel le capillaire activé a été inséré. Le scellage du flacon entraîne une très légère surpression 

(visible au niveau du septum) et le capillaire est rempli à l’aide de cette légère surpression et par 

capillarité. Le deuxième  protocole consiste à générer une surpression plus forte au moyen d’une 

seringue en introduisant une quantité d’air fixée dans le flacon tout en maintenant la surpression 

manuellement. 

L’étape de gélification, très rapide, est effectuée à 22°C. Cette température est la même que 

la température du capillaire. Par contre, deux voies de synthèses ont été explorées : l’une en 
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équilibrant au préalable l’ensemble des réactifs à 0°C dans un bain de glace avant remplissage du 

capillaire, l’autre en équilibrant l’ensemble des réactifs à 22°C. Les résultats obtenus concernant ces 

deux voies de synthèse seront discutés ci-après. 

2.1.3 Etape de vieillissement 

Une fois remplis et scellés, les capillaires sont placés dans une étuve ou dans un bain-marie 

pour l’étape de vieillissement. Deux températures ont été testées : 40 et 50°C. Les capillaires étant 

scellés, cette étape de vieillissement est réalisée en évitant au maximum l’évaporation du solvant 

interstitiel (particulièrement dans le cas de l’utilisation d’un bain-marie) laissant le monolithe en 

formation dans un milieu humide de la même manière que présenté dans l’étude de Yan et al [263]. 

Plusieurs durées de vieillissement ont été étudiées : 24h, 40h et 64h. Aucune étape de séchage n’est 

réalisée ultérieurement à ce vieillissement. 

Dans le cas des synthèses réalisées en bloc (« bulk ») en flacon, il est à noter que l’étape de 

vieillissement est légèrement différente du fait de la difficulté à conserver le gel dans un milieu 

humide. Le vieillissement est ainsi réalisé dans une étuve et donc également inévitablement séché 

sous pression atmosphérique. En effet, bien que les flacons soient scellés, ils ne sont jamais remplis 

intégralement avec le mélange de polymérisation. Un espace de tête reste donc présent au dessus 

du bloc. 

2.2 Lavage 

Le lavage (ou échange de solvants) permet d’éliminer le tensioactif faisant office de porogène 

lors de la synthèse du monolithe ainsi que les monomères n’ayant pas réagi. Cette élimination du 

porogène est une étape qui peut être délicate et peut avoir une forte influence sur les propriétés du 

monolithe si celle-ci est incomplète [280]. 

En milieu non confiné, lorsque la synthèse a été réalisée en « bulk » dans des flacons, le 

matériau une fois séché a été broyé grossièrement en particules de quelques millimètres de 

diamètre. Celles-ci ont ensuite été introduites dans une cartouche de SPE, entre deux frittés, afin de 

procédé au rinçage. La phase monolithique rincée dans chaque cas occupe un volume d’environ 2 

mL. Un volume de 40 mL d’éthanol puis un volume de 40 mL d’eau a été percolé au travers de la 

cartouche (soit environ 20 fois le volume du monolithe lavé). Un pousse-seringue a été utilisé pour 

réguler le débit et faire pénétrer les différentes solutions de rinçage dans la cartouche.  

Concernant le monolithe en capillaire, celui-ci est branché en sortie d’une pompe de nanoLC 

délivrant 100% d’éthanol. Celui-ci est alors lavé pendant une durée nécessaire au passage d’un 

équivalent de 20 volumes de capillaire. Ensuite le même volume d’eau est cette fois percolé à travers 
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le capillaire et au même débit pendant la même durée. Le capillaire est alors scellé par des bouchons 

en silicone et conservé sous eau. 

2.3 Caractérisation des monolithes 

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour caractériser les monolithes synthétisés. 

2.3.1 Microscopie optique et électronique à balayage 

La microscopie optique à statif inversé a été utilisée pour caractériser l’homogénéité 

longitudinale du remplissage des capillaires grâce à un microscope Olympus x40 équipé d’une 

caméra CCD (RD Vision) avec un logiciel d’interface HIRIS (RD Vision). 

La microscopie électronique à balayage (MEB) a été utilisée quant à elle pour caractériser la 

structure en coupe des monolithes synthétisés en capillaire. Il s’agit d’une technique 

d'observation de la topographie des surfaces. Elle est fondée principalement sur la détection des 

électrons secondaires émergents de la surface sous l'impact d'un très fin pinceau d'électrons 

primaires qui balaye la surface observée et permet d'obtenir des images avec un fort pouvoir 

séparateur, un grandissement efficace et une grande profondeur de champ. Le grandissement 

obtenu avec ce type de microscope permet une caractérisation de la morphologie du squelette ainsi 

que de la taille des macropores. Des caractérisations ont été menées sur des coupes de capillaires, 

après métallisation avec une fine couche d’or des échantillons (cf. Annexe 1). Le microscope utilisé 

est un Hitachi S-3600N utilisé avec une énergie de faisceau comprise entre 5 keV et 20 keV et 

propriété du LPEM (Laboratoire de Physique et d’Etude des Matériaux, UMR 8213 

UPMC/ESPCI/CNRS). Ce MEB a pu être utilisé pour ce projet de thèse après une formation appropriée 

de manière à réaliser personnellement l’ensemble des observations. 

Bien que la microscopie électronique à balayage permette une visualisation de la structure 

du monolithe synthétisé en capillaire, il s’agit plutôt d’une caractérisation qualitative du monolithe à 

un point donné du capillaire qui ne permet pas de déterminer l’homogénéité de la structure et de 

l’ancrage du monolithe sur l’ensemble de la longueur du capillaire. Cette méthode est de plus 

destructive, ce qui ne permet pas de réutiliser le capillaire dans sa totalité pour ensuite procéder à 

des étapes d’activation et de greffage. 

2.3.2 Mesures de perméabilité 

Pour pallier les limitations des caractérisations par MEB, des mesures de perméabilité ont 

également été systématiquement réalisées sur tous les capillaires synthétisés. La perméabilité 

correspond à la capacité du monolithe à laisser passer un fluide sous l’effet d’un gradient de 
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pression. Elle s’exprime en m². La perméabilité est un paramètre caractéristique du matériau qui 

intervient dans la loi de Darcy. Cette loi relie la perte de charge (∆P) générée par le capillaire 

monolithique au débit appliqué (F) selon la relation reportée ci-dessous. Cette relation fait intervenir 

un coefficient de proportionnalité qui dépend de la perméabilité K.  

∆P =
η. L

K. S
× F				 ↔ 				K = 	

4η× L

π × (d�)² × ∆P
× F 

où η est la viscosité de la phase mobile, L la longueur du capillaire, S la section interne du 

capillaire et di le diamètre interne du capillaire. 

Une fois le tensioactif éliminé, la perméabilité est déterminée en connectant le capillaire à 

une pompe de nanoLC. La pression résiduelle du système de nano-pompe est systématiquement 

retranchée aux mesures effectuées une fois un capillaire connecté. Ces mesures ont toujours été 

réalisées en percolant une phase mobile constituée de 100% d’eau. La perte de charge est alors 

mesurée après application de 4 débits différents (100, 300, 500 et 700 nL/min) et régression linéaire 

sur les mesures de perte de charge en fonction du débit appliqué.  

Cette caractérisation donne des informations sur l’ancrage du monolithe à la paroi du 

capillaire ainsi que sur sa résistance mécanique à la pression. En effet, si le monolithe se désolidarise, 

même localement, de la paroi du capillaire, la perméabilité augmentera puisqu’une grande partie du 

solvant passera par les vides créés. De la même façon, si la structure du monolithe s’effondre 

localement après vieillissement ou du fait d’une trop forte pression, le profil hydrodynamique peut 

s’éloigner de la linéarité. 

2.3.3 Analyses thermiques 

Les analyses thermiques différentielle (ATD) et gravimétrique (ATG) fournissent des 

renseignements sur la nature du matériau.  

L'ATG est une technique dans laquelle la variawon de masse d’un échanwllon (∆m) est 

enregistrée en foncwon du temps (∆m = f(t)) ou de la température (∆m = h(T)), alors que la 

température est elle-même programmée (T = g(t)). Une perte de masse (∆m < 0) traduit des 

phénomènes de désorpwon, d'évaporawon, de sublimawon, de décomposiwon, de corrosion avec 

formation d’un composé volawl, ou certaines réacwons chimiques. La DTG (Derivative 

ThermoGravimetry) représente la dérivée du signal ATG par rapport au temps (d∆m/dt) ou à la 

température (d∆m/dT). Ce signal est uwlisé pour mieux définir le départ de masse ou la cinéwque de 

la réacwon : les maxima et minima de la courbe DTG représentent les points de vitesse maxima et 

minima des phénomènes physico-chimiques associés aux variations de masse de l'échantillon (points 

d’inflexion de la courbe ATG). L'ATD est une technique dans laquelle la différence de température 

entre un échanwllon et une référence (∆T) est enregistrée en foncwon du temps (∆T = f(t)) ou de la 
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température (∆T = h(T)), alors que la température est elle-même programmée (T = g(t)). Les pics sur 

la courbe ATD nous donnent donc les variations d'enthalpie des phénomènes physico-chimiques 

observés : ∆T > 0 (pic vers le haut) traduit un phénomène exothermique et ∆T < 0 (pic vers le bas) 

traduit un phénomène endothermique. La courbe ATD permet donc d'identifier les phénomènes 

physico-chimiques associés aux variations de masse de l'échantillon. 

L’ensemble de ces analyses ont été personellement réalisée sur un analyseur SDT Q600 (TA 

Instruments), propriété du laboratoire SIMM (Sciences et Ingénierie de la Matière Molle, UMR 7615 

UPMC/ESPCI/CNRS) dans les conditions suivantes :  

- Masse de l'échantillon de départ : 8,710 mg pour le monolithe non rincé et 8,258 mg pour 

le monolithe rincé 

- Variation de température : de 40 à 1200°C 

- Vitesse de chauffage : 20°C/min avec un isotherme de 20 min à 105°C 

- Creuset en platine 

- Atmosphère : Azote à 50 mL/min 

3 Optimisation du protocole de synthèse en capillaire 

Cette partie est consacrée à la description des études réalisées pour obtenir une synthèse de 

monolithe hybride organique-inorganique en capillaire basée sur l’utilisation de TEOS et d’APTES qui 

soit répétable et compatible avec un couplage avec la nanoLC. La synthèse en capillaire s’est révélée 

difficile à mettre en œuvre tant du fait d’un temps de gel très court qui limite la longueur des 

capillaires pouvant être remplis que du fait des problèmes inhérents aux synthèses de monolithes 

hybrides à base de silice déjà décrits dans la littérature tels que le phénomène de rétreint dû à la 

synérèse, le manque d’homogénéité du monolithe obtenu, les problèmes d’ancrage aux parois ou le 

manque de répétabilité [257, 260-262]. D’autre part, aucune donnée relative à la répétabilité de la 

synthèse du monolithe à base d’APTES et de TEOS n’est disponible dans les deux principales 

publications de référence de ce travail de thèse [263, 269]. L’objectif de cette partie du projet a donc 

été de développer un protocole permettant d’obtenir un monolithe hybride homogène en capillaire, 

bien ancré aux parois internes de façon à limiter l’apparition de chemins préférentiels pour les 

solutés, présentant une perte de charge limitée et une bonne résistance mécanique de façon à 

pouvoir envisager un couplage direct avec la nanoLC et surtout dont la synthèse s’avère répétable 

pour ensuite envisager l’immobilisation de biomolécules sur des supports comparables. 

Dans cette partie, les résultats de la caractérisation des monolithes de silice synthétisés en 

milieu confiné (capillaires) et non-confiné (flacons) seront présentés. Ces monolithes en milieu non-

confiné ont été synthétisés de manière à pouvoir caractériser le support par des méthodes qui ne 

peuvent pas être appliquées sur capillaire. Tout d'abord, la méthode de remplissage des capillaires 
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avec le mélange réactionnel a dû être optimisée en jouant sur la surpression appliquée pour le 

remplissage ainsi qu’en essayant de retarder le temps de gel. La qualité de l’étape d’élimination du 

porogène après gélation et vieillissement a ensuite été contrôlée. La répétabilité du protocole de 

synthèse en capillaire a ensuite été démontrée permettant ensuite de  faire varier des paramètres, 

tels que la quantité de porogène ou la température de gélation, qui se sont avérés avoir une 

influence sur la perméabilité du monolithe.  

3.1 Essais préliminaires 

Quatre publications, fruits du travail de deux équipes de recherche distinctes et apparues 

dans la littérature avant le commencement de ce projet de thèse, décrivent la synthèse d’un 

monolithe hybride à base de TEOS et d’APTES. Les premiers essais relatifs à la synthèse en capillaire 

du monolithe organique-inorganique ont donc consisté à évaluer les différentes voies de synthèse 

proposées par ces deux équipes. Les paramètres de synthèse utilisés dans ces travaux sont reportés 

dans le Tableau 8. 

Tableau 8 : Protocoles décrits dans la littérature pour la synthèse d’un monolithe hybride organique-inorganique. 

  Equipe de Y. Zhang Equipe de B. Hu 

  
Yan et al [263] Ma et al [269] Chen et al [232] Zhang et al [275] 

Année 2004 2008 2010 2011 
Capillaire d.i. 75 µm 100 µm 530 µm 530 µm 

M
él

an
ge

 r
éa

ct
io

n
n

el
 TEOS 112 µL 112 µL 200 µL 250 µL 

APTES 118 µL 118 µL 200 µL 150 µL 

CTAB 8 mg 8 mg - - 

PEG - - 10 mg 30 mg 

Eau 32 µL 32 µL 50 µL 60 µL 

EtOH 215 µL 215 µL 200 µL 300 µL 

[BMIM]BF4 - - 150 µL - 

V
ie

il.
 

Durée 24 h 24 h 6 h 24 h 

Température T°amb 40 °C 60 °C 40 °C 

Lavage EtOH/Eau EtOH/Eau EtOH/Eau EtOH/Eau 

Séchage aucun aucun Azote 30 min 120 °C, 8h 
d.i. : diamètre interne, Vieil. : vieillissement, T°amb : température ambiante, EtOH : éthanol, [BMIM]BF4 : 1-Butyl-3-

méthylimidazolium tétrafluoroborate 

La voie de synthèse proposée par l’équipe de Chen et al et Zhang et al n’implique pas 

l’utilisation d’un tensioactif comme porogène, mais l’utilisation de PEG (Mw = 10 000). Le PEG est 

introduit pour favoriser la transition de phases au cours du procédé sol-gel avec création d’une phase 

gel riche en complexe « silice-polymère » et d’une phase riche en solvant de façon à assister la 

formation des macropores. D’autre part, la voie de synthèse proposée par Chen et al introduit, en 

plus, un liquide ionique, le 1-Butyl-3-méthylimidazolium tétrafluoroborate ([BMIM]BF4) pour ensuite 

immobiliser des anticorps sur le monolithe formé. L’utilisation d’un liquide ionique est censée, selon 

les auteurs, réduire le risque de rétreint du monolithe lors du vieillissement et le liquide ionique est 
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également censée participer à la formation des macropores [232]. Ces deux voies de synthèse ont 

été étudiées succintement. Les essais de synthèses impliquant l’utilisation de PEG se sont révélées 

infructueuses, le remplissage des capillaires effectués avec les mélanges réactionnels correspondant 

présentant une structure très éloignée de la structure particulaire attendue et présentée par les 

auteurs [275]. Les monolithes synthétisés en utilisant du PEG (Mw = 10 000) et le liquide ionique 

précité ont, quant à eux, présenté un problème de stabilité évident. En effet, la voie de synthèse de 

Chen et al a été testée en flacon tout comme en capillaire. Si la transition sol-gel a pu être observée, 

le monolithe formé s’est avéré présenter, après vieillissement pendant 6 heures à 60 °C dans une 

étuve, une phase liquide surnageante, laissant supposer une très mauvaise stabilité des synthèses 

par cette approche, les monolithes préparés en flacon présentant de plus une texture « molle ». En 

outre, les capillaires remplis avec les mélanges réactionnels préparés via ce procédé de synthèse 

n’ont présenté qu’une perte de charge quasiment nulle une fois connectés en sortie d’une pompe de 

nanoLC. Ces résultats laissent des doutes sur la possibilité de greffer des anticorps sur un tel support 

avec les seules informations fournies par Chen et al [232].  

Les conditions de synthèse proposées par l’équipe de Yukui Zhang (Yan et al et Ma et al) ont, 

quant à elles, conduient à des résultats préliminaires beaucoup plus encourageants : des monolithes 

« durs » ont été obtenus en flacon et les capillaires ont présenté une perte de charge non nulle une 

fois connectés en sortie d’une pompe de nanoLC. Le choix a donc été fait de poursuivre les études 

sur cette voie de synthèse en optimisant le protocole de remplissage et en faisant varier les 

différents paramètres pouvant affecter la structure du monolithe. Une surface spécifique de 105,3 

m²/g  a notamment été mesurée par Yan et al [263] par cette voie de synthèse. Cette valeur est de 

l’ordre de deux fois supérieures aux monolithes organiques ce qui laisse augurer la possibilité 

d’obtenir de forts taux de greffage sur ce monolithe hybride. Il est à noter que le protocole 

d’activation de la surface interne des capillaires présenté ci-avant s’est toujours avéré suffisant au 

cours de ce projet de thèse pour obtenir un monolithe correctement ancré aux parois du capillaire. 

Cette étape d’activation ne fera donc l’objet d’aucune optimisation particulière dans la suite de cette 

étude. De plus, le volume d’éthanol ajouté au mélange réactionnel a toujours été fixé à 215 µL pour 

un rapport molaire EtOH/Précurseurs de 3,67, i.e. la quantité d’éthanol initialement rapportée par 

Yan et al [263] et Ma et al [269] (Tableau 8). 

3.2 Etude du temps de gel 

Une des propriétés de la voie de synthèse choisie est qu’elle ne nécessite pas de catalyseur 

contrairement à la très grande majorité des synthèses de monolithes hybrides ou à base de silice 

[210, 257, 258]. En effet, la présence du groupement amine au sein du précurseur APTES suffit à 

catalyser la réaction comme déjà décrit par plusieurs études [263, 281, 282]. Des temps de gel très 

courts, de l’ordre de 2 minutes, ont été observés pour des synthèses réalisées en flacon à 22°C. Le 

problème de cette gélation rapide est qu’elle s’est avérée gênante pour le remplissage de capillaires 
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de plusieurs dizaines de centimètres. En effet, si une longueur trop importante de capillaire est 

utilisée, le remplissage complet du capillaire s’avère impossible. Pour ralentir la gélation, nous avons 

tout d’abord effectué des essais en équilibrant la température de l’ensemble des réactifs à 0°C à 

l’aide d’un bain de glace. Le mélange réactionnel est alors préparé à cette température puis sorti du 

bain de glace immédiatement après l’ajout des précurseurs. 

Nous avons donc dans un premier temps étudié le temps de gel de différents mélanges de 

polymérisation, par cette méthode, en faisant varier le rapport molaire eau/précurseurs (E/P) mais 

aussi le rapport molaire TEOS/APTES, afin de choisir le mélange le plus approprié à un remplissage 

aisé et à l’obtention d’un monolithe présentant une structure particulaire caractéristique d’une 

catalyse basique (telle que décrite par Ma et al et Yan et al [263, 269]), résistant mécaniquement à la 

pression et bien ancré aux parois.  

3.2.1 Effet de la teneur en eau  

Une étude sur le taux d’hydrolyse a été effectuée afin de déterminer son impact réel sur la 

cinétique de polymérisation qui peut être évaluée par le temps de gel. L’eau est en effet à la fois un 

réactif et un produit de la réaction par voie sol-gel. Le temps de gel est considéré comme atteint lors 

de l’apparition de la polymérisation, i.e. au début de l’opacité dans le flacon ainsi que lorsque le 

mélange se fige (déterminé grâce à un fin capillaire introduit dans le flacon et agité lentement). Cinq 

rapports molaires E/P ont ainsi été étudiés en triplicat dans des flacons de 1,5 mL. Dans le protocole 

de référence de Ma et al [269] (Tableau 8), le volume d’eau dans le mélange réactionnel est de 32 μL 

pour un ratio molaire E/P de 1,77 . Cette quantité d’eau suffit à faire que l’hydrolyse soit complète, 

i.e. d’hydrolyser toutes les fonctions susceptibles de l’être [269]. Quatre quantités d’eau 

supplémentaires en encadrant cette valeur ont été choisies en plus de celle décrite précédemment : 

E/P = 0,44, 0,89, 2,66 et 3,54. Les résultats provenant de ces cinq essais, sont présentés en Figure 38. 

 
Figure 38 : Effet du rapport molaire eau/précurseurs sur le temps de gel. Mesures effectuées en flacon. La concentration 

totale en précurseurs est définie comme la somme des concentrations en TEOS et APTES dans le mélange de polymérisation. 
Synthèse à partir de 8 mg de CTAB, 118 µL d’APTES, 112 µL de TEOS, 215 µL d’EtOH et de quantités variables d’eau (8 µL, 16 

µL, 32 µL, 48 µL et 64 µL). 
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Il est visible que la diminution de la quantité d’eau dans le mélange de polymérisation 

entraîne une diminution du temps de gel. Avec un rapport molaire E/P de 0,44 un temps de gel 

moyen de 17 min 45 sec ± 33 sec (n = 3) a été observé. Ce temps de gel diminue rapidement lorsque 

le rapport molaire se rapproche de 1 (7 min 58 ± 7 sec à E/P = 0,89 ; n = 3). Le temps de gel a donc 

été multiplié par un facteur 4 et 1,8 par rapport à la synthèse de référence [269]. Ce facteur est de 

0,72 et 0,70 pour des rapports molaires de 2,66 et 3,54. Notre but étant d’obtenir un monolithe qui 

puisse également présenter une résistance mécanique suffisante pour être transposé en capillaire et 

surtout qui ne gélifie pas trop vite de façon à pouvoir remplir des capillaires facilement et sur toute 

leur longueur, il a été choisi de ne transposer au format capillaire que les méthodes de synthèse 

correspondant aux trois ratios E/P les plus faibles et égaux à 0,44, 0,89 et 1,77. Les autres ratios E/P, 

qui entraînent une diminution du temps de gel et donc diminuent la longueur de capillaire qu’il est 

possible de remplir aisément et de façon homogène, n’ont pas été davantage étudiés en format 

capillaire.  

Trois capillaires de silice fondue de 20 cm chacun et prélablement activés ont été remplis par 

capillarité pour chacun des ratios molaires étudiés. La longueur de 20 cm a été choisie car le 

remplissage du capillaire avec un mélange de synthèse de ratio E/P égal à 1,77 ne permet pas de 

remplir une longueur plus importante par simple capillarité (avec utilisation d’un bain de glace pour 

maintenir les réactifs à 0°C avant remplissage). Par ces essais, la structure des monolithes synthétisés 

avec des ratios E/P de 0,44 et de 0,89 se trouve être très différente d’une phase particulaire 

condensée attendue comme l’illustre la Figure 39, après observation au MEB. 

 
Figure 39 : Observations au MEB de synthèse du monolithe hybride en capillaire. Remplissage par capillarité (très légère 

surpression). Vieillissement à 50°C pendant 40 h. Synthèse à partir de 8 mg de CTAB, 118 µL d’APTES, 112 µL de TEOS, (A) 8 
µL d’eau (E/P = 0,44), (B) 16 µL d’eau (E/P = 0,89), (C) 32 µL d’eau (E/P 1,77), et 215 µL d’EtOH. 

 Il a été observé que la phase synthétisé avec la plus faible teneur en eau ne résistait que très 

peu à la pression une fois connectée en sortie de la pompe de nanoLC. Une partie de la phase 

monolithique sort en effet du capillaire. De façon similaire, la phase synthétisé avec un rapport E/P 

de 0,89 s’est avérée présenter une très faible perte de charge, de l’ordre de 3 bars pour un capillaire 

de 10 cm (contre 1 bar pour un capillaire vide) à un débit de 0,5 µL/min. Ces résultats peuvent 

s’expliquer par une réticulation moins importante lorsque la teneur en eau est diminuée, un nombre 

important de groupements alkoxy ne prenant pas part à la réaction ce qui fragilise globalement le 

réseau [267, 283]. A l’inverse, la perte de charge observée pour le capillaire synthétisé avec un ratio 
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E/P de 1,77 s’est avérée plus élevée, de l’ordre de 20 bars pour un capillaire de 10 cm. Les conditions 

de synthèse impliquant d’utiliser un ratio E/P de 1,77 égal au ratio reporté dans la publication de 

référence de Ma et al ont donc été conservées pour la suite de l’étude. 

3.2.2 Effet du ratio TEOS/APTES 

Plusieurs ratios TEOS/APTES ont été étudiés en repartant du ratio de référence de 1/1 de Ma 

et al [269]. La quantité de précurseurs (TEOS + APTES) a, quant à elle, été toujours maintenue 

constante dans cette étude. Le temps de gel obtenu pour un ratio 1/1 est de 265 ± 7 sec contre 284 ± 

14 sec pour un ratio 1/2. Ces deux valeurs de sont pas significativement différentes (t-test, p = 0.10 > 

0.05, n = 3). L’augmentation de la quantité d’APTES ne se traduit donc pas nécessairement par un 

temps de gel moins important de la même façon que ce qui a déjà été rapporté dans la littérature 

pour des monolithes hybrides synthétisés avec des précurseurs contenant une fonction basique 

catalysant la réaction [281]. En revanche, la diminution de la quantité d’APTES semble augmenter le 

temps de gel comme attendu. Un temps de gel de 297 ± 8 sec a été obtenu pour un ratio molaire 

TEOS/APTES de 2/1. Cette valeur est significativement différente de la valeur obtenue avec un ratio 

1/1 (t-test, p = 0,005 < 0,05, n = 3). La différence reste néanmoins relativement faible dans ces 

conditions. De plus, bien que ce ratio permette d’avoir un temps de gel plus long permettant de 

faciliter le remplissage, la quantité de groupements amine en est relativement diminuée. De plus, un 

phénomène de rétreint très important a souvent été observé au MEB avec ce type de synthèse 

contenant plus de TEOS tel qu’illustré en Figure 40.  

 
Figure 40 : Observations au MEB de synthèse d’un monolithe hybride en capillaire pour un ratio TEOS/APTES de 2/1. 

Remplissage par capillarité (très légère surpression). Vieillissement à 50°C pendant 40 h. Synthèse à partir de 8 mg de CTAB, 
78 µL d’APTES, 150 µL de TEOS, 32 µL d’eau et 215 µL d’EtOH. 

Ces observations corrèlent avec le fait que l’incorporation de groupements organiques 

stabilise le monolithe et limite les contraintes résultantes de la synérèse et donc le rétreint [284]. 

D’autre part, l’ajout d’une plus grande quantité d’APTES est censé fragiliser le monolithe dans la 

mesure où le TEOS apporte la résistance mécanique au matériau puisqu’il possède quatre fonctions 

hydrolysables contre trois seulement pour l’APTES. Nous avons donc fait le choix, pour la suite de 

cette étude, de conserver un ratio TEOS/APTES de 1/1.  
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3.3 Optimisation du remplissage des capillaires 

Comme déjà mentionné, le remplissage des capillaires avec le mélange réactionnel constitue 

l’étape délicate du procédé de synthèse du monolithe. En effet, il est nécessaire de remplir 

intégralement le capillaire avant que le temps de gel ne soit atteint. Or, comme nous allons le voir, ce 

temps de gel s’est avéré être très court à des températures proches de l’ambiante. De ce fait, la 

viscosité de la solution augmente rapidement ce qui peut rendre le remplissage difficile.  

Deux types de remplissage ont été envisagés : l’un en exerçant une surpression au moyen 

d’une seringue remplie d’air et dont l’aiguille est introduite dans le flacon utilisé pour la 

polymérisation, l’autre en fermant simplement le flacon et en laissant la solution remplir le capillaire 

par capillarité. Ce deuxième mode de remplissage n’est envisageable que pour des capillaires de 

faible longueur (de l’ordre de 10 cm pour une polymérisation sans bain de glace et de l’ordre de 15 

cm pour une polymérisation avec bain de glace). Ces deux modes de remplissage ont été testés pour 

une polymérisation avec bain de glace permettant de retarder la gélation. L’uniformité longitudinale 

du remplissage et la morphologie en coupe du monolithe ont été caractérisées respectivement par 

microscopie optique et microscopie électronique à balayage. Des images correspondant à des 

observations par microcopie optique des capillaires de silice fondue transparents une fois remplis par 

surpression ou par capillarité sont présentées en Figure 41. 

 
Figure 41 : Observations par microscopie optique de synthèse du monolithe hybride en capillaire. (A) Remplissage du 
capillaire en exerçant une surpression. (B) Remplissage par capillarité (très légère surpression). Vieillissement à 50°C 

pendant 40 h. Synthèse à partir de 8 mg de CTAB, 118 µL d’APTES, 112 µL de TEOS, 32 µL d’eau et 215 µL d’EtOH. 

 

Il est visible qu’un remplissage avec maintien d’une surpression semble beaucoup plus 

inhomogène qu’un remplissage par capillarité. Il est probable que l’application d’une surpression 

dans le flacon contenant le mélange de polymérisation continue de pousser le mélange de synthèse 

au travers du capillaire alors que le réseau se forme. Ceci entraîne ainsi des zones plus denses 

puisque les réactifs continuent de circuler au sein des pores en formation ce qui n’est pas le cas avec 

un remplissage par capillarité. En effet, avec ce dernier mode de remplissage la circulation de la 

solution au sein du capillaire s’interrompt une fois que la viscosité du mélange dans le capillaire 

devient trop élevée.  
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Figure 42 : Observations au MEB de synthèse du monolithe hybride en capillaire. (A) Remplissage du capillaire en exerçant 

une surpression. (B) Remplissage par capillarité (très légère surpression). Vieillissement à 40°C pendant 40 h. Synthèse à 
partir de 8 mg de CTAB, 118 µL d’APTES, 112 µL de TEOS, 32 µL d’eau et 215 µL d’EtOH. 

 

D’autre part,  des trous importants ont été observés au MEB au centre du monolithe sur les 

sections polymérisées du capillaire comme l’illustre l’exemple présenté en Figure 42. Compte tenu de 

la contrainte générée sur le monolithe par la surpression, il est possible que le réseau en formation 

soit endommagé par celle-ci créant des inhomogénéités de polymérisation et ainsi les trous observés 

par microscopie électronique à balayage.  

Enfin, la répétabilité de chaque mode de remplissage a également été évaluée en termes de 

comportement hydrodynamique en mesurant la perméabilité des capillaires. Pour cela, la surface 

interne de deux capillaires de 40 cm a été activée. Les deux capillaires ont ensuite été découpés en 

quatre capillaires plus courts de 10 cm chacun. Pour chaque mode de remplissage, quatre capillaires 

ont été utilisés et remplis avec un mélange réactionnel initialement dans un bain de glace à 0°C. 

Après gélation à 22°C puis vieillissement 40h à 50°C ces capillaires ont été rincés pour éliminer le 

porogène et leur perméabilité a été mesurée. Une perméabilité moyenne de 2,80 ± 0,74 x 10-14 m² (n 

= 4, C.V = 26,4%) a été obtenue dans ces conditions pour un remplissage sans surpression, par 

capillarité. Une perméabilité moyenne de 5,02 ± 3,0 x 10-14 m² (n = 4, C.V = 59,8%) a quant à elle été 

obtenue avec une surpression. Il est ainsi visible au vu de ces résultats que le remplissage en 

exerçant une surpression conduit à des mesures de perméabilité beaucoup plus dispersées, les C.V. 

avec ce mode de remplissage étant de l’ordre de 2,3 fois plus élevés qu’avec un remplissage par 

capillarité. Ces résultats sont très probablement le fait de l’inhomogénéité observée par microscopie 

pour un remplissage par surpression et de la difficulté à contrôler précisément la pression appliquée. 

Pour l’ensemble des raisons explicitées ci-avant, le mode de remplissage par capillarité 

(légère surpression) a finalement été conservé dans la suite de l’étude. 

3.4 Vieillissement 

Au cours de l’étape de vieillissement, une compression radiale du monolithe peut se produire 

du fait de la synérèse comme évoqué précédemment. Cette compression peut aller jusqu’à 30% en 

diamètre [270]. Ce phénomène de rétreint a été observé lors de la synthèse du monolithe en milieu 

non confiné avec une étape de vieillissement de 40 h à 40°C ou à 50°C dans des flacons en verre ou 
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dans des tubes en plastique, le monolithe n’étant dans ce cas absolument pas attaché aux parois. 

Cette étape de vieillissement est donc délicate et importante à maîtriser. La grande différence 

lorsque le monolithe est synthétisé in situ en capillaire est que la paroi des capillaire de silice fondue 

a été activée de telle façon que les précurseurs réagissent avec les fonctions Si-OH à la surface de 

manière à ancrer le monolithe. De plus, comme déjà évoqué dans la partie 2.1.3 en page 120, le 

monolithe reste dans un environnement humide au format capillaire et commence à sécher très 

lentement grâce aux bouchons de silicone. Les contraintes dues à l’évaporation du solvant interstitiel 

sont donc largement atténuées [258]. 

Tout d’abord, en capillaire, aucune différence en termes de structure (observations de 

coupes au MEB) n’a été observée entre un vieillissement de capillaires scellés 40h à l’étuve à 50°C ou 

à 40°C. De plus, aucune différence en termes de perméabilité mais aussi de structure n’a été 

observée entre un vieillissement au bain-marie ou en étuve. Deux capillaires monolithiques scellés 

par des bouchons en silicone et ayant subi un vieillissement  à 40°C pendant 40h respectivement 

dans un bain-marie ou dans une étuve ont présentés des perméabilités moyennes très proches de 

2,75 et 2,65 x 10-14 m². 

Trois durées de vieillissement à 40°C ont par ailleurs été testées : 24h, 40 h et 64 h. Pour ce 

faire, trois capillaires ont été activés, remplis avec le mélange réactionnel puis laissés à l’étuve pour 

l’étape de vieillissement. Après 24 h, chaque capillaire est coupé en deux parties. Une partie est 

remise à l’étuve pour poursuivre le vieillissement tandis qu’une autre partie a été lavée pour éliminer 

le CTAB puis caractérisée par des observations au MEB. Le même protocole a été appliqué après 40 h 

et 64 h. Des images issues d’observations par microcopie électronique à balayage de coupes de ces 

capillaires après les trois durées de vieillissement étudiées sont présentées en Figure 43. 

 
Figure 43 : Images MEB de synthèse du monolithe hybride en capillaire. Vieillissement à 40°C pendant (A) 24 h, (B) 40 h, (C) 

64 h. Synthèse à partir de 8 mg de CTAB, 118 µL d’APTES, 112 µL de TEOS, 32 µL d’eau et 215 µL d’EtOH. 

 

Après 24 et 40 h, seules deux coupes sur quinze ont présenté un phénomène de rétreint. Le 

monolithe s’avère dans la majorité des cas bien ancré aux parois. En revanche, après 64h, la grande 

majorité des coupes réalisées (treize sur quinze) ont permis d’observer une compression du 

monolithe qui se détache de ce fait de la paroi  comme observé en Figure 43. Cette faible 

compression radiale du monolithe constaté de façon générale en capillaire est le fait tout d’abord 

d’un bon ancrage aux parois internes du capillaire et ensuite d’un vieillissement entraînant un faible 
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séchage du monolithe du fait du scellage des capillaires, ce qui limite l’évaporation du solvant 

interstitiel et diminue les contraintes sur le matériau [258]. Ce procédé limite ainsi les effets de la 

synérèse comme déjà observé sur des monolithes en capillaire [263]. La faible rétraction du 

monolithe peut également être attribuée à la présence des groupements amines qui limitent les 

réactions de réticulation pouvant se produire lors du vieillissement et qui entraînent généralement 

une diminution du volume de monolithes inorganiques [259, 284]. 

3.5 Efficacité de l’élimination du porogène 

L’élimination efficace du porogène est un pré-requis au greffage par la suite de biomolécules. 

Cependant, il a été montré, notamment dans le cas du PEG que cette élimination peut s’avérer 

difficile [280]. Il existe deux méthodes pour éliminer le CTAB du monolithe hybride à base de silice.  

La première méthode est une étape de calcination consistant à exposer le monolithe à une 

température supérieure à 400°C. Cette étape de calcination permettrait d'éliminer par combustion 

(pyrolyse) toutes les molécules organiques contenues dans l'échantillon. Les risques de cette étape 

de calcination sont la rétraction du monolithe et l'apparition de craquelures (fissures) au sein du 

matériau. D’autre part, en vue de l'intégration de ces monolithes dans des capillaires de silice 

fondue, se pose la question de la résistance à la température des capillaires. En effet, les capillaires 

choisis pour cette étude ne présentent pas de couche protectrice de polyimide, opaque, de manière 

à pouvoir réaliser des caractérisations optiques sur le remplissage des capillaires. Cette absence de 

polyimide, limite la stabilité thermique du capillaire qui est plus fragile à des températures dépassant 

160 °C selon les spécifications du fabricant.  

La deuxième possibilité consiste en une étape de lavage (ou échange de solvant). L’équipe de 

Yukui Zhang a utilisé une étape de lavage à l’éthanol suivi d’un lavage à l’eau [263, 269]. Nous avons 

donc choisi de suivre les mêmes conditions. Il a ainsi été décidé de caractériser le lavage effectué. Le 

lavage choisi arbitrairement depuis le début de l’étude consiste à percoler à l’aide d’une pompe de 

nanoLC l’équivalent de 20 volumes de capillaires (volume de capillaire vide, Vtotal) en éthanol puis le 

même volume d’eau. Par exemple, pour un capillaire de 100 µm de diamètre interne et de 10 cm de 

longueur, Vtotal est égal à 785 nL et le lavage est réalisé avec 15,7 µL. Au vu des débits appliqués, la 

récupération des solutions en sortie du capillaire pour quantifier le CTAB dans les solutions de lavage 

s’avère difficile. Une caractérisation du monolithe synthétisé en milieu non-confiné, i.e. dans des 

flacons (synthèse en "bulk") a été envisagée, en émettant l'hypothèse que ce dernier a globalement 

la même structure que le monolithe synthétisé en milieu confiné, i.e. dans les colonnes capillaires. 

Pour réaliser cette étude, nous avons décidé d’utiliser une analyse thermogravimétrique. Cette 

analyse permet de soumettre un échantillon à une rampe de température puis de mesurer les pertes 

de masse subies par celui-ci au cours de cette rampe. Un matériau non lavé doit présenter une perte 

de masse caractéristique du CTAB ainsi que des précurseurs n’ayant pas réagi.  
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observées entre 105°C et environ 450°C. Ces pertes correspondent en partie à la décomposition du 

porogène (CTAB) sous plusieurs états tel que déjà observé par plusieurs équipes étudiant des 

synthèses faisant intervenir du CTAB [285-288]. La première, située entre 105°C et 275°C, a une 

amplitude d’environ 7% en ATG et a une vitesse maximale autour de 250°C d’après la courbe DTG. 

Cette perte correspond à la combustion et à la perte du surfactant simplement adsorbé à la surface 

de la silice [287, 288]. Cependant, cette perte de masse importante, alors que le CTAB ne représente 

que moins de 5% de la masse des précurseurs dans le mélange réactionnel initial, laisse à penser qu’il 

ne peut pas être exclu que cette perte de masse corresponde en partie à la décomposition de l’APTES 

et du TEOS n’ayant pas réagi [289]. Ensuite une deuxième perte de masse d’environ 4% est visible 

entre 275°C et 340°C avec une vitesse maximale autour de 315°C. Cette perte de masse peut 

s’expliquer par la décomposition du CTAB intercalé dans les pores du monolithe ou sous forme 

cristalline [285-288]. Entre 340°C et 390°C on observe également un petit pic, présent également sur 

le signal ATG du monolithe lavé  et présentant une vitesse maximale à 360°C. La perte de masse 

associée est de 2,5%. Cette perte de masse est difficile à interpréter. Elle peut potentiellement 

correspondre à la perte de molécules de CTAB les plus fortement liées aux pores du monolithe. 

Globalement, ces deux dernières pertes conduisent à un pic exothermique qui s’étale de 250 à 

environ 430°C. Il est visible que la courbe ATD du monolithe une fois lavé ne présente plus de pic 

exothermique aussi intense. Seul un pic peu intense dont le maximum se situe autour de 350°C reste 

observable sur le signal ATD. Ceci semble confirmer la bonne élimination du CTAB présent dans les 

pores du monolithe. Enfin, une fois lavé le monolithe ne présente une perte de masse qui n’est que 

de 3,2% en ATG entre 105 et 275°C. Ces résultats montrent que le lavage est relativement efficace. 

On peut estimer qu’au moins 60% du CTAB est éliminé par un lavage avec 20 volumes de phase 

d’EtOH et 20 volumes d’eau percolés.  

Pour le monolithe lavé, on remarque, sur la courbe DTG, une perte de masse dont la vitesse 

maximale se situe entre 460 et 500°C. Cette perte de masse peut être attribuée à la décomposition 

des fonctions aminopropyl [290]. En effet, sur la courbe ATG la perte de masse entre 390°C et 650°C 

est de l’ordre de 12,5% (soit 13,8% de la masse sèche). En comparaison, les groupements 

aminopropyl initialement introduit représentent environ 26% de la masse de l’APTES, soit environ 

13% de la masse des deux précurseurs ce qui peut correspondre à la perte des fonctions aminopropyl 

d’autant plus que cette perte de masse est observée à la fois sur le monolithe non lavé et sur le 

monolithe lavé. 

Au-dessus de 600°C, aucun pic n’est observé sur la courbe ATD et une légère perte de masse 

se produit jusqu'à 1000°C (1% de perte de masse). Au-dessus de 1000°C, le système évolue à masse 

constante. Enfin, autour de 1160°C, une légère cassure dans la ligne de base du signal ATD est 

enregistrée. Ce|e transformawon du second ordre est reliée à la température de transiwon vitreuse 

(Tg) de la silice [291]. 



Chapitre 2 – Synthèse d’un monolithe organique-inorganique par voie sol-gel 

  135 

En conclusion, la principale information que nous apporte l'ATG est que l'étape de lavage, i.e. 

l'élimination du CTAB de notre échantillon, est efficace. En effet, si la perte de masse entre 105 et 

400°C, zone où le CTAB adsorbé et intercalé dans les pores va se dégrader, est d’environ 15% avant 

rinçage, elle n’est plus que de 6,5% sur le même intervalle après lavage. On peut donc dire que dans 

ces conditions, près de 60% du CTAB a bien été éliminé. Il est même probable qu’en capillaire le 

lavage soit plus efficace. En effet, ici nous avons réalisé l’étape de lavage principalement par échange 

de solvant en percolant des solutions au travers d’un monolithe réduit en particules et introduit 

entre deux frittés dans une cartouche. Or, dans le cas d’un monolithe en capillaire, la nanoLC permet 

de mouiller l’ensemble des pores du matériau et faire circuler les solutions directement au travers de 

ces derniers ce qui doit certainement augmenter l’efficacité de cette étape de lavage. 

3.6 Conclusion 

Cette première étape a permis de mettre en place un protocole de synthèse de monolithe en 

capillaire. La meilleure répétabilité de remplissage a été obtenue pour des mélanges de synthèse 

introduits au sein du capillaire par capillarité. Le temps de gel très court de la synthèse envisagée 

nous a obligé à considérer le remplissage de capillaires de seulement 10 à 15 cm. Cette longueur est 

néanmoins largement suffisante pour envisager par la suite l’immobilisation de biomolécules et le 

développement d’IS ou d’OS miniaturisés, dont la longueur devra être de toute façon inférieure à la 

longueur de colonne de nanoLC (en général 15 cm) pour assurer une bonne qualité de couplage. La 

gélation et l’ensemble des synthèses sont toujours réalisés en atmosphère thermostatée à 22°C. La 

durée du vieillissement avant élimination du CTAB peut être conduite pendant 40h à 40°C voire à 

50°C. Un ratio APTES/TEOS de 1/1 a finalement été choisi. Enfin, l’élimination du tensioactif par 

percolation de l’équivalent de 20 volumes de monolithe en éthanol puis en eau semble être efficace 

avant d’utiliser le monolithe. 

4 Caractérisation du monolithe obtenu 

Nous avons vu précédemment que les C.V. sur les mesures de perméabilité des synthèses les 

plus répétables se sont avérées être de l’ordre de 26%. De manière à améliorer encore cette 

répétabilité, un chronométrage précis de l’ensemble des étapes de préparation du mélange 

réactionnel a été envisagé. Nous allons voir que le protocole de remplissage développé dans la partie 

précédente ainsi que ce chronométrage ont permis d’optimiser davantage la répétabilité de la valeur 

de perméabilité des monolithes préparés ce qui a permis ensuite de caractériser plus amplement 

l’effet de la température de gel mais aussi de la quantité de porogène sur la perméabilité du 

monolithe. Cette maîtrise de la perméabilité est une étape importante pour pouvoir étudier à 
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l’avenir (même au-delà de ce projet de thèse) l’effet de la macroporosité sur le taux de greffage des 

biomolécules. 

4.1 Répétabilité de la synthèse 

De façon à caractériser quantitativement la répétabilité de la synthèse en capillaire, nous 

avons choisi de mesurer la perméabilité des monolithes. Si le monolithe est mal ancré aux parois du 

capillaire ou si de grandes cavités se forment au sein du matériau du fait d’une résistance mécanique 

insuffisante, la perméabilité en sera affectée. Le profil hydrodynamique peut par ailleurs s’écarter de 

la linéarité. Quatre capillaires de 10 cm, dont la surface interne a été activée, ont été remplis avec le 

mélange réactionnel (E/P = 1,77, TEOS/APTES = 1/1 et CTAB/Précurseurs = 2,2%) maintenus 

prélablement à 0°C. L’ensemble des étapes sont dans ce cas chronométrées. Après vieillissement 

pendant 40h et lavage, la perméabilité de chaque capillaire a été mesurée en étudiant l’évolution du 

rapport 
Δ�

�
 en fonction du débit d’eau appliqué. Les résultats sont présentés en Figure 45.  

 
Figure 45 : Perte de charge de quatre monolithes en capillaire (cap1, 2 , 3 et 4) synthétisés sur quatre jours successifs en 

fonction du débit d’eau appliqué et valeurs de perméabilités résultantes (K1, 2 ,3 et 4) 

Comme il est visible sur la Figure 45, les pentes obtenues pour les quatre capillaires sont très 

similaires et comprises entre 8,87 et 10,44 bar.cm-1.µL-1.min. La pente moyenne est égale à 

9,66 ± 0,76 bar cm-1 µL-1 min (C.V. = 7,8%) ce qui conduit à une valeur moyenne de perméabilité de 

2,23 ± 0,15 x 10-14 m² (C.V. = 6.6%, n = 4) pour ces quatre synthèses. Cette valeur est du même ordre 

de grandeur que la valeur rapportée par Ma et al [269] qui ont mentionné une perte de charge de 

54 bar.cm-1 à 5 µL.min-1 permettant de calculer une perméabilité égale à 1,96 x 10-14 m². Considérant 

la faible répétabilité des synthèses par voie sol-gel généralement décrites [210, 211], des C.V. de 

6,6% se sont avérés comme étant très satisfaisants pour ces synthèses avec le protocole optimisé. A 
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un débit de 200 nL.min-1, la perte de charge attendue est ainsi de l’ordre de 8,6 ± 0,6 bars pour un 

capillaire de 4,5 cm et de l’ordre de 13,3 ± 0,9 bars pour un capillaire de 7 cm dans 100% d’eau ou de 

tampon aqueux (typiquement du PBS ou un tampon de liaison) ce qui est très satisfaisant pour 

ensuite envisager le couplage de ce type de capillaire avec la nanoLC. 

4.2 Paramètres jouant sur la macroporosité 

L’un des objectifs de ce projet, comme déjà mentionné, est d’optimiser un support 

monolithique pour ensuite l’appliquer aux greffages de biomolécules. Les biomolécules étant des 

molécules de taille importante, la taille des pores peut être un facteur limitant pour envisager leur 

immobilisation [55]. Un de nos objectifs a donc été d’envisager plusieurs méthodes possibles pour 

faire varier la perméabilité de notre monolithe et jouer sur la taille des macropores sans modifier 

drastiquement les conditions de synthèse. 

4.2.1 Influence de la température du mélange réactionnel 

La témpérature à laquelle l’ensemble des réactifs et le mélange réactionnel sont fixés s’est 

avérée avoir une forte influence sur la perméabilité. Pour évaluer son effet, cinq capillaires de 20 cm 

ont été activés. Chaque capillaire a ensuite été découpé en deux morceaux de longueur identique 

(10 cm). Pour chacun, l’un des capillaires est rempli avec une solution maintenue prélablement au 

remplissage à 0°C dans un bain de glace, l’autre étant lui rempli avec un mélange maintenue à 

température de la pièce : 22°C. La Figure 46 reporte la perte de charge moyenne obtenue sur chaque 

capillaire en fonction du débit appliqué. 

 
Figure 46 : Perte de charge de monolithes en capillaire synthétisés à partir de mélanges réactionnels maintenus à deux 

températures différentes (0°C et 22°C) en fonction du débit d’eau appliqué. Synthèse : 118 µL d’APTES, 112 µL de TEOS, 32 
µL d’eau, 215 µL d’EtOH et 8 mg de CTAB. Vieillissement à 40°C pendant 40 h. n =5 synthèses pour chaque température. 
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Il est visible que la température initiale de conditionnement du mélange de polymérisation a 

une influence sur la perméabilité. Ici, un mélange maintenu dans un bain de glace à 0°C puis sorti du 

bain de glace juste avant le remplissage présente une perméabilité beaucoup plus faible et donc 

engendre une perte de charge beaucoup plus importante qu’un monolithe préparé en maintenant 

l’ensemble du mélange de polymérisation à 22°C avant remplissage. Un facteur 2,6 entre les valeurs 

de perméabilité a été observé. La perméabilité est en effet de 2,21 ± 0,32 x 10-14 m² pour un 

conditionnement à 0°C contre 6,24 ± 0,55 x 10-14 m² pour une mise en solution des réactifs à 22°C. 

Pour un même rapport massique de (précurseur alkoxyde)/(solvants), cet écart de perméabilité est le 

résultat d’une différence de macroporosité du matériau, qui serait induite par une modification des 

cinétiques de séparation de phases in situ [260, 292]. Lorsque le mélange de polymérisation est 

d’abord équilibré à 0°C, la cinétique de séparation de phases est ralentie et inhomogène puisqu’un 

gradient de température s’établit entre les parois et le centre du capillaire (thermostaté à 22°C). A 

l’inverse si les capillaires sont remplis avec un mélange initialement thermostaté à 22°C, les 

cinétiques de séparation de phases sont homogènes et plus rapides. Lors de l’étape de gélification 

très rapide qui s’en suit, réalisée à 22°C, le système se fige au début de l’évolution de la séparation 

de phases, ce qui réduit la macroporosité du matériau dans le cas d’un mélange initialement à 0°C et 

explique les différences de perméabilité des capillaires remplis avec un mélange maintenu 

préalablement à 0°C ou à 22°C. 

Les deux types de capillaires ont également été caractérisés qualitativement par des 

observations en coupe réalisées au MEB. Il est visible en Figure 47 que les deux structures sont très 

proches.  

 
Figure 47 : Observations en coupe au MEB de monolithes en capillaire synthétisés en maintenant le mélange 

réactionnel avant remplissage à une température de : A) 0°C et B) 22°C. 
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Peu de différences notables sont visibles avec les grossissements les plus élevés. Dans chacun 

des cas, la structure globale est une structure faite de particules agrégées. Cependant, le 

grossissement le moins fort (x 900) laisse entrevoir une différence principalement au niveau des 

macropores. Des macropores de taille maximale autour de 5 µm sont observés pour une 

température de mélange de 0°C, par contre des macropores allant jusqu’à 8-9 µm sont visibles sur le 

monolithe synthétisé à 22°C. On remarque que quel que soit le procédé utilisé, le remplissage s’avère 

de plus répétable avec des écart-types relativement faibles pour chaque mesure de perte de charge. 

Ces monolithes peuvent donc être utilisés pour des traitements ultérieurs. 

4.2.2 Influence du tensioactif 

Un autre paramètre important sur lequel il est possible de jouer pour modifier la 

macroporosité est la quantité de porogène. Nous avons donc fait varier la quantité de CTAB ajouté 

dans le mélange de polymérisation avant le remplissage du capillaire pour en mesurer ensuite la 

perméabilité résultante.  

Il a tout d’abord été observé en flacon que la présence du CTAB ne jouait que très peu sur le 

temps de gel. En effet, un temps de gel de 313 ± 11 sec a été mesuré pour une synthèse en flacon 

réalisée sans CTAB (le mélange étant d’abord maintenu à 0°C puis sorti du bain de glace dans une 

atmosphère à 22°C). Le rapport molaire CTAB/précurseurs a ensuite été augmenté. Pour des ratios 

en CTAB/précurseurs de 1,1%, 2,2%, 3,3%, 4,4% et 8,7% des temps de gel non significativement 

différents (ANOVA, p = 0.46 > 0.05) et dont la moyenne est égale à 262 sec ont été obtenus, soit une 

chute du temps de gel de seulement 16,3% par rapport à une synthèse sans le porogène. Le 

tensioactif joue donc très légèrement sur la transition de phase du procédé sol-gel une fois ajouté et 

par la suite, l’augmentation du ratio CTAB/précurseurs ne conduit pas à une modification du temps 

de gel et ne nécessite donc pas de procéder à un remplissage différent en fonction de la quantité de 

CTAB.  

Nous avons ensuite envisagé le remplissage de capillaires avec des mélanges réactionnels 

contenant des quantités croissantes de CTAB de manière à en étudier l’influence sur la 

macroporosité et la perméabilité. Cette étude a été réalisée pour un capillaire maintenu à 22°C et un 

mélange de polymérisation lui aussi maintenu à 22°C sans bain de glace. Quatre rapports molaires 

CTAB/précurseurs ont été envisagées : 1,1%, 2,2%, 6,6% et 8,7% correspondant à des masses de 4, 8, 

24 et 32 mg de tensioactif ajoutées dans un mélange de polymérisation préparé à partir de 32 µL 

d’eau, 112 µL de TEOS et 118 µL d’APTES. Il est à noter qu’une masse de CTAB supérieure à 32 mg ne 

peut pas être utilisée puisqu’il a été observé que le CTAB précipitait en solution au-delà de cette 

concentration lors de l’ajout des deux alkoxysilanes (TEOS et APTES). Les mesures de perméabilité 

effectuées sur les monolithes en capillaire préparés avec les différentes quantités de CTAB étudiées 

sont reportées en Figure 48 en fonction du rapport molaire CTAB/précurseurs. 
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Figure 48 : Perméabilité de monolithes en 
synthèse du monolithe hybride. Synthèse à partir de 118 µL d’APTES, 112 µL de TEOS, 32 µL d’eau, 215 µL d’EtOH et de 
quantités variables de CTAB (4, 8, 24, 32 mg).
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Figure 49 : Images MEB en coupe de synthèse du monolithe hybride en capillaire pour différents rapports molaires 

CTAB/Précurseurs utilisés pour réaliser la synthèse : (A) 1,1%, (B) 2,2%, (C) 6,6%, (D) 8,7%. Synthèse à partir de 118 µL 
d’APTES, 112 µL de TEOS, 32 µL d’eau, 215 µL d’EtOH et de quantités variables de CTAB (4, 8, 24, 32 mg). Vieillissement à 

40°C pendant 40 h. 

Il est visible que le monolithe préparé avec seulement 4 mg de CTAB (rapport 

CTAB/Précurseurs de 1,1%) paraît très dense tandis que la taille des macropores augmente lorsque la 

quantité de porogène dans le mélange de polymérisation augmente. La taille maximale des 

macropores observés sur ces coupes peut être estimée à environ 3 µm, 5 µm, 18 µm et 26 µm 

respectivement pour des rapports molaires CTAB/Précurseurs de 1,1%, 2,2%, 6,6% et 8,7%. 

L’ensemble des tailles de macropores mesurées semblent ne pas être incompatible avec la 

percolation de solutions de biomolécules, la taille d’un anticorps étant par exemple inférieure à 15 

nm [294]. La taille des mésopores restent quant à elle difficile à évaluer par simple observation MEB. 

Il reste à déterminer les synthèses pouvant s’avérer difficile à utiliser pour l’immobilisation covalente 

de biomolécules, un compromis devant être trouvé entre perméabilité, surface spécifique et taux de 

greffage. Un rapport CTAB/précurseurs de 2,2% a finalement été conservé pour la suite de ce projet 

de thèse et les essais de greffage de biomolécules. La maîtrise acquise des paramètres jouant sur la 

perméabilité reste un atout pour la suite de cette étude ou d’études futures. 

5 Conclusions 

En conclusion, dans la première partie de ce projet de thèse, nous avons déterminé les 

conditions de synthèse en capillaire d’un monolithe hybride organique-inorganique présentant à la 

surface de ses pores des groupements amines permettant d’envisager ensuite le greffage de 

biomolécules après une étape d’activation. Une attention particulière a été accordée à trouver des 

conditions expérimentales de synthèse et de remplissage du capillaire par un monolithe présentant 
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une structure de morphologie répétable. Cette répétabilité a principalement été mise en évidence 

grâce à des mesures hydrodynamique de la perméabilité du monolithe. La meilleure répétabilité a 

été obtenue pour des synthèses avec un rapport Eau/précurseur de 1,77, CTAB/précurseurs de 1,1 

ou 2,2%, un rapport APTES/TEOS de 1/1, la quantité d’éthanol ajoutée étant quant à elle fixée au 

départ. Ces conditions se rapprochent fortement des conditions initialement décrites par Ma et al 

[269] et Yan et al [263] qui ne donnaient cependant aucune information sur la façon dont ils avaient 

fixé ces valeurs et également aucune donnée en termes de répétabilité de synthèse. Il a été montré 

qu’il était possible de faire varier la macroporosité du monolithe en capillaire en jouant sur deux 

paramètres : la quantité de CTAB ainsi que la température initiale du mélange de synthèse avant 

remplissage des capillaires. Cette variation de la macroporosité, s’est avérée avoir une influence sur 

des séparations en CEC avec ce monolithe [263] et pourrait également influer sur la surface du 

monolithe effectivement accessible aux biomolécules lors du greffage tel que décrit précédemment 

pour des monolithes organiques [55]. 

Maintenant qu’un support monolithique a pu être développé, l’immobilisation de 

biomolécules peut être envisagée et notamment l’immobilisation dans un premier temps 

d’anticorps, ce qui a fait l’objet du chapitre 3. 
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1 Introduction 

Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’un monolithe hybride organique-inorganique 

présentant des groupements aminopropyl en surface pouvait être synthétisé de manière répétable 

dans des capillaires de 100 µm de diamètre interne. L’objectif de ce chapitre est maintenant de 

mettre à profit le support développé, présentant une surface spécifique élevée, pour immobiliser des 

biomolécules et développer des supports d’extraction sélective. Les premières biomolécules qui ont 

été considérées dans ce projet de thèse sont les anticorps. Il a été mentionné au chapitre 1 que 

l’immobilisation d’anticorps avait été largement étudiée en utilisant des monolithes organiques. Des 

monolithes à base d’acrylate ont en effet été utilisés pour immobiliser des anticorps au format 

disques [51-55, 295, 296], précolonnes [35, 37, 56] mais aussi dans des canaux de puces [223, 224] et 

des capillaires (75-100 µm d.i.) [69, 180, 181, 222]. Le glycidil méthacrylate, qui présente un 

groupement époxy facilitant le greffage covalent d’anticorps, est de loin  le précurseur le plus utilisé 

pour ce type d’approche [35, 37, 56, 69, 180, 222, 223, 295, 296]. En parallèle, il a été mentionné que 

le greffage d’anticorps sur des monolithes à base de silice avait été, lui, très peu étudié. Une seule 

publication, parue en 2011, fait en effet état du greffage d’un anticorps anti IgG humain sur un 

monolithe hybride organique-inorganique dans un capillaire de 530 µm d.i. dans le cadre du 

développement d’un immunoessai en sandwich couplé à l’ICP-MS [232], ce qui s’éloigne fortement 

d’une application  en extraction sur phase solide telle que nous allons la mener. De plus, aucune 

information en termes de taux de greffage et de capacités n’y est expressément donnée. 

Dans le présent chapitre, l’immobilisation d’anticorps a été envisagée après une étape 

d’activation au glutaraldéhyde sur des monolithes hybrides synthétisés in situ en capillaire pour 

ensuite coupler les immunoadsorbants miniaturisés (mIS) avec la nanoLC. Cette étude se focalise 

tout particulièrement sur la caractérisation complète des supports. Une attention toute particulière a 

été portée à l’évaluation de la répétabilité de la procédure d’immobilisation mais aussi d’extraction. 

Le succès de l’immobilisation a également été confirmé en évaluant le taux de greffage des anticorps 

ainsi que la capacité des supports. La réactivité croisée a été également évaluée avant d’envisager 

l’extraction de la molécule modèle choisie à partir d’échantillons complexes. Avant d’envisager 

l’extraction de molécules de haut poids moléculaire, telles que des protéines, ce projet s’est orienté 

vers l’extraction de molécules de faible poids moléculaire plus simples à analyser. L’analyse des 

protéines nécessite en effet le plus souvent une étape de digestion enzymatique et une détection par 

spectrométrie de masse complexes à mettre en œuvre à ce stade du projet. La molécule modèle 

choisie est la microcystine-LR (MC-LR), une molécule de petite taille qui sera décrite ci-après et dont 

les anticorps ont déjà fait l’objet de nombreuses caractérisations. 
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2 Une molécule modèle : la microcystine-LR 

La microcystine-LR (MC-LR) est la molécule choisie comme modèle pour cette étude. Elle a 

fait l’objet d’un grand nombre d’études au LSABM [44, 297-299]. Elle fait partie de la famille des 

microcystines.  

2.1 Origine 

A certaines périodes de l’année et dans de nombreuses régions du globe, des efflorescences 

algales (en anglais « algal bloom », i.e. l’augmentation très rapide de la concentration en algues dans 

un système aquatique), peuvent souvent être observées dans les eaux douces utilisées pour produire 

de l’eau potable (après traitement) et des eaux d’aires récréatives (pour la baignade, voile, etc…). Ces 

« blooms » peuvent constituer un réel problème de santé publique dans la mesure où certaines 

espèces phytoplanctoniques, telles que les cyanobactéries, peuvent présenter une forte toxicité. Les 

cyanobactéries sont des microorganismes procaryotes dont la pigmentation est généralement de 

couleur bleu-verte, d’où leur dénomination en anglais « blue-green algae ». Elles peuvent produire 

différents types de toxines intracellulaires, appelées cyanotoxines, dont la nature chimique et le 

mode d’action sur les organismes vivants sont variables. Les principales sont des dermatotoxines, des 

neurotoxines et des hépatotoxines [300]. Les hépatotoxines regroupent la famille des microcystines 

(plus de 100 variantes identifiées à ce jour [301]) et les nodularines. Ces microcystines sont 

particulièrement dangereuses car celles-ci se retrouvent dans l’eau après la lyse cellulaire des 

cyanobactéries. Environ 70 souches de cyanobactéries toxiques ont été recensées [300]. Les 

microcystines en sont les toxines majoritaires et sont produites par de très nombreuses souches 

(plusieurs souches de genre Microcystis, Anabaena, Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix) [302-304]. Par 

ailleurs, environ 70% des blooms observés de par le monde sont toxiques et même majoritairement 

hépatotoxiques [300].  

2.2 Structure 

Les microcystines sont des heptapeptides monocycliques de faible masse moléculaire, 

comprise entre 800 et 1100 Daltons, et constituées de 5 acides aminés invariables et de 2 acides L-

aminés variables. Leur structure générale est présentée en Figure 50. Les microcystines sont 

nommées en fonction de leurs acides L-aminés, notés X et Z en position 2 et 4 [305]. Par exemple, la 

molécule modèle choisie dans ce projet, la microcystine-LR, possède un groupement leucine (L) et un 

groupement arginine (R), tandis que la microcystine-RR (MC-RR), qui sera également étudiée, 

possède deux groupements arginine (R). Deux acides aminés inhabituels sont caractéristiques des 

microcystines : la N-méthyldéhydroalanine (Mdha) en position 7 et l’acide 3-amino-9-méthoxy-2,6,8-
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triméthyl-10-phényl-4,6-diénique (Adda) en position 5. La séquence des microcystines est la 

suivante : D-Ala1-L-X2-D-Masp3-L-Z4-Adda5-D-Glu6-Mdha7. D et L représentent les formes dextrogyre 

et lévogyre des acides aminés. Ala représente l’alanine, Masp, l’acide méthyle aspartique et Glu, 

l’acide glutamique. 

 

Figure 50 : Structure des microcystines. Adapté de [305] 

C’est cette grande variabilité de structure qui est à l’origine du très grand nombre de 

variantes de microcystines identifiées à ce jour, la MC-LR restant la plus toxique. 

2.3 Propriétés physico-chimiques 

Les microcystines sont solubles dans l’eau. Une étude menée par Rivasseau et al au LSABM a 

montré que la solubilité de la MC-LR était supérieure à 1 g/L [297]. Elles sont physiquement et 

chimiquement stables [306] et peuvent persister dans l’eau des jours voire des semaines après un 

bloom [307]. Des études ont également montré que la MC-LR était stable dans l’eau dé-ionisée 

pendant 27 jours et qu’elle pouvait persister dans un réservoir d’eau stérile pendant 13 jours [308]. 

Les microcystines possèdent en générale deux fonctions de type acide carboxylique et, de par leurs 

groupements variables, peuvent posséder des groupements basiques. Leur état d’ionisation est donc 

variable d’une microcystine à une autre en fonction du pH [298]. Le pKa de la MC-LR serait ainsi égal 

à 3,3 et celui de la MC-RR à 3,4 [298]. D’autres études font référence à des valeurs de pKa de 2,09, 

2,19 et 12,48 pour la MC-LR [309]. Des valeurs de coefficient de partage octanol-eau sont également 

disponibles dans la littérature. Une étude menée au LSABM a permis de mesurer un log P de 4,2 pour 

la MC-LR et de 4,4 pour la MC-RR à un pH de 7 [298] traduisant le caractère hydrophobe de ces 

molécules. 

2.4 Toxicité 

La toxicité des microcystines a largement été étudiée [301, 310]. Il est clairement établi que 

les microcystines induisent une toxicité ciblée sur les hépatocytes en s’accumulant dans celles-ci et 
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en provoquant ainsi des tumeurs. Des études réalisées sur des souris et des cellules de rats montrent 

clairement que les microcystines affectent principalement le foie [311-313]. Elles peuvent également 

affecter les reins et les intestins [314]. La bioaccumulation des microcystines a également été 

démontrée sur des moules et sur des poissons [315, 316], ainsi que sur leurs œufs [317]. La MC-LR 

est considérée comme la plus toxique des microcystines [301]. Elle peut causer des nécroses, des 

accumulations de sang dans le foie mais aussi des tumeurs et peut conduire à la mort [310]. La dose 

létale médiane (DL50) des microcystines varie entre 50 µg/kg et 11 mg/kg. La dose maximale de MC-

LR administrée sans observation d’effets nocifs est de 40 µg/kg/jour pour des souris, 100 µg/kg/jour 

pour des cochons et 50 µg/kg/jour chez le rat [301]. En se basant sur ces résultats et devant 

l’augmentation notable de la détection d’efflorescences toxiques au niveau mondial, l’OMS 

(Organisation Mondiale de la Santé) a fixé une consommation journalière maximale de 0,04 

µg/kg/jour pour l’homme en appliquant un facteur d’incertitude de 1000 sur les valeurs rapportées 

ci-avant pour différentes espèces [301]. Elle  a également émis en 1999 une recommandation 

concernant la concentration maximale d’hépatotoxines dans les eaux. Une limite de 1 µg en 

équivalent en MC-LR par litre d’eau potable a ainsi été fixée [301, 318]. Outre cette 

recommandation, l’Union Européenne a elle émis une directive réglementant uniquement la 

concentration en MC-LR dans les eaux potables, avec une concentration maximale admissible de 1 

µg/L. De ce fait des techniques d’analyses performantes et rapides pour son suivi dans les eaux sont 

nécessaires.  

2.5 Extraction et analyse 

Les microcystines sont majoritairement présentes dans le milieu intracellulaire des 

cyanobactéries avant d’être libérées dans le milieu aqueux environnant. Ainsi, la concentration d’un 

échantillon est le résultat de deux contributions : la concentration intracellulaire et la concentration 

dans le milieu extracellulaire [319]. Diverses méthodes permettant d’extraire les microcytines avant 

analyse doivent donc être développées. 

2.5.1 Extraction et purification des échantillons 

2.5.1.1 Extraction des microcystines du milieu intracellulaire 

Les microcystines sont des solutés moyennement polaires, divers mélanges de solvants 

relativement polaires peuvent être utilisés pour leur extraction du milieu intracellulaire. Le mélange 

butanol/méthanol/eau (5/20/75) est souvent rapporté car il est très utilisé classiquement, vu son 

aptitude à extraire des toxines appartenant à une large gamme de polarité. Ce mélange extrait 

correctement les microcystines mais le méthanol pur s’est révélé être d’une meilleure efficacité pour 

les variantes de microcystines LR, LY, LW et LF plus hydrophobes [320]. D’autres études mentionnent 
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uniquement un mélange d’eau et de méthanol pour extraire les microcystines du milieu 

intracellulaire. L’eau permet de solubiliser les microcystines les plus hydrophiles, tandis que le 

méthanol est nécessaire à l’extraction des microcystines hydrophobes, d’où le compromis avec des 

mélanges contenant 70 ou 75% de méthanol [319-321]. Un protocole simple et robuste expérimenté 

par Rivasseau et al [298] consiste, après filtration, à sécher le filtre à 40°C pendant 12 heures, le 

peser et le conserver à -20°C jusqu’à l’étape d’extraction. Les microcystines sont ensuite extraites, 

par deux fois avec du méthanol par simple trempage et agitation. Une dernière extraction est alors 

réalisée sous ultrasons avant la filtration et l’évaporation du solvant. C’est un protocole très proche 

qui a notamment été appliquée dans ce chapitre à l’extraction de la MC-LR à partir de culture de 

cyanobactéries (partie 5.1 en page 163). 

2.5.1.2 Extraction et purification des échantillons aqueux 

Une purification ou préconcentration des toxines dans les échantillons  d’eau 

environnementales est généralement nécessaires, puisque les toxines sont souvent présentes à l’état 

de traces dans ces milieux plus ou moins complexes. La plupart des étapes de purification et 

préconcentration utilisent des supports hydrophobes de type silices greffées octadécyles [319]. Leur 

utilisation est simple que ce soit pour le traitement d’extraits d’algues [322] ou d’eaux très 

contaminées [298]. Cependant des étapes plus sélectives peuvent être nécessaires. L’utilisation 

d’immunoadsorbants a permis d’obtenir une grande sélectivité par rapport aux supports 

conventionnels de type C18 [44, 323, 324] ou polymérique [325]. Kondo et al ont été les premiers à 

développer un immunoadsorbant anti-microcystine-LR à partir d’anticorps monoclonaux en 1996 

[326]. Depuis d’autres études ont fait référence à l’immobilisation d’anticorps polyclonaux pour des 

applications en immunoextraction [44, 46]. Les supports utilisés pour le greffage des anticorps anti-

microcystine sont principalement la sépharose [323-329] ou la silice [44, 46, 323] sous forme de 

particules conditionnées dans des cartouches de SPE. Les applications des immunoadsorbants ont 

été principalement réalisées sur des eaux de lac et des extraits cellulaires de cyanobactéries, mais 

aussi des extraits de poissons [301, 323, 328, 330].  

2.5.2 Méthodes séparatives et détection 

De par leur hydrophobie et leurs propriétés acido-basiques, les microcystines sont 

principalement séparées par chromatographie liquide à polarité de phase inversée à l’aide de 

colonnes greffées C18 [319, 330]. Cette séparation est généralement suivie d’une détection UV car la 

majeure partie des microcystines possède un spectre UV similaire avec un maximum d’absorbance à 

238 nm [330]. Cette détection est possible grâce au chromophore situé sur le groupement Adda 

commun aux microcystines (cf. Figure 50 en page 146) et permet d’atteindre des limites de détection 

inférieures à 1 µg/L. Cependant, du fait du faible nombre d’étalons disponibles et bien que ce type de 
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détection reste aujourd’hui très utilisé dans le cadre de l’analyse des microcystines, il ne permet pas 

toujours de différencier les différentes variantes de microcystines présentes dans un échantillon. 

C’est particulièrement le cas pour les variantes pour lesquelles aucun étalon n’est disponible, dont 

les temps de rétention ne sont pas connus et qui peuvent potentiellement être co-éluées avec 

d’autres variantes de microcystines de structure très proche [330]. Comme les microcystines ont des 

sensibilités similaires en UV, une concentration exprimée en équivalent de MC-LR peut alors être 

déterminées en quantifiant chacun des pics observées [330]. Pour accroître la sensibilité et la 

spécificité, le couplage de la LC avec la spectrométrie de masse peut être envisagé lorsqu’une 

identification précise de chaque variante est nécessaire. Cette méthode permet notamment de 

détecter chaque variante par l’indication de sa masse moléculaire, surtout dans le cas où aucun 

étalon n’est disponible [319, 330]. Des limites de détection beaucoup plus basses qu’en UV peuvent 

très généralement être obtenues ce qui augmente grandement la sensibilité [330]. 

3 Protocole expérimental 

3.1 Immobilisation des anticorps monoclonaux 

Comme mentionné précédemment, il a été décidé de débuter cette étude de greffage de 

biomolécules par l’immobilisation d’anticorps monoclonaux de type MC10E7dirigés contre la MC-LR. 

Ces anticorps ciblent les microcystines présentant une arginine en position 4 et s’avèrent être les 

anticorps les plus sensibles à la MC-LR [331]. Cette immobilisation a été envisagée sur des 

monolithes en capillaire présentant une perméabilité proche de celle référencée par Ma et al dans 

leur étude sur l’immobilisation de trypsine [269] et qui est de l’ordre de 1,96 x 10-14 m². Quatre 

capillaires dont la perméabilité moyenne est de 2,23 ± 0,15 x 10-14 m² (C.V. = 6.6%, n = 4) ont donc 

été utilisés dans cette partie pour immobiliser ces anticorps. Ces capillaires, dont la perméabilité a 

été présentée en Figure 45 (page 136), ont été synthétisés via la méthode de synthèse requérant de 

thermostater le mélange réactionnel à 0°C avant remplissage du capillaire (cf. Chapitre 2). Ceux-ci 

seront nommés cap1, cap2, cap3 et cap4 dans la suite de ce chapitre.  

La première étape du protocole consiste à activer les fonctions amines présentes à la surface 

interne du monolithe par du glutaraldéhyde pendant 16 heures (10% (w/w) dans du tampon 

phosphate 100 mM, pH 8,0). Cette étape permet d’obtenir une surface présentant les groupements 

aldéhyde nécessaires au greffage de biomolécules. Brièvement, les groupements aldéhyde sont 

capables de réagir avec les nombreuses fonctions amines présentes à la surface des anticorps (au 

niveau des résidus lysine et à l’extrémité N-terminale de chaque chaîne polypeptidique) et ainsi 

former une liaison covalente entre le support monolithique et l’anticorps. La stratégie adoptée 

consiste donc en une immobilisation covalente non orientée puisqu’aucun contrôle de la position du 
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groupement amine réagissant effectivement avec l’aldéhyde ne peut être réalisé. La longueur de 

chaque capillaire, initialement de 10 cm, a été réduite à 4,5 cm. Le capillaire cap1 a, quant à lui, été 

découpé en deux capillaires plus courts (de 4,5 cm chacun). Les anticorps monoclonaux spécifiques 

de la MC-LR choisis pour être immobilisés sur le monolithe hybride à base de silice contenu dans ces 

capillaires de 45 mm de longueur ont été greffés en suivant la procédure illustrée en Figure 51.  

 
Figure 51 : Principe général du greffage d’anticorps monoclonaux sur le monolithe organique-inorganique synthétisé en 

capillaire. 

Ainsi, 20 µL d’une solution d’anticorps monoclonaux spécifiques de la MC-LR à 1 g/L a été 

percolée à travers le monolithe en capillaire préalablement activé (i.e. 20 µg d’anticorps) pendant 24 

heures à température ambiante. Le capillaire est ensuite rincé successivement avec du tampon PBS 

10 mM (pH 7,4), du tampon Tris-HCl 0,5 mM (pH 8,0), de manière à désactiver les groupements 

aldéhyde n’ayant pas réagi, puis du tampon PBS contenant 0,1% de NaN3 et 0,2 mg/mL de NaCNBH3 

de manière à réduire les imines formées en amines et stabiliser la liaison covalente de l’anticorps au 

monolithe. Cette procédure est plus largement détaillée en Annexe 3 en page 281. Cette même 

procédure a également été appliquée au deuxième fragment issu du capillaire cap1 pour le greffage 

d’anticorps dirigés contre une autre molécule : l’ochratoxine A (OTA). Ces derniers ne présentent 

donc aucune affinité pour la MC-LR. Le lecteur est invité à se reporter au chapitre 4 pour plus de 

détails sur la structure et les propriétés de l’OTA. Quatre immunoadsorbants miniaturisés (mIS) 

dirigés contre la MC-LR (45 mm x 0,1 mm d.i.) ont ainsi été obtenus ainsi qu’un support contrôle 

consistant en un mIS dirigé contre l’OTA (45 mm x 0,1 mm d.i.). Ce deuxième support a donc été 

synthétisé de façon à contrôler la sélectivité de l’extraction. 

Chaque immunoadsorbant miniaturisé (mIS) ainsi obtenu a ensuite été scellé par des 

bouchons en silicone et conservé dans du PBS contenant 0,1% de NaN3 à 4°C dans un environnement 

humide de façon à éviter que la phase ne sèche avant utilisation. 

3.2 Méthode d’analyse et étalonnage 

Avant d’envisager le couplage des mIS avec la nanoLC-UV il a été nécessaire de développer 

une méthode d’analyse de la MC-LR. Devant la difficulté à utiliser un gradient avec la nano-pompe 

utilisée au début de ce projet de thèse (pompe DGP-3600M/FLM-3100, Dionex, cf. Annexe 2 en page 
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278) du fait de volumes morts trop importants retardant grandement l’arrivée du gradient en tête de 

colonne, une analyse en mode isocratique a été préférée et conservée par la suite pour les analyses 

réalisées avec d’autres nano-pompes. La phase mobile utilisée est ainsi composée d’eau/acétonitrile 

(60/40, v/v) et la colonne analytique est une Chromolith® CapRod® RP-18 (15 cm x 100 µm d.i., 

Merck). La détection a été réalisée grâce à un détecteur UV avec une cellule de détection de 3 nL à 

une longueur d’onde de 238 nm. Ces conditions ont été choisies de manière à pouvoir réaliser des 

analyses rapides (tr ≈ 6,4 min pour la MC-LR) et à avoir un pic fin et une bonne limite de 

quantification (S/N = 10) située autour de 80 ng/mL. Les gammes d’étalonnage ont été réalisées à 

chaque fois en connectant directement une nano-vanne comprenant une boucle d’injection de 150 

nL à la nano-pompe analytique et à la colonne analytique de manière à réaliser des analyses directes 

en nanoLC-UV et pouvoir étalonner le système. Ces gammes ont été refaites plusieurs fois au cours 

de l’étude. Un exemple de chromatogramme obtenu et de courbe d’étalonnage est reporté en Figure 

52. 

 
Figure 52 : A) Exemple de chromatogramme correspondant à l’analyse par nanoLC-UV de 150 nL d’eau pure dopée avec 375 

pg de MC-LR (C° = 2,5 µg/mL). B) Exemple de courbe d’étalonnage réalisée par analyse d’échantillons d’eau pure dopée à 
des concentrations croissantes de MC-LR par nanoLC-UV (238 nm). 

3.3 Montage expérimental 

Chaque mIS préparé a ensuite été intégré dans un montage permettant son couplage avec la 

nanoLC-UV. Le montage utilisé est schématisé en Figure 53. Celui-ci est constitué de deux nano-

vannes six-voies. La première nano-vanne comprend une boucle d’injection de 150 nL et est reliée à 

une nano-pompe de préconcentration (nano-pompe 1) et à une deuxième nano-vanne. La deuxième 

nano-vanne est reliée, quant à elle, au mIS (4,5 cm x 100 µm d.i.), placé en lieu et place d’une boucle 

d’injection, à la colonne analytique et à une nano-pompe analytique (nano-pompe 2) délivrant la 

phase mobile nécessaire à la séparation chromatographique. L’ensemble des connexions ont été 
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réalisées au moyen de capillaires de très faible diamètre interne (20 µm d.i.) de manière à minimiser 

au maximum les volumes morts du système.  

 

Figure 53 : Schéma du montage d’immunoextraction miniaturisée couplée à une analyse par nanoLC-UV ou LIF. 

La nano-pompe 1 délivre le tampon nécessaire à l’étape de lavage à un débit fixé à 200 

nL/min et permet de pousser l’échantillon depuis la boucle d’injection de 150 nL vers le mIS lors de 

l’étape de percolation. Les volumes morts dus aux connectiques entre la boucle d’injection et le mIS 

ont été évalués à environ 50 nL (16 cm x 20 µm d.i.). De manière à ce que l’échantillon soit 

intégralement introduit dans le mIS il est donc nécessaire de pousser 200 nL de tampon (150 nL de la 

boucle d’injection + 50 nL de connectiques). Nous avons défini l’étape de lavage comme débutant 

dès que l’intégralité de l’échantillon se trouve être dans le mIS, i.e. une fois que l’échantillon a été 

poussé avec 200 nL de tampon. La percolation des volumes adéquats est à chaque fois contrôlée en 

sortie du mIS au moyen d’une seringue de 10 µL sans piston présentant les graduations nécessaires 

au contrôle de faibles volumes. Après que le volume de tampon adéquat pour l’étape de lavage a été 

percolé au travers du mIS, la deuxième nano-vanne (nano-vanne 2) est basculée permettant ainsi à la 

phase mobile hydro-organique de passer au travers du mIS (débit = 300 nL/min) et rompre ainsi les 

interactions spécifiques entre l’analyte cible, dans ce cas la MC-LR, et son anticorps. L’analyte est 

alors transféré vers la colonne analytique puis le détecteur. Après chaque analyse via ce couplage 

mIS/nanoLC, les anticorps sont régénérés en percolant du tampon PBS 10 mM (pH 7,4) pendant au 

moins 1 heure à travers le mIS à 100 nL/min. Cette régénération est de l’ordre de 16 heures entre 

des injections menées sur deux jours différents.  

4 Immunoextraction sélective en eau pure 

La première étape de l’étude a été d’optimiser le protocole d’immunoextraction en ligne de 

la MC-LR en eau pure avant d’évaluer la répétabilité de la synthèse des mIS ainsi que le taux de 

greffage et la capacité des supports. 
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4.1 Essais préliminaires 

Les premiers essais de couplage d’un mIS avec la nanoLC-UV ont eu pour but de déterminer 

la faisabilité du couplage en ligne tel que décrit dans la partie précédente. 

Le couplage en ligne d’un support de SPE avec la LC implique en générale que la longueur et 

le volume mort de ce support soient bien inférieurs à la longueur et au volume de la colonne 

analytique utilisée pour l’étape de séparation chromatographique de manière à limiter les 

élargissements de pics. Or, comme mentionné dans la partie précédente, la longueur choisie pour les 

mIS (ou contrôle) est de 4,5 cm, c’est-à-dire une longueur seulement 3,3 fois moins élevée que la 

longueur de la colonne analytique pour un diamètre identique. Cette longueur a été choisie 

principalement pour des raisons techniques, l’utilisation d’une longueur moins importante étant 

rendue impossible par les ferrules et manchons utilisés pour connecter ces capillaires au montage 

présenté dans la partie précédente. D’autre part, une colonne trop courte aurait pu ne présenter 

qu’une très faible rétention, ce paramètre étant dépendant du taux de greffage, non connu à ce 

stade du projet. Outre l’élargissement de pic pouvant être causé par la longueur importante des mIS, 

l’utilisation d’un tampon lors de l’étape de lavage a aussi été vu comme une cause potentielle de 

difficulté. En effet, la crainte était de causer une précipitation de sels dans les capillaires lors du 

basculement de la seconde nano-vanne et arrivée de la phase mobile hydro-organique dans le mIS. 

L’ensemble de ces paramètres a donc été évalué dès les premières injections sur les mIS. Un exemple 

de chromatogramme résultant d’une préconcentration sur le mIS1 d’eau pure dopée avec 1,25 µg/mL 

de MC-LR avec un volume de lavage de 1,8 µL de PBS 10 mM (pH 7,4) est reporté en Figure 54. 

 
Figure 54 : Chromatogrammes correspondant à la percolation de 150 nL d’eau pure dopée à 1,25 µg/mL de MC-LR sur le 

mIS1 (45 mm x 0,1 mm d.i.). Volume de lavage de PBS (10 mmol/L, pH 7,4) = 1,8 µL. 
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Il est visible que le couplage d’un mIS avec la nanoLC-UV entraîne un décalage du temps de 

rétention qui passe de 6,4 min pour les injections directes à 8,1 min une fois le mIS couplé du fait du 

volume plus grand du mIS comparé à la boucle d’injection utilisée pour les injections directes 

(≈ 280 nL contre 150 nL respectivement) et du volume mort des capillaires de connexions entre le 

mIS et la nano-vanne. Ces volumes entraînent également un élargissement du pic et une diminution 

de sa hauteur. De ce fait la LOQ est augmentée à environ 130-150 ng/mL pour ce couplage. Cette 

LOQ est apparu malgré tout comme suffisante pour envisager une caractérisation des supports 

développés. En outre, l’ensemble des premières injections a montré que l’utilisation d’un tampon tel 

que le PBS pour l’étape de lavage n’entraîne pas de problèmes de précipitation lors du basculement 

de la deuxième nano-vanne, ce qui facilite de ce fait le couplage direct du mIS avec la nanoLC-UV. 

4.2 Développement d’un protocole d’extraction sélective 

Après ces essais préliminaires, le premier objectif a été de déterminer la nature et le volume 

du solvant de lavage nécessaire à l’élimination des interactions non spécifiques pouvant 

potentiellement se développer entre la MC-LR et le support de greffage ou les immunoglobulines en 

dehors du site de reconnaissance spécifique. De ce fait, de l’eau pure dopé à 1,25 µg/mL de MC-LR a 

été injectée sur le mIS (boucle d’injection = 150 nL) en utilisant un tampon, le PBS (10 mM, pH 7,4), 

comme solvant de transfert puis de lavage. Il a été montré sur de nombreux immunoadsorbants 

conventionnels qu’un lavage avec un simple tampon pouvait suffire à l’élimination des composés 

interférents sans rompre l’interaction spécifique anticorps-antigène [11, 40]. Des volumes croissants 

de PBS ont de ce fait été percolés à travers le mIS à un débit de 200 nL/min avant de basculer la 

deuxième nano-vanne en position « inject » pour transférer l’analyte du mIS vers la colonne 

analytique afin de le détecter et de le quantifier. La quantité de MC-LR extraite a ensuite été 

déterminée en mesurant les aires des pics obtenues après cette étape et en utilisant les courbes 

d’étalonnage préalablement réalisées en connectant directement la boucle d’injection de 150 nL à la 

colonne analytique et à la nano-pompe analytique (nano-pompe n° 2) comme décrit précédemment. 

Connaissant la quantité initiale de MC-LR percolée, il est alors possible de calculer le rendement 

d’extraction. Pour estimer les interactions non spécifiques entre la MC-LR et le monolithe hybride 

organique-inorganique greffé par les anticorps, les mêmes expériences ont été réalisées en parallèle 

sur le support contrôle. Il est ainsi attendu que le contrôle (mIS constitué d’anticorps dirigés contre 

l’OTA) ne permette pas la rétention de la MC-LR malgré l’hydrophobie relative de cette molécule. Les 

rendements d’extraction de la MC-LR obtenus sur les deux supports en fonction du volume de PBS 

utilisé lors de l’étape de lavage préalable au basculement de la deuxième nano-vanne et transfert de 

la MC-LR vers la colonne analytique sont présentés en Figure 55.  
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Figure 55 : Comparaison des rendements d’extraction de la MC-LR sur un mIS (45 mm x 0,1 mm d.i.) spécifique de la MC-LR 

et sur un capillaire contrôle (mIS spécifique de l’ochratoxine A, 45 mm x 0,1 mm d.i.) en fonction du volume de lavage de PBS 
(10 mmol/L, pH 7,4). Percolation de 150 nL d’eau pure dopée à 1,25 µg/mL de MC-LR (n = 3). 

Les profils obtenus en utilisant le mIS et le contrôle sont clairement différents. Les 

rendements d’extraction de la MC-LR sur le support contrôle chutent très rapidement à 70,2% ± 2,4% 

(n = 3) dès le passage d’un volume de lavage de 1,0 µL alors que la rétention sur le mIS ne diminue 

que très lentement avec un rendement d’extraction égal à 95,3% ± 4,7% (n = 3) avec ce même 

volume de lavage. Au-dessus d’un volume de lavage de 2,8 µL de PBS, correspondant à 10 fois le 

volume du mIS (en supposant une porosité d’environ 0,8 comme précédemment décrit pour des 

monolithes à base de silice [332]), presqu’aucune rétention de la MC-LR n’a été obtenue sur le 

contrôle (rendement inférieur à 9,5%), tandis que plus de 70% de la quantité initiale de MC-LR 

injectée est toujours retenue sur le mIS. Ce rendement d’extraction élevé reste constant jusqu’à un 

lavage effectué avec 20 volumes de capillaire (5,6 µL de PBS). Cette différence de rétention constitue 

une preuve de la spécificité du mIS pour la MC-LR. Ces résultats indiquent qu’un volume de lavage de 

PBS supérieur à 2,8 µL semble suffisant pour éliminer les interactions non-spécifiques résiduelles. 

L’étape de lavage étant réalisée à 200 nL/min, le choix d’un lavage avec 5,6 µL correspond à une 

durée de 28 minutes contre seulement 17 minutes avec 3,4 µL pour des performances équivalentes 

en termes de sélectivité. En conséquence, un volume de 3,4 µL de PBS a été retenu pour les 

expériences ultérieures. Dans ces conditions, des rendements d’extraction de 71,3% ± 3,1% (n = 3) de 

MC-LR sur le mIS contre seulement 8,5% ± 1,6% (n = 3) sur le contrôle sont obtenus (Figure 55). La 

sélectivité de la procédure d’extraction en eau pure s’avère donc très bonne. Les faibles écart-types 

indiquent également que la procédure d’immunoextraction présente une bonne répétabilité. Cette 
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sélectivité est notamment illustrée par les chromatogrammes de la Figure 56 qui compare deux 

percolations d’eau dopée à 1,25 µg/mL de MC-LR sur le mIS et sur le capillaire contrôle.  

  

Figure 56 : Chromatogrammes correspondant à la percolation de 150 nL d’eau pure dopée à 1,25 µg/mL de MC-LR sur un 
mIS (45 mm x 0,1 mm d.i.) spécifique de la MC-LR et sur un capillaire contrôle (mIS spécifique de l’ochratoxine A, 45 mm x 

0,1 mm d.i.). Volume de lavage de PBS (10 mmol/L, pH 7,4) = 3,4 µL. 

Il est clairement visible que l’aire et la hauteur du pic sur le mIS sont bien plus importantes 

sur le mIS que sur le contrôle.  

4.3 Evaluation de la répétabilité 

Pour évaluer la répétabilité de la procédure d’immobilisation des anticorps sur les capillaires 

monolithiques, une procédure en tout point identique à celle appliquée sur cap1 pour la préparation 

du premier mIS (mIS1) a été appliquée aux capillaires cap2, cap3 et cap4. Les rendements d’extraction 

obtenus grâce à la procédure d’immunoextraction développée ci-avant sur le mIS1 et impliquant un 

lavage avec 3,4 µL de PBS sont reportés en Figure 57 et comparés au rendement obtenu sur le mIS1. 

Des rendements de 70,4% ± 4,5%, 77,6% ± 15,4% et 79,4%± 1,8%  (n = 3) ont été respectivement 

obtenus sur le deuxième (mIS2), troisième (mIS3) et quatrième mIS (mIS4) lorsque des 

préconcentrations de 150 nL d’eau dopée à 1,25 µg/mL de MC-LR ont été réalisées. Les trois valeurs 

ainsi obtenues ne sont pas significativement différentes avec une valeur seuil α de 5%. En effet, une 

ANOVA réalisée sur l’ensemble des quatre groupes de données relatifs aux rendements d’extraction 

sur chacun des mIS renvoie une p-valeur égale à 0,48. Cette valeur est strictement plus grande que la 

valeur seuil de 0,05. La possibilité de greffer des anticorps sur un monolithe hybride organique-
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inorganique en capillaire et d’appliquer une procédure d’extraction sélective répétable sur des 

supports indépendants a donc été démontrée avec la méthode que nous avons développée. 

 
Figure 57 : Répétabilité de la procédure d’immunoextraction sur quatre mIS (mIS1, mIS2, mIS3 et mIS4) spécifiques de la MC-

LR. Injection de 150 nL d’eau pure dopée à 1,25 µg/mL de MC-LR. Lavage avec 3,4 µL de PBS 10 mmol/L, pH 7,4 (n = 3). 
 

4.4 Détermination de la capacité et du taux de greffage 

4.4.1 Capacité des mIS 

Les hauts rendements obtenus laissent présager un greffage satisfaisant des anticorps mais 

ne permettent pas de savoir si les capacités et les taux de greffage son similaires. De ce fait, 

l’ensemble des mIS synthétisés a ensuite été caractérisé en termes de capacité. Pour rappel, la 

capacité correspond à la quantité maximale de MC-LR pouvant être retenue par le mIS. Elle est donc 

directement liée au nombre d’anticorps greffés, actifs et accessibles à la surface des pores du 

monolithe. L’immobilisation covalente via une approche non orientée implique en effet, de par son 

caractère aléatoire, qu’une partie des anticorps greffés n’est pas active et donc disponible pour 

participer à la rétention de la MC-LR. Des échantillons d’eau pure (inj = 150 nL) dopés avec des 

quantités croissantes de MC-LR (de 23,4 pg à 1,5 ng) ont été préconcentrés en ligne à la fois sur les 

mIS et sur le support contrôle. Pour chaque point de concentration, trois réplicats ont été réalisés. 

Les courbes obtenues sont représentées en Figure 58.  
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Figure 58 : Courbes  obtenues en reportant la quantité de MC-LR retenue sur chacun des mIS et sur le support contrôle (mIS 
spécifique de l’ochratoxine A) après percolation de quantités croissantes de MC-LR (150 nL, n = 3). Etape de lavage avec 3,4 

µL de PBS 10 mmol/L, pH 7,4. 

La courbe obtenue sur le support contrôle présente une pente de 8,3% qui correspond au 

rendement de la MC-LR sur ce mIS contrôle. Ceci met à nouveau en lumière la faible contribution des 

interactions non spécifiques développées entre la MC-LR et le support contrôle greffé avec des 

anticorps dirigés contre une autre molécule. Ensuite, les courbes correspondant aux quatre mIS 

spécifiques de la MC-LR présentent, quant à elles, deux parties, une partie linéaire à pente forte 

suivie d’une rupture de pente et d’une partie linéaire à pente beaucoup plus faible. Il est visible que 

les premières parties des courbes d’étalonnage de chaque mIS présentent des pentes très similaires. 

Les pentes sur cette première partie correspondent à la valeur moyenne des rendements 

d’extraction qui restent constants entre 23,4 pg et la valeur de capacité à laquelle une rupture de 

pente est attendue. Dans cet intervalle, l’analyse qualitative est possible. Une pente moyenne de 

72,9% ± 1,1% (C.V = 1,6%) a été obtenue sur les quatre mIS. Ce résultat est cohérent avec les 

résultats de la Figure 57. Le C.V. très faible illustre à nouveau la grande répétabilité de la procédure 

d’extraction appliquée sur des mIS synthétisés indépendamment les uns des autres. La pente pour 

chaque mIS chute ensuite de manière similaire à environ 8% (pente similaire à celle observée sur le 

contrôle) ce qui correspond à la contribution des interactions non-spécifiques dans le procédé de 

rétention quand la capacité du mIS pour la MC-LR est dépassée. Il est visible cependant que la 

rupture de pente pour chacun des mIS intervient pour des quantités injectées de MC-LR différentes. 
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Ces ruptures de pente nous ont permis d’estimer les valeurs de capacité de chaque mIS. Ces valeurs 

sont répertoriées dans le Tableau 9.  

Tableau 9 : Valeurs de capacités estimées pour 4 mIS, quantités d’anticorps immobilisés et densités volumétriques 
d’anticorps dans les capillaires correspondantes. 

 Capacité 
 (pg de MC-LR) 

Q
té

 d'anticorps 
actifs (fmol) 

Densité d’anticorps 
(pmol/µL) 

mIS1 188 94 0,267 

mIS2 1125 565 1,599 

mIS3 375 188 0,543 

mIS4 1000 502 1,422 

 

Des capacités de 188 pg, 1,125 ng, 375 pg et 1 ng ont été respectivement obtenues pour les 

mIS1, mIS2, mIS3 et mIS4. Il existe donc un facteur 6 entre la capacité la plus faible (mIS1) et la capacité 

la plus élevée (mIS2). La grande variabilité observée trouve en partie son explication dans la grande 

difficulté rencontrée à pousser les solutions d’anticorps à un débit constant à ce stade du projet de 

thèse. En effet, tel que décrit en Annexe 3 en page 281, après activation d’un capillaire monolithique 

au glutaraldéhyde, le capillaire est connecté en sortie d’une boucle d’injection de 20 µL. Cette boucle 

est remplie d’une solution d’anticorps monoclonaux MC10E7. Après basculement de la vanne, une 

pompe de nanoLC permet de pousser cette solution au travers du capillaire pendant 24 h à un débit 

extrêmement faible (de l’ordre de 14 nL/min). Cependant, dans cette partie du projet, la seule 

pompe qui a pu être utilisée est une pompe à diviseur de débit et à débit rétrocontrôlé (Dionex, 

Ultimate 3000 DGP-3600M, cf. Annexe 2). Le bon contrôle du débit de cette pompe est grandement 

dépendant de la perte de charge du système connecté en sortie. Or, dans notre cas, une boucle 

d’injection de 20 µL avec un diamètre interne de 320 µm et une longueur de 25 cm entraîne une 

perte de charge importante pour le système. La vanne chargée de réguler le diviseur de débit se 

révèle alors rapidement ne plus pouvoir jouer correctement son rôle. Il s’est avéré que la nano-

pompe rencontrait des difficultés à conserver un débit constant au cours du greffage. De plus, la 

percolation des anticorps dans les capillaires entraîne souvent une augmentation de la perte de 

charge qui influe grandement sur le débit. Le greffage étant réalisé sur 24 heures, le débit n’a pas pu 

être compensé manuellement pendant la nuit. En définitive, il semblerait que le débit de percolation 

des solutions d’anticorps ait un effet important sur le taux de greffage et donc sur la capacité. Malgré 

cette variabilité, la valeur minimale de capacité obtenue correspond à une concentration de MC-LR 

de 1,25 µg/mL pour un volume d’échantillon de 150 nL. Cette valeur est largement suffisante pour 

l’analyse de la MC-LR à l’état de traces et d’ultra-traces puisque les concentrations recherchées pour 

cette molécule sont généralement plutôt de l’ordre de quelques ng/mL. 

Pour convertir ces valeurs en termes de quantité fixée par gramme de support, la masse du 

monolithe dans chaque capillaire a été estimée en pesant des capillaires de 15 cm de long avant et 
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après synthèse in situ d’un monolithe hybride à base de silice et rinçage. Elle a ainsi été évaluée à 

environ 40 ± 5,4 µg/cm (n = 4) menant à des capacités respectivement de 6,3 µg/g, 5,6 µg/g, 2,1 µg/g 

et 1,1 µg/g pour les mIS1, mIS2, mIS3 et mIS4. Pour des IS à base de particules de silices conditionnés 

au format cartouche, des valeurs allant de quelques nanogrammes à quelques microgrammes par 

gramme de support ont été rapportées dans la littérature [11]. Des valeurs comprises entre 0,45 

µg/g et 1,35 µg/g ont en effet été rapportés par J. Lawrence et al pour des IS anti MC-LR à base de 

silice [46]. Deux études menées au LSABM avaient en outre permis d’aboutir à des capacités de 1,8 

µg/g de silice [297] et 7,5 µg/g de silice [333]. En conséquence, ces valeurs de capacité obtenues 

pour ces formats miniaturisés sont en totale adéquation avec les valeurs de capacité obtenues en 

format macroscopique. De plus, ces valeurs de capacité illustrent également l’intérêt d’une approche 

monolithique par rapport à une approche par simple fonctionnalisation de la surface interne d’un 

capillaire et greffage d’anticorps. En effet, en recouvrant uniquement la surface interne d’un 

capillaire (70 cm x 250 µm i.d.) avec de l’APTES, l’organosilane utilisé dans notre synthèse, et greffage 

ultérieur d’anticorps spécifiques de la fluoxétine, Queiroz et al [239] ont réussi à obtenir une capacité 

égale à 0,92 pmol correspondant à 0,46 pmol d’anticorps actifs et accessibles à la surface de leur 

support. Ceci conduit à une densité volumétrique d’anticorps actifs de 0,013 pmol/µL dans le 

capillaire. Avec la méthode développée dans ce projet de thèse en greffant des anticorps à la surface 

d’un monolithe préparé à partir de TEOS et d’APTES en capillaire (4,5 cm x 100 µm i.d.) nous avons 

obtenu des densités volumétriques allant de 0,267 pmol/µL d’anticorps actifs à 1,599 pmol/µL 

d’anticorps actifs, soit des valeurs de 20 à 120 fois plus élevées que celles résultant d’une simple 

immobilisation des anticorps à la surface d’un capillaire de silice fondue (Tableau 9). 

4.4.2 Evaluation du taux de greffage 

Outre la capacité des supports donnant accès aux nombres d’anticorps actifs, il a également 

été envisagé de mesurer la quantité totale d’anticorps greffés. Cette mesure a été réalisée 

indirectement en dosant les anticorps restants dans les différentes solutions utilisées pour le 

greffage (solution d’anticorps + solutions de rinçage ultérieures au greffage). Ce dosage a été réalisé 

en utilisant la méthode BCA (Bicinchoninic acid Assay). La procédure détaillée est décrite en Annexe 5 

en page 289. Ce test consiste en un dosage colorimétrique des protéines basé sur l'acide 

bicinchoninique. Les protéines réduisent l'ion cuivre Cu2+ en Cu+ en milieu alcalin. L'acide 

bicinchoninique est un réactif colorigène hautement spécifique du Cu+, qui forme un complexe 

pourpre. Il est alors possible de mesurer cette absorbance par spectrophotométrie et de quantifier 

les protéines présentes dans une solution après avoir réalisé une gamme d’étalonnage. Les anticorps 

étant des molécules onéreuses et disponibles en faible quantité, la gamme d’étalonnage a été 

réalisée avec la BSA (Bovin Serum Albumin) qui est un étalon très utilisé pour ce type de dosage. Un 

point de contrôle ne nécessitant que 10 µL de solution d’anticorps (1 g/L) a été réalisé en duplicat 

pour s’assurer que l’utilisation de la gamme d’étalonnage avec la BSA permettait bien de quantifier 
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les anticorps présents dans le milieu considéré. La moyenne obtenue pour ces deux points de 

contrôle initialement à une concentration connue théorique de 1 g/L renvoie une valeur à 1,16 g/L 

soit 116% de la valeur théorique. Cette valeur semble acceptable au vu de la précision de ce type de 

quantification par spectrophotométrie. Il a donc été décidé d’utiliser la gamme d’étalonnage de la 

BSA pour quantifier les anticorps présents dans les solutions issues de la procédure de greffage sur 

un capillaire de dimensions 4,5 cm x 100 µm d.i. . Ce capillaire ne correspond à aucun des quatre mIS 

présentés jusqu’à maintenant. De plus, le greffage a été réalisé cette fois grâce à une pompe au débit 

parfaitement maîtrisé (Ultimate 3000 RSLC Nano, Thermo Scientific, cf. Annexe 2). Deux solutions 

sont récupérées : la première solution (phase 1) correspond à la solution d’anticorps percolée et à 

une première phase de rinçage au PBS, la deuxième solution (phase 2) correspond quant à elle aux 

solutions de rinçage au tampon Tris-HCl et au tampon PBS-azoture + NaCNBH3. Ces solutions sont 

évaporées puis reprise dans un volume connu d’eau avant dosage. Les résultats ont montré qu’aucun 

anticorps n’est retrouvé dans les solutions de rinçage succédant à la phase de greffage proprement 

dite. La quantité retrouvée dans la phase 1 est de 18,6 µg ce qui permet de calculer une quantité 

greffée de 1,4 µg. Ceci conduit à un taux de greffage de 7,0%. Si l’on considère que la gamme 

d’étalonnage au BSA entraîne une légère surestimation de la concentration en anticorps dans les 

solutions il est possible que ce taux de greffage soit même légèrement plus important. En utilisant ce 

taux de greffage, il est donc possible de calculer que si 1,4 µg d’anticorps sont immobilisés au sein du 

capillaire (4,5 cm x 100 µm d.i.), environ 9,3 pmol d’anticorps sont effectivement greffés sur le 

monolithe. Ceci permet de calculer une densité volumétrique d’anticorps dans le capillaire de 26,4 

pmol/µL. Avec les valeurs de capacités rapportées dans la partie précédente, il est ainsi possible 

d’estimer que la quantité d’anticorps actif représente de 1% à 6% de la quantité totale greffée à la 

surface du monolithe. Ce faible ratio résulte certainement d’une immobilisation non orientée des 

anticorps. De ce fait, nombre d’entre eux sont immobilisés dans une conformation qui dénature ou 

rend inaccessible les sites de liaison aux antigènes.  

4.5 Réactivité croisée 

La spécificité des mIS pour la MC-LR a également été évaluée. En effet, il a été montré dans 

diverses études que l’anticorps anti MC-LR utilisé dans cette étude (MC10E7) présente une réactivité 

croisée pour d’autres types de microcystines présentant une arginine (R) en position 4 [331, 334-

336]. La liaison de l’anticorps MC10E7 s’avère de plus très spécifique. De ce fait, cet anticorps ne 

peut pas reconnaître les microcystines ne présentant pas le résidu arginine en position 4 et ni l’acide 

aminé Adda commun à toutes les microcystines. Cette propriété a notamment été évaluée sur des IS 

préparés par greffage de cet anticorps sur des particules de silice conditionnées en cartouche au 

cours d’une étude réalisée au LSABM [337] en amont de ce projet de thèse. Une forte affinité de ces 

IS a été soulignée pour les microcystines-LR, YR, RR, HtyR et HilR qui ont pu être extraites avec de 
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bons rendements tandis que les microcystines-LA, LY, LW et LF n’étaient pas retenues lors de la 

percolation.  

Pour évaluer la réactivité croisée des mIS, des préconcentrations de microcystine-RR (MC-

RR), un analogue structural de la MC-LR présentant une arginine en position 4 ont été effectuées sur 

le mIS2 (4,5 cm x 100 µm d.i.) en appliquant le protocole de lavage développé en partie 4.2 en page 

154. Les résultats de ces préconcentrations sont présentés en Figure 59. En parallèle, des injections 

ont également été réalisées sur un capillaire non greffé et non traité au glutaraldéhyde de façon à 

évaluer le comportement de la MC-RR sur ce support contrôle dans les conditions 

d’immunoextraction appliquée.  

 
Figure 59 : Evaluation de la spécificité d’un mIS (mIS2, 4,5 cm x 100 µm d.i.) anti MC-LR par injection d’un analogue 

structural de la MC-LR : la microcystine-RR (MC-RR).Comparaison des injections avec un support contrôle non greffé. 
Injection de 150 nL d’eau pure dopée à 1,25 µg/mL de MC-LR ou MC-RR. Lavage avec 3,4 µL de PBS 10 mmol/L, pH 7,4 

(n = 3). 

Il est visible tout d’abord que le rendement d’extraction de la MC-RR sur le mIS2 est de 41,2% 

± 2,9% contre un rendement de 18,6% ± 1,1% sur le support contrôle. Ceci met en lumière une légère 

affinité du mIS pour la MC-RR du fait de la réactivité croisée. Ensuite, le rendement de 41,2% sur le 

mIS est inférieur au rendement observé pour la MC-LR et déjà rapporté précédemment et qui est de 

70,4% ± 4,5%. Ceci semble corréler avec les résultats obtenus sur des IS en cartouche [337]. En effet, 

bien que présentant une très bonne affinité vis-à-vis de la MC-RR, le rendement d’extraction après 

élution de la MC-RR de l’IS à base de silice s’est toujours avéré inférieur à celui de la MC-LR. Ce 

rendement était de l’ordre de 80% pour la MC-RR contre 100% pour la MC-LR. Ces observations vont 

bien dans le sens d’une affinité moins forte de l’anticorps MC10E7 pour la MC-RR. Il est à noter que 

la rétention de la MC-LR sur le support contrôle est cette fois de 14,0% ± 5,3%, valeur non 

significativement différente de la valeur obtenue sur le support contrôle préparé précédemment en 

greffant des anticorps anti-OTA et qui était de 8,5% ± 1,6% (p > 0,05, t-test). Cela semble prouver que 

les immunoglobulines ne développent pas d’intéractions non spécifiques en dehors du site de 

reconnaissance et permettent en plus de limiter les interactions non spécifiques pouvant être 
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générées par le support lui-même. La rétention légèrement plus forte de la MC-RR sur le support 

contrôle dans les conditions utilisées provient certainement de sa plus forte hydrophobie à un pH de 

7. Comme déjà évoqué des log P de 4,2 et 4,4 ont été déterminés respectivement pour la MC-LR et 

pour la MC-RR à un pH de 7 [298], pH proche du pH de travail dans notre étude qui est de 7,4 lors de 

l’étape de lavage avec le tampon PBS utilisé. Par ailleurs, le temps de rétention de la MC-RR en phase 

inverse dans les conditions d’analyse utilisées s’est avéré être plus élevé que celui de la MC-LR (6,57 

± 0,15 min contre 6,32 ± 0,06 min respectivement, n = 6) confirmant la plus grande hydrophobie de 

la MC-RR. Il est donc plausible qu’un même volume de lavage renvoie une rétention légèrement plus 

forte de la MC-RR sur le monolithe contrôle. 

5 Application à des échantillons réels 

Après l’optimisation de l’étape de lavage après percolation d’un échantillon d’eau pure 

dopée présentée dans la partie précédente, le potentiel des mIS à extraire la MC-LR à partir 

d’échantillons complexes a été considéré. Pour cela, deux types de matrices correspondants aux 

matrices dans lesquelles la MC-LR et les microcystines peuvent être recherchées ont été choisies : 

des extraits du milieu intracellulaire de cyanobactéries et des eaux environnementales régulièrement 

contaminées par les microcystines. 

5.1 Immunoextraction à partir d’extraits de cyanobactéries 

La première matrice considérée consiste en des extraits complexes issus de cultures de 

cyanobactéries (algues bleu-vertes). La souche de cyanobactérie choisie est la Microcystis aeruginosa 

PCC 7806. Cette souche produit plusieurs composés bioactifs, principalement la MC-LR [338]. Après 

culture, la MC-LR a été extraite en suivant une procédure consistant en une extraction au méthanol, 

une évaporation d’un volume connu d’extrait et redissolution dans un volume d’eau cinquante fois 

plus grand. Ce protocole d’extraction est détaillé en Annexe 7. L’échantillon complexe ainsi obtenu 

est nommé 2% PCC 7806. Cet échantillon non dopé a été injecté sur la colonne analytique via la 

boucle de 150 nL mais aussi préconcentré et purifié sur le mIS3 couplé à la nanoLC-UV. Les 

chromatogrammes résultants sont comparés en Figure 60 avec des chromatogrammes 

correspondant à l’injection directe d’eau pure dopée avec la MC-LR et d’eau pure non dopée (ces 

derniers étant reportés pour permettre des comparaisons avec la ligne de base inhérente au 

couplage en ligne et au système utilisé). 
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Figure 60 : Chromatogrammes correspondant à l’analyse d’extraits de cyanobactéries (2% PCC 7806), d’eau pure dopée à 
1 µg mL-1 et d’eau pure non dopée : (A) injection di
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non dopée et une préconcentration

extraction et donc aucune co-élution ne se produit lorsqu’un mIS couplé en ligne à la nanoLC

utilisé (Figure 60-B). De plus, le temps de rétention de la MC

répétable et similaire aux temps de rétention observé dans l’eau pure
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Pour évaluer les pertes potentielles de MC-LR au cours des étapes de percolation et de 

lavage, il a tout d’abord été envisagé en parallèle des injections présentées ci-avant de brancher en 

sortie du mIS3 un détecteur UV avec une cellule de détection de 3 nL de façon à enregistrer le signal à 

238 nm en sortie de ce dernier avant basculement de la deuxième nano-vanne. L’enregistrement du 

signal UV débute dès l’injection (i.e. basculement de la première nano-vanne). Le schéma du 

montage ainsi que les signaux correspondant à la préconcentration des échantillons 2% PCC 7806, 

eau dopée à 1 µg/mL MC-LR et d’eau pure sont rassemblées en Figure 61. Le volume des 

connectiques entre la sortie du mIS3 et la cellule de détection a été évalué à environ 400 nL. En 

négligeant la diffusion longitudinale, il est donc possible d’estimer qu’un échantillon percolé au 

travers du mIS arrivera au niveau de la cellule de détection après une durée d’enregistrement 

d’environ 3 min 40 sec à un débit de 200 nL/min. Ce temps tient compte du volume entre la boucle 

d’injection et le mIS (50 nL), du volume interstitiel du mIS (environ 280 nL) et du volume des 

connectiques en sortie du mIS (400 nL). Une fois l’échantillon passé (150 nL, soit 45 secondes), 

débute l’étape de lavage. Le début de cette étape est repéree par un trait rouge sur la Figure 61. 

 

Figure 61 : Signal UV à 238 nm enregistré en sortie du mIS3 lors d’injections de 150 nL d’échantillons puis lavage du mIS par 
3,4 µL de PBS (10 mM, pH 7,4). Injection de : Extrait d’algues 2% PCC 7806, Eau pure dopée 1 µg mL-1 MC-LR et eau pure non 

dopée. Préconcentration et lavage réalisée à 200 nL/min. Le trait en pointillé rouge correspond à l’arrivée des composés 
élués lors de l’étape de lavage au niveau de la cellule de détection (3 nL) en tenant compte des volumes morts des 

connectiques. 

Il est visible que les signaux enregistrés pour les échantillons pures dopés ou non dopés 

présente un signal qui n’évolue que très peu et ne présente aucun pic. Concernant l’étape de 

percolation, il peut être tout d’abord déduit de la Figure 55 en page 155 qu’environ 100% de la MC-

LR injectée dans l’eau pure est retenue sur le mIS1 au cours de cette étape. Ceci semble être confirmé 
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en Figure 61 puisqu’aucune augmentation de signal n’est observée à 3 min 40 sec. Le signal de 

l’échantillon 2% PCC 7806 en sortie du mIS3 présente par ailleurs un profil similaire à celui des eaux 

pures dopées et non dopées avant 4 min 25 sec ce qui semble indiquer que la MC-LR est bien 

retenue sur le mIS au cours de la percolation de cet échantillon complexe. Concernant l’étape de 

lavage, il a également été montré en Figure 55 qu’une légère chute d’environ 25% de MC-LR se 

produit sur le mIS lors du lavage entre un volume de PBS percolé compris entre 0 et 2,8 µL ce qui 

correspond ici à un temps compris entre 4 min 25 sec et 18 min 25 sec. Cet intervalle est trop large 

pour qu’une différence entre l’eau pure non dopée et dopée soit observée. Par contre, dans le cas de 

l’extrait d’algues 2% PCC 7806, un large pic est observé sur le signal UV enregistré après injection. Ce 

pic intense correspond aux interférents de la matrice retenus par interactions non spécifiques et 

éliminés du mIS au cours de l’étape de lavage. Le profil obtenu rejoint les résultats de la Figure 55 en 

page 155 qui montrait que sur le contrôle les interactions non spécifiques étaient éliminées 

principalement entre des volumes de lavage compris entre 0 et 2 µL, c'est-à-dire à des temps compris 

ici entre 4 min 25 sec et 14 min 25 sec. Cependant, bien que l’enregistrement du signal UV par 

analyse frontale au cours de l’étape de lavage nous apporte des informations sur l’élimination de 

composés au cours de cette étape, il n’est pas possible d’affirmer avec certitude qu’aucune perte de 

MC-LR plus importante que pour les échantillons purs n’a lieu.  

De façon à confirmer l’absence d’effets de matrice, une détermination de la concentration en 

MC-LR dans l’échantillon 2% PCC 7806 a été envisagée en appliquant la méthode des ajouts dosés. 

Pour ce faire, des préconcentrations ont été cette fois effectuées sur le mIS4. Trois ajouts de 

concentrations croissantes ont été considérés : 0 µg mL-1, 0,5 µg mL-1 et 1 µg mL-1. Pour chaque 

niveau de concentration, trois préconcentrations ont été réalisées sur le mIS4/nanoLC-UV. En 

appliquant un rendement moyen de 72,5 % correspondant à la pente de la courbe d’étalonnage 

reportée en Figure 58 pour le mIS4 une concentration de 0,93 ± 0,04 µg/mL (n = 3, C.V = 4,5 %) peut 

être calculée avec les aires de pics résultant des trois injections de l’échantillon sans ajout (0 µg/mL). 

Cette concentration est similaire à la concentration mesurée sur le mIS3 par la même méthode. La 

Figure 62 représente les aires de pics obtenus en fonction de la concentration de l’ajout. La 

régression linéaire sur les points expérimentaux y est représentée en bleu et les hyperboles de 

confiance sur cette régression en pointillés rouges. La droite représentée en pointillés noirs 

représentent la regression sur les points expérimentaux forcée par le point de coordonnées (-0,93 ; 

0).  
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Figure 62 : Ajouts dosés sur un extrait de cyanobactéries (2% PCC 7806). Injection de 150 nL sur le mIS4 couplé à la nanoLC-

UV. Ajouts : 0, 0,5 et 1,0 µg/mL de MC-LR. Etape de lavage avec 3,4 µL de PBS 10 mM (pH 7,4). En bleu : droite de 
régression. Pointillés rouges : hyperboles de confiance avec un risque α de 5%. Pointillés noirs : droite de régression forcée 

par le point (-0.93 ; 0). 
 
 

 

La méthode des ajouts dosés appliquée en Figure 62 permet par extrapolation de mesurer 

une concentration de 0,77 µg/mL de MC-LR dans l’échantillon 2% PCC 7806. L’intervalle de confiance 

déterminé grâce aux hyperboles de confiance de la droite de régression avec un risque de première 

espèce α de 5% est 0,54 µg/mL – 1,14 µg/mL. Cet intervalle large est principalement le fait de la 

variabilité des mesures lors d’injections sur le mIS, l’écart-type sur le rendement d’extraction 

pouvant être supérieur à 10% comme il est visible en Figure 57. Il est surtout visible que la 

concentration mesurée en utilisant la courbe d’étalonnage réalisée en eau pure se trouve dans 

l’intervalle de confiance déterminé par la méthode des ajouts dosés. Il semblerait donc que l’effet de 

la matrice de cet échantillon sur la rétention de la MC-LR soit faible.  

 

De ce fait, tout ce système constitue un outil très puissant de purification et de 

préconcentration de la MC-LR à partir d’échantillons complexes en amont d’une analyse par nanoLC-

UV. 
 

5.2 Immunoextraction à partir d’eaux environnementales 

Pour finaliser cette preuve de principe nous avons également envisagé l’extraction de la MC-

LR à partir d’eaux environnementales. Il a été mentionné que les microcystines pouvaient être 

libérées dans des eaux stagnantes par des cyanobactéries (par lyse cellulaire notamment) et que 

l’OMS ainsi que l’Union Européenne avaient fixé une valeur de référence de 1 µg/mL en équivalent 
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de MC-LR. A ce stade du projet, seul un couplage avec un détecteur UV était envisageable. Avec ce 

type de détection, la limite de quantification s’est avérée être de l’ordre de 130-150 ng/mL une fois 

le couplage avec le mIS réalisé comme déjà évoqué. De ce fait, des eaux environnementales ont été 

en premier lieu dopées avec la MC-LR pour en évaluer la purification avec un mIS couplé à la nanoLC-

UV. 

Deux matrices ont été choisies et prélevées sur site au cours de ce projet : l’eau d’un lac situé 

à Viry-Châtillon en Ile de France, lieu d’implantation d’une base nautique, et un échantillon d’eau de 

Seine prélevée à proximité de ce même lac. Ce lac est issu d’une carrière de sable désaffectée. Il est 

relié à la Seine par un canal contrôlé par un barrage et a une surface de 810 ha. Ce lac a été choisi car 

il s’agit d’un lac eutrophe, c'est-à-dire peu profond et présentant une concentration en nutriment 

élevée propice au développement d’algues du fait notamment d’un temps de résidence de l’eau 

important. Ce temps de résidence est ainsi d’une demi-année [339]. Il a par ailleurs fait l’objet de 

nombreuses études relatives aux cyanobactéries et aux microcystines [339-341]. Les prélèvements 

ont été réalisés dans le courant du mois de novembre 2012. Une étude a montré que la 

concentration en microcystines en équivalent de MC-LR était la plus élevée aux mois d’octobre et 

novembre avec des concentrations respectives de 34,5 µg et 23,0 µg equiv. MC-LR/L (enregistré en 

2001) [339]. Cette matrice peut donc bien être representative des matrices environnementales dans 

lesquelles des chimistes analyticiens peuvent être amené à rechercher la MC-LR ou d’autres 

microcystines. 

Ainsi, des échantillons d’eau de lac, d’eau de Seine mais aussi d’eau pure dopés à trois 

concentrations (200, 300 et 500 ng/mL, i.e. 30, 45, 75 pg avec une boucle d’injection de 150 nL) de 

MC-LR ont été injectés directement sur la colonne analytique mais aussi sur le mIS3 couplé à la 

nanoLC-UV. Un volume de lavage de 3,4 µL au PBS a été utilisé dans ce dernier cas, comme 

précédemment. Les chromatogrammes correspondants aux différentes matrices dopées avec 75 pg 

de MC-LR sont comparés en Figure 63. Les chromatogrammes correspondant à l’injection directe des 

eaux de lac et de Seine (Figure 63–A) mettent en évidence la présence de nombreux composés 

interférents lorsque ceux-ci sont comparés avec le chromatogramme d’eau pure dopée. Les temps 

de rétention ne sont pas affectés, ils sont respectivement de 6,13 min dans l’eau pure et de 6,07 min 

dans l’eau de lac et l’eau de Seine. Un pic intense est co-élué avec la MC-LR dans l’échantillon d’eau 

de Seine, ce qui gêne la quantification de la MC-LR. De façon similaire, un pic intense autour de de 

5,6 min est co-élué avec le pic de la MC-LR dans le cas de l’échantillon d’eau de lac. Un deuxième pic 

dont le maximum se situe autour de 6,9 min est également co-élué avec la MC-LR dans cette matrice 

(visible par la déformation du pic en Figure 63). L’ensemble de ces éléments rendent la quantification 

de la MC-LR difficile. A l’inverse, lorsque le mIS3 a été couplé avec la nanoLC et les mêmes injections 

réalisées sur ce système avec un volume de lavage de 3,4 µL du mIS avec du PBS, il est clairement 

visible en Figure 63-B que les pics obtenus sont très similaires et ce quelle que soit la matrice 

considérée et sont surtout très similaires au pic correspondant à une injection d’eau pure dopée. Les 

temps de rétention sont extrêmement répétables quelle que soit la matrice. Dans ce cas, un temps 
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de rétention moyen sur les trois matrices de 7,88 ± 0,1 min (C.V = 0,1%, n = 3) a été obtenu. Ces 

chromatogrammes montrent que la très grande majorité des composés interférents ont été éliminés 

grâce au fort pouvoir purifiant du mIS et que la MC-LR a bien été extraite des différents échantillons.  

 

Figure 63 : Chromatogrammes correspondant à des préconcentrations d’eaux dopées à 500 ng mL-1 MC-LR. Volume 
d’injection = 150 nL. Eaux dopées : eau pure, eau de Seine, eau de lac. (A) Injection directe en nanoLC-UV. (B) Injection sur 

mIS3/nanoLC-UV. 

En outre, en comparant les chromatogrammes correspondant aux échantillons d’eau pure et 

d’eaux environnementales, principalement d’eau de Seine, il peut être constaté en Figure 63–A que 

l’aire du pic semble être largement affectée par la matrice lors d’une injection directe en nanoLC-UV. 

Pour évaluer ce point, les courbes correspondant aux aires de pics obtenues pour les trois 

concentrations considérées en fonction de la concentration en MC-LR sont tracées en Figure 64. Les 

injections effectuées directement en nanoLC et sur le système mIS/nanoLC-UV y sont comparées. Les 
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droites issues des régressions linéaires sont tracées à titre indicatif de manière à pouvoir comparer 

facilement la tendance des aires de pics. Il est visible que les injections directes en nanoLC entraînent 

une augmentation de l’aire des pics par rapport à des injections d’eau pure, augmentation qui est 

particulièrement intense dans le cas de la matrice « eau de Seine ». En effet, une pente moyenne de 

0,0012 a été obtenue dans le cas de l’eau de Seine contre seulement 0,0005 dans le cas de l’eau 

pure, soit 2,4 fois inférieure. Dans le cas de l’eau de lac, la co-élution avec le pic situé à 6,9 min 

augmente particulièrement lorsque la concentration augmente ce qui ne permet plus de différencier 

les deux pics et augmente particulièrement l’aire du pic de la MC-LR à 500 ng/mL. A l’inverse, quand 

une purification des échantillons est réalisée sur le mIS3 avant analyse par nanoLC-UV, il est 

clairement visible en Figure 64-B que les pentes des aires de pics obtenus en fonction de la 

concentration ne sont pas différentes. Exprimées en rendement, connaissant la quantité de MC-LR 

dopée, ces pentes sont de 73,1% dans l’eau pure, 73,3% dans l’eau de lac et enfin de 71,9% dans 

l’eau de Seine. Ces rendements sont cohérents avec les pentes et rendements obtenus 

précédemment sur le mIS3 en Figure 58 pour des niveaux de dopage inférieurs à la capacité, pente 

qui était de 72,3% dans l’eau pure.  

 
Figure 64 : Comparaison des aires de pics en fonction de la concentration. (A) Injection directe en nanoLC-UV. (B) Injection 

sur mIS3/nanoLC-UV. 
 

Les niveaux de concentration étudiés sont cependant très élevés au regard de la valeur seuil 

de 1 ng/mL. De manière à essayer d’atteindre cette limite réglementaire, il a été envisagé de 

concentrer un échantillon d’eau de lac avant injection sur le mIS4 couplé à la nanoLC. La limite de 

quantification étant située autour de 130-150 ng/mL, nous avons essayé d’atteindre une 

concentration théorique de 200 ng/mL. Un échantillon d’eau de lac a été dopé à une concentration 

de 1 ng/mL de façon à être sûr d’y trouver de la MC-LR. Pour atteindre une concentration de 200 

ng/mL, 4 mL de cet échantillon ont été évaporés sous azote. Lorsque quelques centaines de 

microlitres seulement subsistent dans le flacon, l’échantillon est réintroduit dans un insert puis remis 

sous évaporation. Une fois complètement évaporé, l’échantillon est repris dans 20 µL d’eau pure. Ce 
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protocole s’est avéré fastidieux, du fait de la grande difficulté à évaporer un volume d’eau aussi 

important. En outre, lors de la reprise dans 20 µL d’eau, une partie des sels n’ont pu être totalement 

solubilisés. Malgré ces difficultés, l’échantillon a été injecté sur la colonne analytique pour analyse 

directe par nanoLC-UV et sur le mIS4 couplé à la nanoLC-UV. Les chromatogrammes correspondant 

aux injections directes en nanoLC-UV et sur le mIS4 de l’échantillon d’eau de lac dopé à 1 ng/mL MC-

LR (concentré 200 fois par évaporation) sont reportés en Figure 65.  

 
Figure 65 : Chromatogrammes correspondant à l’injection d’un échantillon d’eau de lac dopé à 1 ng/mL MC-LR concentré 
200 fois : A) Injection directe en nanoLC-UV. B) Injection sur le mIS4 couplé à la nanoLC-UV, différents volumes de lavage 

(Vwash) testés : 5,6 µL, 8,0 µL et 10,0 µL. Comparaison avec les chromatogrammes issus de l’injection d’eau pure non dopée et 
dopée à 1 µg/mL MC-LR avec un volume de lavage (Vwash) au PBS 10 mM (pH 7,4) de 5,6 µL. 
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Il est visible en Figure 65-A que l’échantillon d’eau de lac dopé à 1 ng/mL MC-LR présente un 

pic très large et surtout extrêmement intense entre des temps de rétention de 4 et 10 min. La 

hauteur de ce pic est de l’ordre de 140 mAu, i.e. de l’ordre de 18 fois plus intense que le pic 

correspondant à l’injection d’eau pure dopée à 1 µg/mL ayant lui une hauteur d’environ 7,8 mAu et 

reporté sur le même chromatogramme. Cette intensité traduit le grand nombre de composés 

interférents préconcentrés par évaporation dans la matrice considérée. Cette concentration très 

importante des composants de la matrice a rendu plus difficile leur élimination complète et un 

accroissement du volume de lavage a été nécessaire. Plusieurs volumes de lavage ont ainsi été 

envisagés. Nous avons vu en Figure 55 que la MC-LR initialement dans l’eau pure était toujours 

retenue sur le mIS après un volume de lavage de 5,6 µL, du fait de la grande affinité de l’anticorps 

pour cette molécule et des conditions de lavage (dans du tampon physiologique) qui favorise 

fortement le maintien de cette interaction tant qu’aucun solvant organique ou changement de pH 

n’est appliqué. Il est visible en Figure 65–B que le mIS a permis une très forte purification de 

l’échantillon avec un lavage avec 5,6 µL de PBS, l’intensité du pic correspondant aux composants de 

la matrice étant diminué approximativement d’un facteur 40. Malgré cette forte purification, la limite 

du système est clairement atteinte avec une simple détection UV. En effet, un lavage de 5,6 µL n’est 

pas suffisant pour éliminer la totalité des interférents, un pic large dont le maximum se situe à un 

temps de 8,02 min pouvant toujours être observé. Ce temps de rétention très proche du temps de 

rétention de la MC-LR dans l’eau pure qui est de 7,94 min laisse suspecter malgré tout la présence de 

MC-LR. De ce fait deux autres injections du même échantillon concentré ont été réalisées sur le mIS4 

avec cette fois des conditions de lavage plus fortes avec un volume de de 8,0 µL de PBS et 10,0 µL de 

PBS. Il est visible que ces conditions améliorent encore le lavage et semble confirmer la présence de 

MC-LR. Des conditions de lavage encore améliorées pourraient peut-être permettre d’atteindre une 

purification plus poussée. Cependant, avec une étape de percolation et lavage réalisée à 200 nL/min, 

un volume de lavage de 10 µL correspond à une durée pour cette étape de 50 min ce qui semble très 

long, une fois ajouté aux heures nécessaires à l’évaporation de l’échantillon.  

Au vu de ces derniers essais il est évident qu’un couplage avec la spectrométrie de masse est 

indispensable de manière à pouvoir utiliser les mIS développés pour la quantification de la MC-LR à 

des concentrations très faibles. La présence de sels dans la phase de lavage, incompatible avec un 

couplage direct avec la spectrométrie de masse, pourrait être contournée en évaluant une étape de 

lavage à l’eau plutôt qu’avec un tampon. Enfin, une séparation en mode gradient pourrait permettre 

également d’améliorer la limite de quantification et surtout de séparer la MC-LR des quelques 

composés interférents toujours présents après purification d’échantillons très complexes sur le mIS. 
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6 Régénération et réutilisation 

La stabilité des mIS s’est révélée très satisfaisante. Lors de chaque analyse, le temps de 

contact du mIS avec la phase mobile hydro-organique a été réduite à seulement quelques minutes en 

rebasculant la nano-vanne n°2 après la durée nécessaire au transfert de la MC-LR du mIS vers la 

colonne analytique de manière à limiter la dénaturation des anticorps. Devant la difficulté à 

déconnecter les mIS du montage utilisé et du fait du risque d’endommager les capillaires, ceux-ci 

n’ont pas été déconnectés après chaque injection. Leur régénération a été réalisée en percolant à 

chaque fois au minimum 6 µL de tampon PBS à 100 nL/min pendant une durée minimale de 1 heure 

après des injections dans l’eau pure. Après des injections d’échantillons réels, une durée de 

régénération de 2 heures (12 µL de PBS) a été appliquée. Des études menées au LSABM sur des IS à 

base de particules de silice conditionnées en cartouche ont montrées qu’une régénération des IS 

pendant 24 heures dans du PBS était normalement nécessaire pour récupérer 100 % de la capacité 

du support [342]. Chamieh et al ont par ailleurs montré qu’une régénération de 2 heures pouvait 

permettre une utilisation répétée d’un IS couplé en ligne à la CE après une exposition limitée à du 

méthanol [69]. Dans le cas des mIS, les durées et les conditions de régénération sus-citées ont permis 

de récupérer une rétention suffisante de la MC-LR dans la majeure partie des cas. Même si une durée 

de régénération de 24 heures n’a pas systématiquement été appliquée, il a été possible de travailler 

avec une capacité moindre qui s’est avérée malgré tout suffisante pour les concentrations les plus 

faibles. Seule l’estimation des capacités de chaque mIS a impliquée l’utilisation de temps de 

régénération plus important d’au moins 16 heures pour les points de concentration les plus élevés. 

Lorsque les mIS ont été déconnectés, ils ont été scellés puis conservés dans du tampon PBS 10 mM 

contenant 0,1% d’azide à 4°C. Au final, en comptant les injections d’eau non dopée (servant de 

blanc), d’eau pure dopée et d’échantillons réels plus de 40 injections ont pu être réalisées sur les 

mIS1 et mIS4 , 35 sur le mIS2 et 50 sur le mIS3 avant qu’une perte de rétention de la MC-LR ne soit 

observée. Cette perte de rétention a notamment été observée par une forte diminution des aires de 

pics obtenus sur les mIS3 et mIS4 après injections respectivement de 15 et 10 échantillons réels. Tous 

ces éléments prouvent que les outils développés dans ce projet de thèse s’avèrent stables dans les 

conditions d’utilisation que nous avons utilisé (échantillon pur, extraits d’algues aqueux et extraits 

d’eaux environnementales) et peuvent être réutilisés un grand nombre de fois.  

7 Transposition à d’autres molécules 

La transposition du protocole développé a été explorée en utilisant le support contrôle utilisé 

au début de ce chapitre et consistant en un mIS préparé à partir d’anticorps dirigés contre 

l’ochratoxine A (OTA), une mycotoxine. Cette molécule peut être détectée par fluorescence. De 
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façon à évaluer la transposition à d’autres molécules de la méthode développée avec la MC-LR, le 

détecteur UV précédemment utilisé pour la détection de la MC-LR a été remplacé par un détecteur à 

fluorescence induite par laser (LIF) de manière à pouvoir cette fois détecter l’OTA. La colonne 

analytique utilisée reste inchangée et est toujours une colonne Chromolith® CapRod® RP18 (15 cm x 

100 µm d.i.). La phase mobile utilisée dans cette étude est constituée d’eau/acétonitrile (20/80, v/v). 

Une gamme d’étalonnage a tout d’abord été réalisée comme précédemment pour la MC-LR en 

supprimant la deuxième nano-vanne et en connectant directement la première nano-vanne liée à la 

boucle d’injection (150 nL) à la nano-pompe analytique et à la colonne analytique. Ensuite, le mIS 

anti OTA (4,5 cm x 100 µm d.i.) utilisé préalablement comme support contrôle a été introduit dans le 

montage d’immunoextraction en ligne en lieu et place des mIS anti MC-LR. Des préconcentrations 

d’eau pure dopée avec l’OTA à une concentration de 0,2 µg/mL (quantité injectée = 30 pg) ont été 

réalisées grâce à ce montage en testant deux volumes de lavage avec du PBS 10 mM (pH 7,4) : 0,6 µL 

et 3,4 µL, ce dernier volume étant celui déjà utilisé dans le protocole développé dans le cas de la MC-

LR. Les résultats relatifs à ces injections (n = 3) sont reportés en Figure 66. 

 
  Figure 66 : Comparaison de la rétention de l’ochratoxine A (OTA) sur un mIS (45 mm x 0,1 mm d.i.) spécifique de l’OTA et 

sur un capillaire contrôle (mIS2 spécifique de la MC-LR) en fonction du volume de lavage de PBS (10 mmol/L, pH 7,4). 
Injection de 150 nL d’eau pure dopée à 0,2 µg/mL d’OTA (n = 3). 

De la même façon que pour la MC-LR, un lavage avec seulement 0,6 µL de tampon s’avère  

insuffisant pour mettre en évidence une sélectivité du support. Une grande quantité d’OTA est 

retenue par interactions non spécifiques sur le mIS2 anti MC-LR faisant office de contrôle dans cette 

partie de l’étude. Par contre, l’augmentation du volume de lavage permet clairement d’observer la 

sélectivité du mIS préparé par immobilisation d’anticorps anti OTA. Ainsi un rendement de 79,4% ± 

19,4% a été obtenu sur le mIS anti OTA contre un rendement de seulement 31,1% ± 1,3% sur le 

contrôle (mIS anti MC-LR). Cette sélectivité est notamment illustrée sur les chromatogrammes 

comparés en Figure 67. Il est visible que la hauteur et l’aire du pic correspondant à l’OTA est bien 

plus faible sur le contrôle (mIS2 anti MC-LR) que sur le mIS anti-OTA. Cependant, l’aire du pic reste 
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importante en comparaison du pic de l’OTA sur le mIS mettant en évidence un manque de sélectivité 

du protocole de lavage développé avec la MC-LR lors de la transposition à l’OTA. Une amélioration de 

cette étape de lavage n’a pas été envisagé dans ce projet de thèse avec cette autre molécule mais il 

est tout à fait envisageable d’améliorer le lavage en augmentant le volume de PBS percolé au travers 

du mIS de manière à améliorer la sélectivité des mIS dirigés contre l’OTA. 

 
Figure 67 : Chromatogrammes correspondant à l’injection de 150 nL d’eau pure dopée à 0,2 µg/mL d’ochratoxine A (OTA) 
sur un mIS (45 mm x 0,1 mm d.i.) spécifique de l’OTA et sur un capillaire contrôle consistant (mIS2 spécifique de l’OTA (45 

mm x 0,1 mm d.i.). Volume de lavage de PBS (10 mmol/L, pH 7,4) = 3,4 µL. 

 

Bien que la sélectivité reste à améliorer, l’ensemble de ces résultats constituent une preuve 

de principe très encourageante pour le développement de mIS dirigés contre d’autres molécules 

dans de futures études. 

8 Conclusions 

Nous avons démontré que des anticorps pouvaient être immobilisés sur un support 

monolithique hybride à base de silice en capillaire pour développer des immunoadsorbants 

miniaturisés couplés en ligne avec la nanoLC-UV (ou LIF). L’extraction sélective de la molécule 

modèle choisie, la microcystine-LR, a été conduite avec succès. La procédure d’extraction développée 

dans l’eau pure a permis d’obtenir des rendements d’extraction élevés et sa répétabilité a tout 

particulièrement été mise en évidence dans ce chapitre. De plus, bien que les difficultés techniques 

rencontrées aient empêché d’obtenir des capacités répétables, ces capacités se sont malgré tout 

révélées très élevées en comparaison de valeurs rapportées dans la littérature pour l’immobilisation 

via des approches en tube ouvert. Les supports développés ont ensuite été appliqués avec succès à 
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l’extraction de la microcystine-LR contenue dans des échantillons réels d’extraits intracellulaires de 

cyanobactéries et d’eaux environnementales, deux matrices dans lesquelles cette molécule modèle 

peut être recherchée. Cette approche pourrait très facilement être appliquée à d’autres molécules 

par l’immobilisation d’anticorps dirigés contre d’autres molécules. Une preuve de principe rapide a 

d’ailleurs fait l’objet de ce chapitre en utilisant les supports contrôles préparés par immobilisation 

d’anticorps anti-ochratoxine A et injections de cette même molécule sur ces supports. 

Le succès de l’immobilisation des anticorps a ouvert la voie, dans ce projet de thèse, à 

l’immobilisation d’un autre type de biomolécules utilisées pour le développement de supports 

d’extraction sélectifs et présentées au chapitre 1 : les aptamères. L’immobilisation de ces 

biomolécules a fait l’objet du chapitre 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
          
177 

 Chapitre 4 – Développement d’un 
oligoadsorbant miniaturisé (mOS) 

 

 

 

 



Chapitre 4 – Développement d’un oligoadsorbant miniaturisé (mOS) 

  178 

1 Introduction 

Le chapitre précédent a été l’occasion de faire la preuve de principe de l’immobilisation 

covalente d’anticorps sur un monolithe hybride organique-inorganique synthétisé in situ en capillaire 

dans le cadre du développement d’un outil bioanalytique miniaturisé hautement sélectif. L’objectif 

de ce chapitre est maintenant de développer un autre type d’outil sélectif, basé sur le greffage 

d’aptamères, par une approche très similaire.  

Il a été mentionné au chapitre 1 que l’immobilisation d’aptamères dans les systèmes 

miniaturisés avait été largement considérée en utilisant des particules conditionnées dans des 

canaux de puces [228, 247]  ou des capillaires [156, 172] voire en utilisant des approches en tube 

ouvert [164, 248, 249, 251, 252, 343]. Peu d’études se sont concentrées sur le greffage d’aptamères 

sur des monolithes synthétisés au sein de systèmes miniaturisés [152, 229, 237, 238]. Ce greffage a 

été principalement réalisé en utilisant des monolithes organiques, principalement à base de glycidyl 

méthacrylate, avec des aptamères biotinylés [152, 238] ou amino-modifiés [229] pour une utilisation 

en chromatographie d’affinité. Cependant, la caractérisation complète des colonnes en termes de 

répétabilité de synthèse, de procédure d’immobilisation et de taux de greffage n’a pas toujours été 

décrite. De plus, à notre connaissance aucune étude ne s’est focalisée sur la miniaturisation de 

supports de SPE sélectif basé sur des aptamères en utilisant un monolithe hybride à base de silice. En 

parallèle de nos travaux, Deng et al ont tout de même été les premiers à publier des travaux portant 

sur l’immobilisation d’un aptamère C6 amino-modifié spécifique d’une protéine, i.e. l’α-thrombine 

humaine, dans un capillaire de 250 µm de diamètre interne après synthèse d’un monolithe hybride 

organique-inorganique à base de TEOS et d’APTES [237]. Ces auteurs ont prouvé la rétention 

sélective de la protéine cible (par l’absence de rétention de trois autres protéines : HSA, transferrine 

et myoglobine) en connectant directement un détecteur UV en sortie du monolithe en capillaire et 

ont également mesuré le taux de greffage des aptamères ainsi que la capacité de leur support. Ces 

résultats seront d’ailleurs discutés au cours de ce chapitre. 

Dans le présent chapitre, l’immobilisation d’aptamères a été réalisée de façon similaire aux 

anticorps après une étape d’activation au glutaraldéhyde des monolithes hybrides synthétisés in situ 

en capillaire pour ensuite coupler les oligoadsorbants miniaturisés (mOS) avec la nanoLC. Tout 

comme pour les anticorps, une attention particulière a été portée sur la caractérisation complète des 

supports. La répétabilité de la procédure d’immobilisation mais aussi d’extraction a, en effet, été 

évaluée. Le succès de l’immobilisation a également été confirmé en évaluant le taux de greffage des 

aptamères ainsi qu’en étudiant la capacité des supports. La réactivité croisée a été également 

évaluée avant d’envisager l’extraction de la molécule modèle choisie à partir d’échantillons 

complexes. Ce projet s’est orienté vers l’extraction d’une molécule de faible poids moléculaire pour 

laquelle un aptamère était disponible. La molécule modèle choisie est l’ochratoxine A, une molécule 
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de petite taille qui sera décrite ci-après et dont l’aptamère a déjà fait l’objet de nombreuses 

caractérisations. 

2 Présentation de la molécule modèle 

L’ochratoxine A (OTA) a été choisie comme molécule modèle pour ce chapitre car l’aptamère 

décrit pour celle-ci possède une bonne affinité avec une constante de dissociation KD autour de 50 

nM [138]. Cet aptamère a également fait l’objet de nombreuses caractérisations par différents 

groupes [138, 344, 345] et au LSABM [145, 146]. De ce fait, l’objet de cette partie est de présenter 

succintement cette molécule modèle et son intérêt analytique. 

2.1 Origine 

Certaines espèces de moisissures provenant du sol ou de l’atmosphère se développent 

préférentiellement sur des plantes, notamment au niveau des grains ou des fruits lorsque des 

microblessures y sont présentes. Les mycotoxines (ou toxines de moisissures) sont des molécules 

naturelles de faible masse moléculaire (MW < 1000 Da) issues du métabolisme secondaire de 

certaines moisissures. Cinq genres de moisissures sont capables de produire des mycotoxines : 

Aspergillus, Fusarium, Pénicillium, Alternaria et Claviceps. Elles sont produites lorsque ces dernières 

sont soumises à des conditions environnementales dites stressantes. Les facteurs environnementaux 

favorisant cette synthèse sont principalement climatiques, i.e. la température et l’humidité. La 

succession de périodes sèches et chaudes avec des périodes humides (climats tropicaux) favorise 

tout particulièrement le développement des Aspergillus, alors que des climats humides en zones 

tempérées et avec un ensoleillement moins important engendrent la prolifération de Pénicillium 

[346]. La présence plus ou moins importante d’oxygène et de nutriments, le pH du milieu ou la 

compétitivité inter-espèces peut également influer grandement sur la production des mycotoxines 

[346].  

Les ochratoxines représentent l’un des groupes les plus importants de mycotoxines. Dans ce 

groupe, de nombreuses formes d’ochratoxines et leur métabolites ont été décrits dans la littérature 

parmi lesquels les ochratoxines A, B et C [347]. Parmi ces ochratoxines, l’OTA est la mycotoxine 

prévalente. Elle est plus particulièrement sécrétée par deux genres de moisissures : Aspergillus et 

Penicillium [347-349] et peut contaminer différentes denrées alimentaires principalement pendant 

leur stockage mais aussi pendant leur culture. Elle est notamment retrouvée dans les céréales [350, 

351], le vin [352, 353], les grains de café [354], les fèves de cacao [355] et même dans le lait et la 

viande issus de certains animaux du fait de la consommation par ces derniers de denrées 

alimentaires contaminées par l’OTA [346, 356]. 
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2.2 Structure et propriétés physico-chimiques 

L’ochratoxine A est constituée d’un motif de 3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-3,4dihydro 

isocoumarine lié par une liaison peptidique, au niveau du groupement carboxyle en C7, au 

groupement amine de la L-β-phénylalanine. Structurellement, les trois ochratoxines ne diffèrent que 

très légèrement les unes des autres. L’ochratoxine B (OTB) est le dérivé non chloré de l’OTA et 

l’ochratoxine C (OTC) en est l’ester éthylique. Cependant, malgré ces différences minimes, leur 

potentiel toxique respectif est loin d’être équivalent, l’OTA restant de loin la plus toxique des trois. 

Leurs structures sont représentées en Figure 68.  

 

Figure 68 : Structure chimique de l’ochratoxine A, B et C. Adapté de [347]. 

L’OTA a une masse molaire de 403,8 g/mole. Elle possède des propriétés acides (pKa1 = 4,4 et 

pKa2 = 7,1 respectivement pour le groupement carboxyle et la fonction hydroxyle du groupement 

phénolique [356, 357]) et son log P est estimé à 4,6 (à des valeurs de pH inférieures à 4 pour 

lesquelles l’OTA est sous forme neutre). Son spectre d’absorption UV varie avec le pH et la polarité 

du solvant. L’OTA possède un maximum d’absorption à 333 nm dans le méthanol. Dans les mêmes 

conditions, l’OTB absorbe à 318 nm. L’OTA présente un maximum d’émission de fluorescence à 467 

nm dans l’éthanol à 96 % et à 428 nm dans l’éthanol absolu. Elle est par ailleurs très stable et n’est 

que partiellement dégradée au cours du stockage, de la transformation ou même de la cuisson des 

aliments [358].  

2.3 Toxicité 

L’OTA s’est avérée présenter de nombreux effets toxiques sur les animaux et les hommes 

[347, 348]. Bien que le mécanisme d’action de l’OTA reste à ce jour méconnu et controversé, il est 

avéré qu’une exposition constante à l’OTA peut causer de graves problèmes de santé. La toxicité de 

l’OTA varie grandement en fonction de l’espèce considérée, du sexe et de la voie d’administration. La 

dose létale médiane (DL50) après une administration orale va de 0,2 mg/kg (rapporté à la masse 
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totale de l’organisme) chez les chiens à 30,3 mg/kg chez les rats mâles (les femelles des rats y étant 

bien plus sensibles). Une exposition chronique à de faibles doses d’OTA peut être par ailleurs bien 

plus dangereuse qu’une exposition brève à une forte dose de cette même molécule [356]. Des 

études ont par ailleurs montré que l’OTA est bien plus toxique lorsqu’elle est administrée par 

injection intra-péritonéale que par voie orale. Quelle que soit l’espèce considérée, les organes les 

plus touchés par les effets toxiques de l’OTA restent les reins. L’OTA a notamment été incriminée 

chez l’homme dans une pathologie rénale chronique touchant les populations de nombreux états 

d’Europe de l’Est, la néphropathie endémique des Balkans. Outre cette néphrotoxicité (i.e. toxicité 

pour les reins), ses effets toxiques les plus importants sont l’immunotoxicité (i.e. toxicité vis-à-vis du 

système immunitaire), la teratogénicité (i.e. pouvant causer des malformations fœtales) et la 

carcinogénicité (i.e. favorisant le développement de cancers) [356]. En effet, l’ingestion d’OTA 

pendant la grossesse peut affecter le développement du fœtus [359]. Le CIRC (Centre International 

de Recherche sur le Cancer) a classé l’OTA en 1993 comme potentiellement carcinogène (groupe 2B). 

Le développement de cancers est dépendant de l’espèce mais aussi du sexe [347, 356]. L’OTA s’avère 

également génotoxique via un métabolisme oxidatif. Cette activité est supposée jouer un rôle central 

dans la carcinogénèse induite par l’OTA et peut être divisée en des mécanismes d’action directs 

(adduits à l’ADN) et indirects (dommages oxidatifs de l’ADN). Les études récentes suggèrent que 

l’OTA est un carcinogène génotoxique par induction de lésions oxidatives à l’ADN couplée avec la 

formation d’adduits directs de l’ADN via la formation d’une quinone [356]. 

Du fait de la toxicité de l’OTA, l’Union Européenne a mis en place en 2006 des 

réglementations fixant des teneurs maximales en OTA dans les principales matrices alimentaires 

impliquées et destinées à une consommation humaine (règlement 1881/2006/CE). Ces teneurs sont 

par exemple de 10 µg/kg pour le café soluble ou les raisins secs, de 5 µg/kg pour les céréales brutes 

ou le riz, 2 µg/kg pour les vins (rouge, blanc, rosé) ou boissons à base de vin. Certaines denrées 

destinées à l’alimentation animale sont également réglementées (2006/576/CE) telles que les 

céréales avec une teneur maximale de 10 µg/kg et les compléments alimentaires pour les porcs (50 

µg/kg) et pour les volailles (100 µg/kg). Ces aliments étant globalement très consommés par 

l’homme, l’OTA peut être ensuite retrouvé dans le sang, le plasma et le lait maternel. La faible 

solubilité de l’OTA entraîne en effet une bioaccumulation de de cette molécule dans l’organisme. 

Une fois ingérée, elle s’accumule dans les reins, le foie, les tissus adipeux et les muscles. Du fait de 

ces réglementations, il est nécessaire de développer des méthodes d’analyse et de traitement de 

l’échantillon performantes permettant d’atteindre ces limites réglementaires de manière à pouvoir 

réaliser un contrôle de ces matrices.  
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2.4 Méthodes de purification et d’analyses de l’OTA 

2.4.1 Méthodes d’extraction de l’OTA en amont de l’analyse 

L’étape de séparation chromatographique est systématiquement précédée d’une étape 

d’extraction et purification des échantillons complexes. Si des méthodes d’extraction en phase 

liquide peuvent être envisagées, cette purification est le plus souvent réalisée sur des supports 

d’extraction sur phase solide [73]. Parmi les supports conventionnels de SPE, les supports 

hydrophobes restent les plus utilisés pour l’extraction de l’OTA [73]. L’OTA a notamment été extraite 

du vin sur des cartouches remplies de particules greffées C18 [360, 361] permettant dans certains cas 

d’atteindre de très hauts rendements d’extraction, supérieurs à 90%, dans cette matrice [360]. 

Malgré ces applications performantes, des supports d’immunoaffinité plus sélectifs 

commercialement disponibles et permettant une meilleure purification des échantillons ont été plus 

largement utilisés [71, 73, 362]. En effet, les immunoadsorbants sont les supports de purification 

parmi les plus utilisés pour l’analyse de l’OTA et l’analyse d’autres mycotoxines [363]. Cependant 

certains anticorps peuvent présenter une réactivité croisée importante et donc peuvent manquer de 

spécificité [364] et leur coût peut être élevé. L’alternative à l’utilisation d’anticorps pour l’extraction 

de l’OTA a consisté ces dernières années en le développement et à la commercialisation de MIP [29, 

365-367] mais aussi d’oligoadsorbants utilisant des aptamères [145, 146, 168, 368]. Des 

oligoadsorbants ont permis d’extraire l’OTA à partir d’extraits de blé [146, 168], de vins [145] et de 

bières [368]. Ces développements ont été rendu possibles par la forte affinité de la séquence de 

l’aptamère anti-OTA pour cette même molécule. L’affinité de cette séquence pour sa cible est à ce 

jour l’une des plus importantes dans le cas des petites molécules. C’est pourquoi l’OTA a été choisie 

comme molécule modèle pour cette étude portant sur la miniaturisation des supports d’extraction. 

2.4.2 Méthodes d’analyses par chromatographie 

La chromatographie liquide couplée à un détecteur de fluorescence (LC-Fluo) est la méthode 

la plus utilisée pour l’analyse de l’OTA [71, 73, 84, 350, 351, 354, 355, 369, 370]. Associée à une 

méthode de traitement de l’échantillon, cette méthode permet en générale d’atteindre de très 

bonnes limites de détection (de l’ordre de 0,1 ng/g dans le cacao ou les raisins secs [71, 355] et de 

0,1 ng/mL dans le vin [370]) du fait de la fluorescence naturelle de l’OTA. Cette méthode a 

notamment permis de mettre en évidence une contamination par l’OTA de nombreux types 

d’échantillons tels que les figues séchées [371], le riz [372], le café [373] ou le sang humain [374]. En 

générale la longueur d’onde d’excitation est fixée à 333 nm et la longueur d’onde en émission à 460 

nm. L’étape de séparation est quant à elle généralement réalisée sur une colonne à polarité de phase 

inversée (greffées C18) de format conventionnel. 
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Bien que la détection par fluorescence soit de loin le mode de détection le plus utilisé pour 

l’OTA du fait de sa simplicité de mise en œuvre et de sa disponibilité, la spectrométrie de masse, plus 

complexe et plus onéreuse, a également permis la détection de l’OTA. Des études font notamment 

référence à l’utilisation de ce type de détection pour l’analyse de l’OTA dans divers échantillons de 

vins purifiés sur des supports de SPE conventionnels avec des limites de détection de l’ordre de 

0,05 ng/mL [375].  

3 Protocole expérimental 

3.1 Choix de l’aptamère 

Dans de précédents travaux réalisés au LSABM, un oligoadsorbant a été développé en 

utilisant l’aptamère anti-OTA dont la séquence (5′-GATCGGGTGTGGGTGGCGTAAAGGGAGCATCGGAC 

A-3′) a été identifiée par Cruz-Aguado et al en 2008 [138]. Cet aptamère présente une très forte 

affinité pour sa cible avec une constante de dissociation de l’ordre de 50 nM [138]. Pour cela, un 

espaceur consistant en une chaîne carbonée (CH2)6 a été introduit entre l’extrémité 5’ de la séquence 

et un groupement amine de façon à faciliter son immobilisation sur des particules de sépharose 

activées -CNBr [145]. D’autres modifications peuvent être envisagées, telles que la liaison d’un 

espaceur au niveau de l’extrémité 3’ ou l’utilisation d’une chaîne carbonée de longueur différente 

(CH2)12 comme déjà évoqué au chapitre 1. Une étude menée au LSABM en parallèle de ce projet de 

thèse a permis d’évaluer que l’utilisation d’un OS préparé par greffage de l’aptamère 3’C6 amino-

modifié sur des particules de sépharose permettait d’obtenir une capacité et des rendements 

d’extraction non significativement différents de ceux obtenus sur un OS préparé par greffage de 

l’aptamère 5’C6 amino-modifié [146]. Cependant, l’utilisation d’une chaîne carbonée plus longue, 

(CH2)12, a permis d’atteindre une capacité plus élevée. En effet, une capacité de 1,95 µg d’OTA a été 

mesurée sur un OS-A5’C12 contre une capacité de 1,3 µg d’OTA sur un OS-A5’C6 consistant tous les 

deux en 35 mg de sépharose activée CNBr puis greffée (cf. Figure 22 en page 78) [146]. L’OS-A5’C12 a 

également permis l’extraction de l’OTA à partir d’extraits de blé dilués dix fois avec des rendements 

supérieurs à 90 % montrant la très bonne affinité de l’aptamère 5’C12 amino-modifié pour l’OTA 

[146] sans que la chaîne en C12 ne génère plus d’interactions non spécifiques que celle en C6. 

L’aptamère finalement choisi pour être greffé sur des monolithes hybrides en capillaire est 

ainsi l’aptamère 5’C12 amino-modifié qui a permis d’atteindre, comme évoqué ci-avant, de 

meilleures valeurs de capacité tout en conservant la très forte affinité de la séquence pour l’OTA. 

Choisir un aptamère présentant une faible constante de dissociation ainsi que permettant 

d’atteindre des capacités élevées étaient un pré-requis pour débuter les études du greffage de telles 

biomolécules sur monolithe en capillaire, ne sachant pas, à ce stade du projet, si les  rendements 
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d’immobilisation des aptamères s’avéreraient suffisants pour pouvoir caractériser la sélectivité des 

supports et ne pas être limité dans cette étude par une capacité trop faible. 

3.2 Immobilisation des aptamères 

Au vu des difficultés qui ont pu être rencontrées dans le chapitre précédent lors de la 

percolation des solutions d’anticorps à travers les monolithes en capillaire préparés avec un bain de 

glace et présentant une faible perméabilité (2,23 ± 0,15 x 10-14 m²), l’immobilisation des aptamères a 

été envisagée sur des monolithes en capillaires présentant une perméabilité plus élevée en utilisant 

la méthode de synthèse effectuée à une température de 22°C. Sept monolithes, synthétisés en 

capillaire à partir de mélanges réactionnels indépendants, préparés sur deux jours et dont la 

perméabilité moyenne est de 6,15 ± 0,67 x 10-14 m² (C.V = 10,9%), ont donc été utilisés pour 

immobiliser ces aptamères. Ceux-ci seront nommés cap1, cap2, cap3, cap4, cap5, cap6 et cap7 dans la 

suite du chapitre. Avec une telle perméabilité, la perte de charge générée par un capillaire de 7 cm 

est donc attendue autour de 4,8 ± 0,5 bars dans l’eau pure ou dans un tampon (tel qu’un tampon de 

liaison d’aptamères) à 200 nL/min et 12,1 ± 1,3 bars dans un mélange eau/acétonitrile (70/30) 

(composition proche d’une phase mobile d’analyse) à 500 nL/min ce qui rend les capillaires 

compatibles avec un couplage en ligne avec la nanoLC.  

Tout comme pour les anticorps, la première étape du protocole de greffage des aptamères 

consiste à activer la surface du monolithe au glutaraldéhyde (10% w/w dans du tampon phosphate 

100 mM pH 8,0). Cette étape permet d’obtenir une surface présentant des groupements aldéhyde 

nécessaires au greffage d’aptamères amino-modifiés. Des aptamères 5’C12 amino-modifiés dirigés 

contre l’OTA ont été immobilisés sur le monolithe hybride à base de silice contenus dans les 

capillaires cap1, cap2, cap3 et cap4 (10 cm x 100 µm d.i.) en suivant la procédure illustrée en Figure 69. 

 
Figure 69 : Principe général du greffage d’aptamères sur le monolithe organique-inorganique synthétisé en capillaire. 

Brièvement, 60 µL d’une solution d’aptamères 5’C12 amino-modifiés spécifiques de l’OTA à 

1 g.L−1 (dans 200 mM Na2HPO4 et 5 mM MgCl2 (pH 8,0), soit 60 µg d’aptamères) ont été percolés à 

travers les différents capillaires activés avec du glutaraldéhyde pendant 25 heures. Cette 

concentration a été choisie car il s’agit de la concentration en aptamères généralement utilisée pour 

le greffage d’aptamères sur des particules de sépharose [146-148]. Cette étape est ensuite suivie 
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d’un premier rinçage avec du tampon phosphate 100 mM pH 8,0, d’un second avec du tampon de 

liaison (BB : binding buffer, Tris-HCl (10 mM), NaCl (120 mM), KCl (5mM) and CaCl2 (20 mM)) 

contenant 5 mg/mL de NaCNBH3 de manière à réduire les imines formées en amines et stabiliser la 

liaison covalente des aptamères au monolithe, puis d’un troisième rinçage avec du tampon BB et 

enfin avec une phase hydro-organique composée d’eau/acétonitrile 70/30 (v/v) de manière à 

éliminer les aptamères encore simplement adsorbés à la surface du monolithe. Les oligoadsorbants 

miniaturisés (mOS) obtenus ont ensuite été conservés dans du BB à 4°C avant utilisation. La 

procédure est plus largement détaillée en Annexe 3. Le tampon de liaison correspond au tampon 

favorisant la liaison de l’aptamère à l’OTA. Celui-ci est entre autres constitué d’ions calcium Ca2+ à 

une concentration de 20 mM. Une étude de Cruz-Aguado et al en 2008 [138], comparant l’effet de 

deux cations divalents (Mg2+ et Ca2+) sur la liaison de l’aptamère à l’OTA et dont les résultats sont 

présentés dans le Tableau 10, a montré que la présence de Ca2+ à une telle concentration permet 

d’avoir la meilleure constante de dissociation entre l’aptamère et l’OTA avec une valeur de 

49 ± 3 nM. 

 

Tableau 10 : Constantes d’affinité mesurées en fonction de la nature de la concentration du cation divalent utilisé. Adapté 
de [138]. 

 

Ces quatre capillaires ont ensuite été coupés pour obtenir quatre capillaires de 7 cm de 

longueur. Cette longueur peut paraître élevée au regard de la longueur de la colonne analytique 

utilisée (15 cm x 100 µm d.i.). Le choix d’une telle longueur de capillaires dans le cadre de cette étude 

a été dicté par les craintes de ne pas atteindre une capacité suffisante pour caractériser la sélectivité 

des mOS ne connaissant pas les rendements de greffage atteignables par l’approche suivie pour le 

greffage au début de cette étude exploratoire. Les essais préliminaires ont donc été réalisés avec 

cette longueur de capillaire, qui a été conservée pour la suite de l’étude pour caractériser la 

répétabilité de préparation des supports. De la même façon que pour les anticorps, trois capillaires 

contrôles préparés en  greffant des aptamères 5’C12 amino-modifiés dirigés contre une autre 

molécule, la cocaine, ont été préparés en appliquant une procédure en tout point identique à celle 

appliquée pour l’immobilisation d’aptamères anti OTA sur les capillaires cap5, cap6 et cap7. La 

séquence de ces aptamères, qui est 5′-GGGAGACAAGGAAAATCCT TCAATGAAGTGGGTCGACA-3′, ne 

présente aucune affinité pour la molécule modèle choisie dans cette étude, l’OTA. Ces capillaires 

contrôle ne doivent générer aucune rétention de l’OTA et ont été synthétisés de façon à contrôler la 
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sélectivité de l’extraction. Quatre mOS dirigés contre l’OTA ont ainsi été obtenus ainsi que trois 

supports contrôles consistant en des mOS dirigés contre la cocaine.  

3.3 Méthode d’analyse et étalonnage 

Avant d’envisager le couplage des mOS avec la nanoLC-LIF il a été nécessaire de développer 

une méthode d’analyse de l’OTA. Tout comme pour la MC-LR, une analyse en mode isocratique a été 

préférée et utilisée pour les analyses. La phase mobile utilisée est ainsi composée d’eau/acétonitrile 

(70/30, v/v), la colonne utilisée restant une Chromolith® CapRod® RP-18 (15 cm x 100 µm d.i., 

Merck). La détection a été réalisée grâce à un détecteur LIF (Laser Induced Fluorescence). La longueur 

d’onde d’excitation est obtenue grâce à un laser He-Cd à 325 nm (Model 3056-M-A02, Melles Griot, 

Voisins-le-Bretonneux, France) couplé à un détecteur Zetalif Evolution (Picometrics, Toulouse, 

France). Ces conditions ont été choisies de manière à pouvoir réaliser des analyses rapides 

(tr ≈ 7,4 min pour l’OTA) tout en ayant une bonne limite de quantification située autour de 25-

50 ng/mL dans ces conditions (S/N ≈ 10). Les gammes d’étalonnage ont été réalisées à chaque fois en 

connectant directement une nano-vanne comprenant une boucle d’injection de 250 nL à la nano-

pompe analytique et à la colonne analytique de manière à réaliser des analyses directes en nanoLC et 

pouvoir étalonner le système. Ces gammes d’étalonnage ont été préparées dans du tampon BB pour 

être au plus proche du milieu dans lequel l’OTA est contenue lors du couplage d’un mOS avec la 

nanoLC-LIF, ce mOS étant rempli de tampon de lavage, i.e. BB, avant basculement et transfert de son 

contenu vers la colonne analytique. La composition du milieu a une importance cruciale sur les 

propriétés de fluorescence de l’OTA. Ce point sera discuté plus amplement en partie 5 en page 200. 

Enfin, ces gammes ont été refaites plusieurs fois au cours de l’étude. Un exemple de 

chromatogramme obtenu et de courbe d’étalonnage est reporté en Figure 70. 

 

Figure 70 : A) Exemple d’un chromatogramme correspondant à l’analyse par nanoLC-LIF de 250 nL de tampon de liaison (BB) 
dopé avec 125 pg d’OTA (C° = 0,5 µg/mL). B) Exemple de courbe d’étalonnage réalisée par analyse d’échantillons de BB dopé 

à des concentrations croissantes d’OTA par nanoLC-LIF. 
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nous avons défini l’étape de lavage comme débutant dès que l’intégralité de l’échantillon se trouve 

être dans le mOS, i.e. une fois que l’échantillon a été poussé avec 400 nL de tampon. Après que le 

volume de tampon adéquat pour l’étape de lavage a été percolé au travers du mOS, la deuxième 

nano-vanne est basculée permettant ainsi à la phase mobile hydro-organique de passer au travers du 

mOS (débit = 500 nL/min) et rompre ainsi les interactions spécifiques entre l’analyte cible, dans ce 

cas l’OTA, et son aptamère. L’analyte est alors transféré vers la colonne analytique puis le détecteur.  

4 Oligoextraction sélective en milieu pur 

Les trois premiers mOS anti-OTA et les supports contrôles ont été caractérisés grâce au 

montage présenté ci-avant. 

4.1 Essais préliminaires 

Les premiers essais de couplage d’un mOS avec la nanoLC-LIF ont eu pour but de déterminer 

la faisabilité du couplage en ligne, la longueur choisie pour les mOS étant ici importante et pouvant 

donc être limitante pour conserver une hauteur et une largeur de pic raisonnable et donc une bonne 

limite de détection. Comme mentionné dans la partie précédente, la longueur choisie pour les mOS 

(ou contrôle) est de 7,0 cm, c’est-à-dire une longueur seulement 2,1 fois moins élevée que la 

longueur de la colonne analytique pour un diamètre identique. Outre l’élargissement de pic pouvant 

être causé par la longueur importante des mOS, tout comme pour les préconcentrations sur les mIS 

du chapitre précédent, l’utilisation d’un tampon très concentré en sels lors de l’étape de lavage, i.e. 

BB (Tris-HCl (10 mM), NaCl (120 mM), KCl (5mM) and CaCl2 (20 mM)), a aussi été vue comme une 

cause potentielle de difficulté. En effet, tout comme précédemment pour les mIS, la crainte était de 

causer une précipitation de sels dans les capillaires lors du basculement de la seconde nano-vanne et 

arrivée de la phase mobile hydro-organique dans le mOS. L’ensemble de ces paramètres a donc été 

évalué dès les premières injections sur les mOS. Un exemple de chromatogramme résultant d’une 

préconcentration sur le mOS1 d’eau pure dopée avec 0,8 µg/mL d’OTA avec un volume de lavage non 

optimisé de 2,0 µL de BB est reporté en Figure 72. 
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Figure 72 : Chromatogrammes correspondant à la percolation de 250 nL de tampon de liaison (BB) dopé à 0,8 µg/mL d’OTA 

sur le mOS1 (70 mm x 0,1 mm d.i.). Volume de lavage de BB = 2,0 µL. 

Il est visible que le couplage du mOS1 avec la nanoLC-LIF entraîne, comme pour le couplage 

des mIS, un décalage du temps de rétention qui passe de 7,4 min pour les injections directes à 11,2 

min une fois le mOS couplé du fait du volume plus grand du mOS comparé à la boucle d’injection 

utilisée pour les injections directes (≈ 440 nL contre 250 nL respectivement) et du volume mort des 

capillaires de connexions entre le mOS et la nano-vanne. Ces volumes entraînent également un 

élargissement du pic et une diminution de sa hauteur. La hauteur et la largeur à mi hauteur du pic de 

l’OTA passent ainsi respectivement d’environ 4,0 RFU et 18,5 secondes pour une injection directe sur 

la colonne analytique à 3,2 RFU et 21,5 secondes pour une analyse précédée d’une étape de 

préconcentration en ligne sur le mOS. De ce fait la LOQ est augmentée à environ 65 ng/mL pour ce 

couplage. Cette LOQ est apparu malgré tout comme suffisante pour envisager une caractérisation 

des supports développés. De la même façon qu’avec les mIS, l’ensemble des premières injections a 

montré que l’utilisation du tampon de liaison BB pour l’étape de lavage n’entraîne pas de problèmes 

de précipitation lors du basculement de la deuxième nano-vanne, ce qui facilite de ce fait le couplage 

direct du mOS avec la nanoLC-LIF.  

4.2 Développement d’un protocole d’extraction sélective 

La suite de l’étude a alors consisté à optimiser les paramètres d’extraction et de comparer la 

rétention de l’OTA sur les trois mOS et sur les trois contrôles. Pour ce faire, le volume minimal de 

tampon de liaison nécessaire à l’élimination des interactions non-spécifiques potentielles a d’abord 

été  déterminé. Cette étape doit permettre de maintenir une forte rétention de l’OTA sur les mOS et 

son élimination des capillaires contrôle. La solution de lavage, i.e. BB, permet le transfert de 
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l’intégralité du volume de l’échantillon (i.e. 250 nL) vers le mOS (ou contrôle). L’étape de lavage 

commence après percolation de 400 nL de BB (250 nL inj. + 150 nL de volumes morts) avec la nano-

pompe de préconcentration. Pour déterminer ce volume de lavage minimal, des échantillons de BB 

dopé avec 800 ng/mL d’OTA ont été injectés sur les trois mOS en utilisant des volumes croissants de 

tampon BB lors de la phase de lavage (débit de 200 nL/min) avant de basculer la deuxième nano-

vanne en position « inject » de manière à transférer l’analyte du mOS (ou contrôle) vers la colonne 

analytique. L’ensemble de ces injections ont été réalisées une fois pour chaque volume de lavage 

considéré sur chacun des mOS et sur chacun des contrôles. Les volumes de lavage étudiés sont 1,0 

µL, 1,5 µL, 2,0 µL, 3,0 µL, 4,0 µL et 5,0 µL. Les rendements d’extraction de l’OTA sur les deux types de 

supports sont reportés dans le Tableau 11. 

Tableau 11 : Comparaison des rendements d’extraction de l’OTA sur trois mOS (70 x 0,1 mm d.i.) spécifiques de l’OTA et sur 
trois capillaires contrôle preparés avec des aptamères anti-cocaine (70 x 0,1 mm d.i.) après percolation de quantités 

croissantes de tampon BB (Tris-HCl (10 mM), NaCl (120 mM), KCl (5 mM) et CaCl2 (20 mM)) au cours de l’étape de lavage 
effectuée par des volumes de lavage (Vlavage) croissants. Injection de 250 nL de BB dopé à 800 ng/mL d’OTA (n = 1) sur les 

mOS et sur les contrôles couplés en ligne avec la nanoLC-LIF 

 
Vlavage 

 
1,0 µL 1,5 µL 2,0 µL 3,0 µL 4,0 µL 5,0 µL 

mOS1 85,3% 93,2% 101,9% 98,7% 89,7% 85,7% 

mOS2 82,5% 91,7% 91,0% 85,5% 74,1% 72,9% 

mOS3 101,0% 108,7% 105,4% 101,0% 78,1% 84,1% 

moyenne 
89,6% 

± 10,0% 

97,8% 

± 9,4% 

99,4% 

± 7,5% 

95,1% 

± 8,4% 

80,7% 

± 8,1% 

80,9% 

± 7,0% 

contrôle1 94,3% 66,4% 60,3% 43,1% 26,9% 7,7% 

contrôle2 90,3% 77,6% 57,5% 45,7% 26,9% 9,7% 

contrôle3 80,4% 85,6% 72,6% 53,2% 40,1% 25,0% 

moyenne 
88,3% 

± 7,2% 

76,5% 

± 9,6% 

63,5% 

± 8,0% 

47,3% 

± 5,2% 

31,3% 

± 7,6% 

14,1% 

± 9,5% 

 

Tout d’abord, il est  visible que les rendements d’extraction de l’OTA présentent, quel que 

soit le volume de lavage étudié, une très bonne répétabilité sur les trois mOS préparés à partir de 

synthèses de monolithes puis de greffages d’aptamères complètement indépendants. En effet, il 

peut être observé que des écart-types inférieurs ou égaux à 10,0% ont toujours été obtenus ce qui 

constituent des résultats extrêmement satisfaisants.  

Ensuite, il est clairement visible que la rétention de l’OTA reste très élevée sur les trois mOS 

après lavage des supports avec 5,0 µL de BB, équivalent à plus de 11 volumes de capillaires 

monolithiques (en supposant comme précédemment une porosité de 0,8). A l’inverse, la rétention 

sur les trois contrôles décroit rapidement. Il est ainsi visible qu’au-delà d’un volume de lavage de 1,5 

– 2,0 µL (i.e. 3,5 – 4,5 volumes de capillaire) les rendements d’extraction obtenus sur les contrôles 

commencent à chuter. En effet, un rendement moyen sur les trois contrôles de 63,5% ± 8,0% a été 
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obtenu avec une étape de lavage par 2,0 µL de BB contre un rendement toujours constant de 99,4% 

± 7,5% sur les mOS. Au-delà d’un volume de 5,0 µL de lavage avec du tampon BB, un rendement 

moyen de seulement 14,1 ± 9,5 % est finalement obtenu sur les trois contrôles contre 80,9 ± 7,0 % 

sur les mOS. Cette différence démontre la sélectivité de la rétention de l’OTA sur les mOS. Cette 

sélectivité est notamment illustrée sur les chromatogrammes de la Figure 73 qui compare des 

injections de tampon BB dopé à 800 ng/mL (inj = 250 nL) sur le mOS1 et sur le contrôle1 après un 

lavage par 5,0 µL de tampon BB. 

 
Figure 73 : Chromatogrammes correspondant à l’injection de 250 nL de tampon de liaison (BB) dopé à 0,8 µg/mL d’OTA sur 

un mOS (70 mm x 0,1 mm d.i.) spécifique de l’OTA et sur un capillaire contrôle consistant en un mOS spécifique de la cocaine 
(70 mm x 0,1 mm d.i.). Volume de lavage de BB = 5,0 µL. 

Il est clairement visible que l’aire et la hauteur du pic sont bien plus importantes sur le mOS 

que sur le contrôle. L’ensemble de ces résultats indique qu’un volume de lavage avec du tampon BB 

égal à 5,0 µL semble être au moins nécessaire pour éliminer la plupart des interactions non 

spécifiques résiduelles et atteindre une très bonne sélectivité. La possibilité de greffer des aptamères 

sur un monolithe hybride organique-inorganique en capillaire avec une méthode répétable a ainsi 

été démontrée. 

4.3 Evaluation de la répétabilité 

Pour caractériser plus amplement la répétabilité de la procédure d’extraction impliquant 

l’utilisation de 5,0 µL de tampon de liaison BB lors de l’étape de lavage précédant le basculement de 

la seconde nano-vanne, celle-ci a été répétée trois fois sur chaque mOS et sur chaque contrôle 

couplés à la nanoLC-LIF. Les rendements d’extraction obtenus sont reportés en Figure 74.  
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Figure 74 : Répétabilité des rendements d’extraction de l’OTA sur trois mOS (mOS1, mOS2, mOS3) spécifiques de l’OTA et sur 
trois supports contrôles (prepares avec des aptamères anti-cocaine) couples en ligne à la nanoLC-LIF. Injection de 250 nL de 

BB dope à 800 ng/mL d’OTA. Lavage avec 5,0 µL de BB (n = 3).*ANOVA : p = 0,07 > 0,05. +ANOVA : p = 0,07 > 0,05 

Des rendements d’extraction de 84,8% ± 1,9%, 72,8% ± 0,4%, and 73,6% ± 9,5% (n = 3) ont 

été obtenus respectivement sur les mOS1, mOS2 and mOS3 en injectant 250 nL de tampon BB dopé à 

800 ng/mL d’OTA. Les valeurs des C.V. se sont avérées particulièrement basses pour les mOS1 et 

mOS2 (respectivement 2,2% et 0,6%) et satisfaisant pour le mOS3 avec un C.V de 12,9%. La 

répétabilité du protocole d’extraction a ainsi été mise en évidence sur ces supports. De plus, ces 

résultats permettent également d’illustrer la répétabilité inter-mOS, i.e. la répétabilité de 

préparation des supports. En effet, il est visible en Figure 74 que les rendements d’extraction sur les 

mOS1,2,3 ne sont pas significativement différents (ANOVA, p-value = 0,07 > 0,05). Il peut aussi être 

noté que les rendements sur les trois contrôles sont bas en comparaison avec les mOS. Des 

rendements d’extraction sur les contrôle1,2,3 de 11,9% ± 3,8%, 7,2% ± 5,0% et 25,0% ± 11,6% (non 

significativement différent, ANOVA : p = 0,07 > 0,05) ont été obtenus. Ces résultats appuient à 

nouveau la grande répétabilité de la préparation des supports et confirment la sélectivité des mOS 

pour l’OTA. 

4.4 Evaluation de la réactivité croisée de l’aptamère 

La séquence d’aptamère utilisée dans cette étude présente une affinité 100 fois plus élevée 

pour l’OTA que pour l’OTB, cette dernière étant comme déjà mentionné un analogue structural de 

l’OTA qui ne possède pas d’atome de chlore au niveau du noyau isocoumarine contrairement à l’OTA 

[138]. Une étude menée en parallèle de ce projet de thèse au LSABM a montré qu’aucune rétention 

spécifique de l’OTB n’était observée avec la séquence de l’aptamère 5’C12 greffé sur des particules 

de sépharose conditionnées en cartouche [146]. En fait, la sélectivité résultant du mécanisme de 
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Il est visible que la rétention de l’OTB sur le mOS chute rapidement au-delà de 2,0 µL de 

lavage comme précédemment observé pour des préconcentrations d’OTA sur des capillaires 

contrôles. Le rendement d’extraction après lavage avec 5,0 µL de BB est égal à 27,8%, très proche du 

rendement précédemment rapporté pour le contrôle3 (cf. Tableau 11). A l’inverse, l’OTA s’est avérée 

être retenue avec de très bons rendements d’extraction, proches de 100 % jusqu’à ce même volume 

de lavage de 5,0 µL. Un rendement de 27,8% d’OTB sur le mOS avec un volume de lavage de 5,0 µL 

n’étant pas complètement satisfaisant, deux autres volumes plus élevés ont été cette fois envisagés : 

6,0 et 7,0 µL. Il est visible que la rétention de l’OTA reste très élevée sur ce mOS avec des 

rendements de 96,2% et 85,9% respectivement après un lavage avec 6,0 ou 7,0 µL. A l’inverse la 

rétention de l’OTB continue elle de diminuer jusqu’à des valeurs de 12,3% et 17,0%. Un volume de 

6,0 µL semble donc suffisant pour éliminer presqu’intégralement l’OTB retenue sur le mOS4. 

L’extraction de l’OTB et de l’OTA a finalement été réalisée en triplicat avec un lavage avec 5,0 

et 6,0 µL de BB. Les résultats sont présentés en Figure 75-B. Il est visible que des rendements très 

élevés de 99,6% ± 1,2% et 88,9% ± 9,6% ont été obtenus pour l’OTA contre des rendements faibles 

de seulement 27,8% ± 9,6% et 18,7% ± 6,0% observés pour l’OTB sur le même mOS. Le lavage réduit 

fortement les interactions développées entre le support et l’OTB. Le système miniaturisé s’est ainsi 

révélé très spécifique de l’OTA et ne présente aucune réactivité croisée pour l’OTB. Cette forte 

spécificité pour l’OTA confirme que des aptamères ont été greffés avec succès sur le monolithe 

hybride à base de silice et que l’analyse totale et en ligne de petites molécules via le couplage d’un 

système d’oligoextraction miniaturisé avec la nanoLC est possible.  

4.5 Détermination de la capacité et du taux de greffage 

4.5.1 Evaluation du taux de greffage 

4.5.1.1 Méthode de dosage 

Comme pour les anticorps, la quantité totale d’aptamères greffés a été déterminée 

indirectement en analysant la quantité d’aptamères non immobilisés restante dans les différentes 

solutions percolées au travers des mOS au cours de la procédure de greffage. Cette procédure de 

greffage et la collecte des solutions percolées comprend plusieurs phases. Une première phase 

consiste à collecter les 60 µL de solution d’aptamères à 1 g/L percolée à travers le monolithe en 

capillaire (10 cm x 0,1 mm d.i.) puis la solution issue du rinçage avec 6,0 µL de tampon phosphate 

100 mM, pH 8,0. La deuxième phase consiste ensuite à collecter les solutions de rinçage de tampon 

BB contenant 5 mg/mL de NaCNBH3 puis de tampon BB. Enfin, la troisième phase correspond à la 

solution de rinçage du capillaire avec une phase hydro-organique constituée d’eau/acétonitrile 

(70/30, v/v) utilisée de manière à éliminer les derniers aptamères potentiellement adsorbés de façon 

non covalente à la surface du monolithe. Ces solutions sont à chaque fois récupérées en sortie du 
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capillaire grâce à un système utilisant une seringue sans piston. Chacune de ces trois phases est 

ensuite introduite dans un insert, évaporée sous azote et reprise dans un volume connu d’eau de 

manière à pouvoir déterminer précisément la quantité d’aptamères présente dans chacune des 

phases. L’ensemble des analyses ont été effectuées par chromatographie liquide de paires d’ions sur 

colonne C18 (avec l’ion triéthylammonium comme agent d’appariement) couplée à une détection 

UV. Cette méthode, développée au cours d’un précédent projet de thèse doctorale au LSABM [376], 

est décrite en Annexe 6. La séparation est réalisée en utilisant un gradient d’acétonitrile de 7 à 14,5% 

en 30 min. Des chromatogrammes résultants de l’injection de solutions d’aptamères spécifiques de 

l’OTA et de la cocaine sont représentés en Figure 76. Un temps de rétention moyen de 33,6 min a été 

obtenu avec cette méthode pour les deux aptamères. Une limite de quantification située autour de 

0,5 µg/mL a été observée pour chacun des aptamères (S/N ≈ 10). 

 

Figure 76 : Chromatogrammes correspondant à l’injection d’aptamères anti-OTA et anti-cocaine (COC) avec espaceur C12. 
La quantité injectée correspond à l’injection de la solution de greffage diluée 400 fois (2,5 µg/mL). Volume injecté : 25 µL. 

Ces quantifications ont tout d’abord montré que quel que soit l’aptamère considéré, la 

quantité d’aptamères retrouvés dans les solutions de rinçage est inférieure à la limite de 

quantification. Ainsi, la quantité maximale d’aptamères présente dans les solutions de la phase 2 et 3 

est respectivement de 35 ng et 50 ng, i.e. seulement 0,06% et 0,08% de la quantité d’aptamères 

initialement percolée. Ceci montre que très peu d’aptamères restent simplement adsorbé à la 

surface du monolithe après la première phase de rinçage au tampon phosphate. Le fait que peu 

d’aptamères soient retrouvés dans la phase 3 qui consiste en un rinçage avec une phase hydro-

organique semble indiquer qu’aucun aptamère ne reste simplement adsorbé à la surface du 

monolithe après l’ensemble des rinçages. Les analyses menées sur les solutions résultantes de la 

phase 1 ont donc permis de mesurer la quantité d’aptamères récupérés en sortie du capillaire après 

greffage et de calculer les densités volumétriques  d’aptamères dans les capillaires monolithiques. 
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4.5.1.2 Résultats  

Les dosages effectués sur les différentes solutions issues du greffage des aptamères ont 

permis de calculer les taux de greffage des aptamères sur les mOS3, mOS4 et sur un cinquième mOS 

(non caractérisé par couplage en ligne jusqu’à maintenant) ainsi que sur les trois capillaires contrôles 

présentés ci-avant. Les taux de greffage mesurés et les conditions de greffage utilisées pour chaque 

aptamère sont comparés dans le Tableau 12 avec les résultats obtenus par Deng et al [237] pour le 

greffage d’aptamères spécifiques de la thrombine et avec ceux obtenus dans le chapitre 3 pour le 

greffage d’anticorps et le développement des mIS.  

Tableau 12 : Taux de greffage des biomolécules (aptamères et anticorps) et capacité des mOS, supports contrôle, mIS et 
colonnes d’affinité développées par Deng et al [237]. Comparaison des conditions de greffage et rendements de greffage. 

 
mOS contrôle Deng et al [237] mIS 

Analyte cible OTA Cocaine Thrombine MC-LR 

Biomolécule greffée aptamère aptamère aptamère anticorps 

Modification/Espaceur NH2 / 5’C12 NH2 / 5’C12 NH2 / 5’C6 - 

Masse biomolécule 11.6 kDa 12.1 kDa 9.3 kDa 150 kDa 

Densité de greffage 
(nmol biom. µL-1) 

6.27 ± 0,38 5.14 ± 0.54 0.568 0.026 

C.V (n = 3) 6.10% 10.50% 13.50% - 

Conditions de greffage 
  

  

d.i. capillaire 100 µm 100 µm 250 µm 100 µm 

Longueur capillaire 10 cm 10 cm 10 cm 4.5 cm 

Activation 16 h 16 h n.c. 16 h 

T°greffage T°amb T°amb 4 °C T°amb 

Durée du greffage 25 h 25 h 24 h 24 h 

C°biomolécule 86.4 µM 82.7 µM 25 µM 6.7 µM 

Qtébiom. perc. 5.2 nmol 5.0 nmol 5.7 nmol 0.13 nmol 

Qtébiom. perc./Vcap 6.6 nmol µL-1 6.3 nmol µL-1 1.2 nmol µL-1 * 0.38 nmol µL-1 

Rendement de 
greffage 

96.4 ± 1.6% 83.3 ± 9.1% 48.9 %* 7.0% 

biom. = biomolécule. C°biomolécule= concentration en biomolécules dans la solution de greffage. Vcap = volume du capillaire 
vide. Qtébiom. perc. = quantité totale de biomolécules percolées, Qtébiom. perc. /Vcap. = densité volumétrique maximale 

théoriquement atteignable. T°amb. = température ambiante. *valeur déduite des données fournies. 
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Tel que reporté dans le Tableau 12, la densité volumétrique d’aptamères immobilisés dans 

les capillaires a été déterminées comme étant égale à 6,27 ± 0,38 nmol/µL (C.V = 6,1%, n = 3) 

d’aptamères anti-OTA sur les mOS et 5,14 ± 0,54 nmol/µL (C.V = 10,5%, n = 3) d’aptamères anti-

cocaine dans les capillaires contrôles. Ces résultats sont de 9 à 11 fois supérieurs à la densité 

rapportée par Deng et al lors de l’immobilisation d’aptamères anti-thrombine sur des colonnes 

capillaires monolithiques de 250 µm d.i. [237]. En effet, ces auteurs ont rapporté une densité de 

0,568 nmol/µL en dosant l’ensemble des solutions utilisées au cours du greffage par absorbance UV à 

260 nm. Cette grande différence résulte probablement de la percolation de quantités similaires 

d’aptamères (5,2 et 5,2 nmol contre 5,7 nmol) pour un volume de capillaire bien plus faible dans 

notre cas mais aussi d’une concentration molaire en aptamères de l’ordre de 3,3 à 3,5 fois plus 

élevée dans les solutions de greffage utilisées dans notre étude (86,4 µM et 82,7 µM contre 25 µM). 

Il est ainsi visible dans le Tableau 12  que la densité volumétrique maximale qui aurait pu être 

atteinte si tous les aptamères avaient été greffés (i.e. le ratio entre la quantité d’aptamères percolée 

et le volume du capillaire, Qtéapt. perc./Vcap.) est respectivement de 6,6 nmol/µL et 6,3 nmol/µL pour les 

aptamères anti-OTA et anti-cocaine. Ceci est 5 à 6 fois plus élevé que la valeur qui peut être estimée 

par les données fournies par Deng et al, i.e. 1,2 nmol/µL. Un rendement de greffage d’environ 48,9% 

pour les aptamères anti-thrombine a été calculé avec cette valeur [237]. Ce rendement est 1,7 et 2 

fois plus faible que les rendements obtenus pour les aptamères anti-cocaine et anti-OTA. Ces 

rendements de greffage sont en effet de 96,4% ± 1,6% et 83,3% ± 9,1% pour les mOS 

correspondants. Cette différence peut être en partie expliquée par l’effet de la longueur du bras 

espaceur, qui est plus long dans notre étude (Tableau 12), sur l’accessibilité du groupement amine 

comme précédemment rapporté par notre équipe sur des OS sous forme de particules de sépharose 

greffées et conditionnées en cartouche [148]. De plus, aucune indication n’est donnée par Deng et al 

sur la durée de l’étape d’activation au glutaraldéhyde. Dans des études précédentes du même 

groupe [269], les colonnes capillaires ont été activées pendant 6h contre 16h dans notre étude. Il est 

possible qu’une activation plus longue permette d’accroître le nombre de sites activés accessibles à 

l’immobilisation, augmentant ainsi le rendement de greffage des aptamères et la quantité totale 

d’aptamères greffés. D’autres paramètres, tels que la température ou la vitesse linéaire de 

percolation des solutions de greffage pourraient aussi avoir un impact mais restent à évaluer. Il peut 

ainsi être déterminé à partir des données fournies par Deng et al que le volume de solution 

d’aptamères percolé est de l’ordre de 228 µL. Le greffage étant réalisé sur 24 h, ce volume permet de 

calculer un débit d’environ 160 nL/min, i.e. une vitesse linéaire en entrée du capillaire (250 µm d.i.) 

de 3,2 mm/min. Dans notre étude, cette même vitesse est de 5,1 mm/min avec un débit de 40 

nL/min et un capillaire de 100 µm d.i.. Le greffage de Deng et al a donc été réalisé en utilisant une 

vitesse linéaire plus faible ce qui pourrait favoriser la cinétique de greffage bien qu’ici la comparaison 

directe avec nos données soient rendue difficile par l’utilisation de conditions d’immobilisation 

différentes en termes de concentration et de bras espaceur. Des études futures pourraient 
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justement consister à réaliser des comparaisons rigoureuses des taux de greffage des aptamères sur 

des monolithes en capillaire en travaillant dans des conditions strictement identiques. 

Enfin, la comparaison du taux de greffage des anticorps avec ceux des aptamères reportés 

dans le Tableau 12 laissent supposer que la plus faible taille des aptamères permet à ces derniers un 

meilleur accès à l’ensemble des sites de liaison à la surface du monolithe et surtout diminue 

l’encombrement stérique permettant ainsi d’améliorer considérablement la densité d’aptamères 

greffées au sein du capillaire. En effet, la plus faible valeur de densité de greffage d’aptamères (0,568 

nmol/µL, rapportée par Deng et al) reste de l’ordre de 22 fois plus élevée que celle mesurée dans le 

chapitre précédent pour les anticorps (0,026 nmol/µL) et rappelée dans ce tableau. Cependant, une 

fois encore ces résultats restent à confirmer puisque la concentration molaire d’anticorps utilisé au 

cours du greffage  ainsi que la quantité totale de biomolécules percolées sont bien inférieures à 

celles utilisées pour l’étude du greffage d’aptamères et que les monolithes utilisés pour le greffage 

des anticorps ont une perméabilité de l’ordre de trois fois inférieure, i.e. une macroporosité plus 

faible pouvant gênée la diffusion de biomolécules de grande taille. 

4.5.2 Capacité 

Les résultats précédents ont montré que la densité volumétrique d’aptamères s’est avérée 

très élevée et semble être cohérente avec le greffage d’aptamères anti-thrombine rapporté 

précédemment. Cependant, cette expérience permet uniquement d’estimer la quantité d’aptamères 

immobilisés sans aucune information sur la réelle proportion d’aptamères actifs, i.e. d’aptamères 

capables de piéger sélectivement l’OTA. En effet, comme pour les anticorps, certains aptamères 

peuvent être immobilisés dans une mauvaise orientation, ou liés au monolithe en plusieurs points 

(par des groupements amines de bases azotées) les empêchant d’adopter la conformation adéquate 

pour la liaison avec l’OTA. Des mesures de capacité ont donc été envisagées pour évaluer la quantité 

d’aptamères actifs immobilisés. Pour rappel, la capacité correspond à la quantité maximale d’OTA qui 

peut être retenue sur le mOS sans observer de perte de rétention pour une procédure donnée. Elle 

est directement liée au nombre d’aptamères actifs et accessibles greffés à la surface des pores du 

monolithe. Des solutions de BB (inj = 250 nL) dopées avec des quantités croissantes d’OTA, de 12,5 

pg à 5,0 ng, ont été préconcentrées en ligne sur le mOS1 et un volume de lavage de 5,0 µL a été 

appliqué. Cette limite haute de 5,0 ng a été fixée de manière à empêcher la saturation du détecteur 

et de la colonne analytique. En parallèle, des préconcentrations sur le contrôle1 ont également été 

menées sur le même domaine de concentrations. Les résultats de ces préconcentrations sont 

présentés sur les courbes de la Figure 77.  



Chapitre 4 – Développement d’un oligoadsorbant miniaturisé (mOS) 

  199 

 

Figure 77 : Evolution de la quantité d’OTA retenue sur le mOS1 et sur le contrôle1 en fonction de la quantité d’OTA injectée 
dans du tampon BB.Volume d’injection  = 250 nL. Volume de lavage = 5,0 µL de BB. 

Il est visible tout d’abord que les pentes obtenues sur le mOS1 et sur le contrôle1 sont très 

différentes. En effet, une pente de 78,5% est observé sur le mOS1 contre une pente de seulement 

13,7% sur le contrôle1. Ces résultats représentent le rendement d’extraction moyen sur chacun de 

ces supports et sont cohérents avec les rendements qui avaient été obtenus précédemment sur ces 

mêmes supports en un point de concentration donné de 800 ng/mL d’OTA (Figure 74). Il est surtout 

visible qu’aucune chute de rendements n’est observée pour cet intervalle de concentration. Une 

chute de rendements aurait impliqué l’observation d’une rupture de pente dans le cas du mOS1, 

pente qui devrait théoriquement chuter à  environ 13%, rendement équivalent à celui du contrôle. La 

capacité est donc supérieure à 5,0 ng, i.e. supérieure à 22,5 pmol/µL d’aptamères actifs. Cette 

capacité est comparée à celle obtenue par Deng et al [237] et à celle des mIS dans le Tableau 13. 

Tableau 13 : Capacité des mOS, mIS et colonnes d’affinité développées par Deng et al [237]. Rappel des taux de greffage et 
densité volumétrique de biomolécules mesurées. 

 
mOS Deng et al [237] mIS 

Biomolécule greffée aptamère aptamère anticorps 

Masse biomolécule 11.6 kDa 9.3 kDa 150 kDa 

Densité de greffage 
(nmol biom. µL-1) 

6.27 ± 0,38 0.568 0.026 

Qtébiom. perc./Vcap 6.6 nmol µL-1 1.2 nmol µL-1 * 0.38 nmol µL-1 

Capacité  
(pmol biom. µL-1) 

≥ 22.5 31.2 ≤ 1.6 

Rendement de 
greffage 

96.4 ± 1.6% 48.9 %* 7.0% 

biom. = biomolécule. Vcap = volume du capillaire vide. Qtébiom. perc. = quantité totale de biomolécules percolées, Qtébiom. perc. 
/Vcap. = densité volumétrique maximale théoriquement atteignable. *valeur déduite des données fournies. 
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La valeur de 22,5 pmol/µL est plus élevée que pour le greffage d’anticorps. En effet, des 

valeurs inférieures à 1,6 pmol/µL d’anticorps actifs ont été mesurées au chapitre précédent (Tableau 

13), i.e. 40 fois moins élevée que pour les aptamères. Les aptamères sont donc des outils puissants 

pour atteindre des capacités élevées en comparaison avec les anticorps du fait certainement de leur 

faible taille (9-12 kDa contre 150 kDa, soit un facteur 12 à 15). Cet effet sur la capacité n’avait 

d’ailleurs jamais pu être observé dans les précédentes études du LSABM menées au format 

conventionnel par greffage des biomolécules sur particules de sépharose activée CNBr, des capacités 

similaires ayant été obtenues que ce soit pour l’immobilisation d’anticorps ou d’aptamères [146]. 

L’échelle miniaturisée ajoutée à un protocole d’immobilisation consistant à percoler les solutions de 

biomolécules à travers les monolithes en capillaire permettent sans doute d’améliorer l’accès des 

biomolécules à l’ensemble des pores et donc la mise en contact de ces molécules avec les sites de 

liaison. 

En outre, Deng et al ont rapporté une capacité de 1,95 x 10-24 mol/nm², i.e. 31,2 pmol/µL, 

pour leur monolithe hybride en capillaire à base de silice (250 µm i.d.) [237]. Cette valeur est égale à 

5,4% de la quantité totale d’aptamères greffés rapportée dans la même étude. Pour un tel ratio, la 

capacité du mOS développé pour l’OTA serait égale à 339 pmol/µL, i.e. 56 ng d’OTA. Cette dernière 

valeur est bien plus élevée que des valeurs rapportées pour des colonnes particulaires (33,8 ± 3,2 

pmol/µL [140], 204 ± 23 pmol/µL [172]) ou des approches en tube ouvert (5,6 pmol/µL [164]). Ceci 

met encore en évidence le fort potentiel de l’approche monolithique pour atteindre de grande 

capacité de liaison. Une diminution de la longueur de capillaire, qui a été surestimée au début de 

cette étude (par crainte de rendements d’immobilisation insuffisants), pourrait ainsi être envisagée à 

l’avenir de manière à améliorer la qualité du couplage en ligne avec la nanoLC. 

5 Application à des échantillons réels 

Le potentiel des mOS a clairement été démontré pour l’extraction sélective de l’OTA dans des 

matrices aqueuses pures au regard des faibles rendements obtenus sur les capillaires contrôles. 

L’extraction à partir de matrices complexes a ensuite été considérée. L’OTA est généralement 

recherchée dans des matrices alimentaires telles que les dérivées de céréales [146], le vin [102] ou la 

bière [345, 368]. Pour mettre en lumière la sélectivité dans des matrices complexes, un échantillon 

de bière, dont le contenu en éthanol (4,2%) est connu pour potentiellement affecter le mécanisme 

de rétention, a été choisi. En outre, l’aptamère prend sa conformation en présence d’un cation 

divalent (i.e. Ca2+) comme mentionné précédemment. Ceci implique de diluer les échantillons dans 

du tampon de liaison. Le Tableau 10 déjà présenté en page 185 référence les constantes d’affinité 

mesurées par Cruz-Aguado et al [138] en fonction de la nature et de la concentration du cation 

divalent utilisé dans le tampon de liaison. Il est visible que la constante de dissociation de l’aptamère 
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anti-OTA (KD) est égale à 49 ± 3 nM et 54 ± 8 nM pour des concentrations en ions Ca

respectivement de 20 mM et 10 mM en solution. Ces deux valeurs sont très similair

pas différentes au vu des écart-types observés sur chacune des mesures. Une dilution par un facteur 

2 du tampon de liaison ne doit donc 

échantillons de bière ont donc été 

de Ca2+) pour obtenir une concentration finale de 10 mM de Ca

bière/BB (50/50). 

Des solutions de bière/BB (50/50) et de BB dopées avec des quantités 

25 pg à 375 pg avec une boucle 

analytique mais aussi préconcentrés 

volume de lavage de 6,0 µL. Les chromatogrammes c

bière/BB dopés avec 75 pg d’OTA sont comparés

correspondant aux injections de tampon BB dopé. 

Figure 78 : Chromatogramme nanoLC correspondant à l’analyse de 250 nL de bière/BB (50/50) et de BB dopes 
avec 75 pg d’OTA. (A) Injection directe de chaque échantillon sur la colonne analytique. (B) Extraction de chaque échantillon

sur le mOS

Bien que la détection par fluorescence induite par laser soit déjà sélective, le 

chromatogramme correspondant à l’injection directe de bière/BB (

présence d’un certain nombre de composés interférents lorsque ce chromatogramme est comparé 

avec du BB dopé. Un pic très intense situé autour de 6,5 min est observé correspondant aux 

nombreux composés contenus dans la bière. De plus, le temps de rétention se tr

comparaison avec du BB dopé avec de l’OTA et son écart

dans le BB (n = 7, C.V = 1,2 %) contre 9,91 ± 0,88 min dans un mélange bière/BB (n = 7, C.V = 8,9%). 

– Développement d’un oligoadsorbant miniaturisé (mOS) 

à 49 ± 3 nM et 54 ± 8 nM pour des concentrations en ions Ca

respectivement de 20 mM et 10 mM en solution. Ces deux valeurs sont très similair

types observés sur chacune des mesures. Une dilution par un facteur 

donc jouer que très peu sur l’affinité de l’aptamère pour sa cible. D

échantillons de bière ont donc été dilués seulement une fois avec du tampon BB (contenant 20 mM 

) pour obtenir une concentration finale de 10 mM de Ca2+ et 2,1% d’éthanol dans un mélange 

ière/BB (50/50) et de BB dopées avec des quantités croissante

25 pg à 375 pg avec une boucle d’injection de 250 nL) ont été injectées directement sur la colonne 

préconcentrés sur le mOS4 couplé à la nanoLC-LIF en appliquant ensuite

volume de lavage de 6,0 µL. Les chromatogrammes correspondant aux injections des échantillons de 

bière/BB dopés avec 75 pg d’OTA sont comparés en Figure 78 avec les chromatogrammes 

correspondant aux injections de tampon BB dopé.  

: Chromatogramme nanoLC correspondant à l’analyse de 250 nL de bière/BB (50/50) et de BB dopes 
avec 75 pg d’OTA. (A) Injection directe de chaque échantillon sur la colonne analytique. (B) Extraction de chaque échantillon

sur le mOS4 et le control3 couplé en ligne avec la nanoLC-LIF. 

Bien que la détection par fluorescence induite par laser soit déjà sélective, le 

chromatogramme correspondant à l’injection directe de bière/BB (Figure 78-A) met en évidence la 

nce d’un certain nombre de composés interférents lorsque ce chromatogramme est comparé 

avec du BB dopé. Un pic très intense situé autour de 6,5 min est observé correspondant aux 

nombreux composés contenus dans la bière. De plus, le temps de rétention se tr

comparaison avec du BB dopé avec de l’OTA et son écart-type augmente. Il est égal à 7,38 ± 0,09 min 

dans le BB (n = 7, C.V = 1,2 %) contre 9,91 ± 0,88 min dans un mélange bière/BB (n = 7, C.V = 8,9%). 

 201 

à 49 ± 3 nM et 54 ± 8 nM pour des concentrations en ions Ca2+ 

respectivement de 20 mM et 10 mM en solution. Ces deux valeurs sont très similaires et ne semblent 

types observés sur chacune des mesures. Une dilution par un facteur 

que très peu sur l’affinité de l’aptamère pour sa cible. Des 

dilués seulement une fois avec du tampon BB (contenant 20 mM 

2,1% d’éthanol dans un mélange 

croissantes d’OTA (de 

de 250 nL) ont été injectées directement sur la colonne 

appliquant ensuite un 

orrespondant aux injections des échantillons de 

avec les chromatogrammes 

 
: Chromatogramme nanoLC correspondant à l’analyse de 250 nL de bière/BB (50/50) et de BB dopes 

avec 75 pg d’OTA. (A) Injection directe de chaque échantillon sur la colonne analytique. (B) Extraction de chaque échantillon 

Bien que la détection par fluorescence induite par laser soit déjà sélective, le 

A) met en évidence la 

nce d’un certain nombre de composés interférents lorsque ce chromatogramme est comparé 

avec du BB dopé. Un pic très intense situé autour de 6,5 min est observé correspondant aux 

nombreux composés contenus dans la bière. De plus, le temps de rétention se trouve être retardé en 

type augmente. Il est égal à 7,38 ± 0,09 min 

dans le BB (n = 7, C.V = 1,2 %) contre 9,91 ± 0,88 min dans un mélange bière/BB (n = 7, C.V = 8,9%). 
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Pour comparaison, l’OTA dans de l’eau pure (non montrée ici) présente un temps de rétention de 

6,77 ± 0,07 min (n = 7, C.V. = 1,1%). Le retard peut être attribué à une modification des interactions 

avec la colonne analytique du fait de la modification de la composition du tampon et 

particulièrement du pH de la solution injectée. En effet, le pH du mélange bière/BB considéré est 

d’environ 4,4 et celui du tampon BB d’environ 5,5. Le diagramme de distribution des différentes 

formes de l’ochratoxine A en fonction du pH est reporté en Figure 79.  

Figure 79 : Diagramme de distribution de l’ochratoxine A et structure de l’ochratoxine A dans différentes intervalles de pH. 
Adapté de [357]. 

Il est visible que le ratio de la forme protonée de l’OTA est de l’ordre de 50 % à pH 4,4 (égal 

au pKa de l’acide carboxylique de l’OTA) contre moins de 10 % à pH 5,5. Le ratio de la forme 

déprotonée OTA- augmente lui de 50 à 90 %. La forme protonée (OTA) est donc bien plus présente 

dans un mélange bière/BB que dans le tampon BB pur. Il s’avère que le volume injecté (250 nL) est 

grand et représente environ 21% du volume V0 (≈ 1,18 µL) de la colonne analytique. De ce fait, la 

composition du tampon ou du solvant injecté perturbe fortement la composition de la phase mobile 

ce qui favorise ainsi la rétention de l’OTA en phase inverse dans les échantillons de bière/BB. A 

l’inverse, la comparaison entre l’injection de BB dopé et la préconcentration de bière/BB 

préconcentrés sur le mOS (Figure 78-B) confirme que les composés interférents sont principalement 

éliminés au cours des étapes de percolation et de lavage sur le mOS tandis que l’OTA est au contraire 

sélectivement retenue sur le système. Aucun retard du temps de rétention n’est observé en 

comparaison avec des injections de tampon BB dopé avec de l’OTA. En effet, lorsque la seconde 

nano-vanne est basculée pour éluer l’OTA retenue sur le mOS, l’OTA est contenue dans du tampon 

de liaison, i.e. le tampon utilisé lors de l’étape de lavage, quelle que soit la composition initiale de 

l’échantillon (bière/BB ou BB pur). De plus, l’OTA reste très faiblement retenue sur le contrôle3 même 

dans des échantillons complexes.  
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En outre, en comparant les chromatogrammes correspondant aux échantillons de BB pur et 

de bière/BB en en Figure 78-A, il

échantillons sont injectés directement

correspondant aux aires de pics obtenus en fonction de la quantité d’OTA sont rassemblé

80.  

Figure 80 : Aire de pics de l’OTA obtenus par une détection LIF en fonction de la quantité d’OTA injectée dans deux types 
d’échantillons : bière/BB (50/50) (cercle) et B

Oligoextraction sur le mOS4 couplée en ligne avec la nanoLC. 

Il est visible que l’injection dir

forte augmentation de l’aire de pic comparée avec des injections d’OTA dans du BB

quantification. Une pente de 0,0164 a été obtenue dans le premier cas contre 0,0097 dans le sec

i.e. 1,7 fois plus faible. Des injections d’eau pure dopée ont aussi été réalisées

ont conduit à une pente 1,5 fois plus faible que dans du BB. Tout comme pour le temps de rétention, 

la composition du tampon peut avoir une 

comme rapporté dans certaines études 

l’OTA. A l’inverse, lorsque l’échantill

mOS/nanoLC-LIF, les aires de pic obtenues avec le mélange bière/BB sont similaires aux aires 

obtenues lorsque l’OTA est contenue dans du BB pur. 

significativement différentes (t-test, p = 0,12 > 0,05) 

des intervalles de confiance à 95% délimités par les hyperboles de confiance à 95% de

de données en Figure 80-B. Le rendement

entre 90% et 99% dans ces deux types de matrices. 

d’extraction obtenus précédemment (

tampon BB pur dopé avec l’OTA mettant ainsi en évidence le fait que la matrice n’a aucun effet sur 

l’affinité de l’aptamère vis-à-vis de

– Développement d’un oligoadsorbant miniaturisé (mOS) 

En outre, en comparant les chromatogrammes correspondant aux échantillons de BB pur et 

, il est notable que la matrice affecte aussi l’aire du pic lorsque les 

échantillons sont injectés directement sur la colonne analytique. Pour étudier ce point, les courbes 

correspondant aux aires de pics obtenus en fonction de la quantité d’OTA sont rassemblé

Aire de pics de l’OTA obtenus par une détection LIF en fonction de la quantité d’OTA injectée dans deux types 
: bière/BB (50/50) (cercle) et BB pur (triangle). (A) Injection directe sur la colonne analytique. (B) 

couplée en ligne avec la nanoLC. Lignes en pointillés : hyperboles de confiance avec un risque de 
première espèce α de 5%. 

Il est visible que l’injection directe de bière/BB dopé avec de l’OTA sur la colonne cause une 

forte augmentation de l’aire de pic comparée avec des injections d’OTA dans du BB

. Une pente de 0,0164 a été obtenue dans le premier cas contre 0,0097 dans le sec

Des injections d’eau pure dopée ont aussi été réalisées 

une pente 1,5 fois plus faible que dans du BB. Tout comme pour le temps de rétention, 

peut avoir une forte influence sur les propriétés de fluorescence de l’OTA 

comme rapporté dans certaines études [357, 377]. Ceci peut interférer avec la quantification de 

l’OTA. A l’inverse, lorsque l’échantillon est purifié en injectant ces mêmes solutions sur le système 

LIF, les aires de pic obtenues avec le mélange bière/BB sont similaires aux aires 

t contenue dans du BB pur. Les pentes des deux courbes ne sont pas 

test, p = 0,12 > 0,05) ce qui est mis en évidence

des intervalles de confiance à 95% délimités par les hyperboles de confiance à 95% de

B. Le rendement d’extraction peut ainsi être estimé comme étant compris 

entre 90% et 99% dans ces deux types de matrices. Ceci est cohérent avec les rendements 

tenus précédemment (Figure 75-B) avec un lavage avec 6,0 µL pour un échantillon de 

tampon BB pur dopé avec l’OTA mettant ainsi en évidence le fait que la matrice n’a aucun effet sur 

is de sa cible. 
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En outre, en comparant les chromatogrammes correspondant aux échantillons de BB pur et 

est notable que la matrice affecte aussi l’aire du pic lorsque les 

sur la colonne analytique. Pour étudier ce point, les courbes 

correspondant aux aires de pics obtenus en fonction de la quantité d’OTA sont rassemblées en Figure 

 
Aire de pics de l’OTA obtenus par une détection LIF en fonction de la quantité d’OTA injectée dans deux types 

B pur (triangle). (A) Injection directe sur la colonne analytique. (B) 
: hyperboles de confiance avec un risque de 

ecte de bière/BB dopé avec de l’OTA sur la colonne cause une 

forte augmentation de l’aire de pic comparée avec des injections d’OTA dans du BB faussant ainsi sa 

. Une pente de 0,0164 a été obtenue dans le premier cas contre 0,0097 dans le second, 

 (non montrée ici) et 

une pente 1,5 fois plus faible que dans du BB. Tout comme pour le temps de rétention, 

nfluence sur les propriétés de fluorescence de l’OTA 

nterférer avec la quantification de 

on est purifié en injectant ces mêmes solutions sur le système 

LIF, les aires de pic obtenues avec le mélange bière/BB sont similaires aux aires 

Les pentes des deux courbes ne sont pas 

qui est mis en évidence par la superposition 

des intervalles de confiance à 95% délimités par les hyperboles de confiance à 95% des deux groupes 

d’extraction peut ainsi être estimé comme étant compris 

Ceci est cohérent avec les rendements 

avec un lavage avec 6,0 µL pour un échantillon de 

tampon BB pur dopé avec l’OTA mettant ainsi en évidence le fait que la matrice n’a aucun effet sur 
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6 Régénération et réutilisation 

La stabilité des supports s’est avérée bonne comme en témoigne les C.V. des mesures 

reportées dans ce chapitre. Comme évoqué, contrairement aux mIS, la régénération des supports a 

pu être réalisée rapidement en percolant à chaque fois 2 µL de tampon BB au travers des mOS 

pendant 10 min. L’ensemble des injections a été réalisé tant que possible sans déconnecter le mOS 

considéré du montage. Les mOS1, mOS2 et mOS3 ont néanmoins été débranchés, scellés puis 

conservés dans du tampon BB à 4°C une fois avant d’être rebranchés au montage. Aucune perte de 

rétention n’a alors été observée par rapport à des injections réalisées avant de déconnecter le mOS. 

Au final, en comptant les percolations de tampon non dopé (servant de blanc), plus de 30 injections 

ont pu être réalisées sur le mOS1, 15 sur les mOS2 et mOS3 et plus de 50 préconcentrations sur le 

mOS4 sans qu’aucune perte de rétention de l’OTA ne soit observée. Même après 7 préconcentrations 

d’échantillons du mélange bière/BB dopé avec l’OTA, les percolations dans du BB pur réalisées après 

l’ensemble de ces injections présente une pente avec un rendement d’extraction similaire à celui 

déjà obtenu en début d’utilisation. Tous ces éléments prouvent que les outils développés dans ce 

projet de thèse s’avèrent stable dans les conditions d’utilisation que nous avons utilisé (échantillon 

pur et échantillon de bière) et peuvent être réutilisés un grand nombre de fois.  

7 Conclusions 

En conclusion de ce chapitre, nous avons développé un support miniaturisé sélectif basé sur 

l’immobilisation covalente d’un aptamère. Nous avons démontré que le monolithe hybride 

organique-inorganique synthétisé en capillaire au chapitre 2 pouvait être utilisé pour immobiliser un 

aptamère spécifique d’une petite molécule, l’ochratoxine A, de manière à développer un 

oligoadsorbant miniaturisé couplé à la nanoLC. La répétabilité de la préparation des supports a été 

mise en évidence. L’extraction sélective de l’OTA a été menée ensuite avec succès. La procédure 

d’extraction développée dans des milieux purs a permis d’obtenir des rendements d’extraction 

répétables et élevés. De plus, le taux de greffage s’est avéré très élevé permettant d’atteindre une 

densité volumétrique d’aptamère très élevée au sein du capillaire. La capacité n’a pas pu être 

atteinte et s’avère donc très élevée. Cette capacité élevée permet d’envisager à l’avenir de diminuer 

la longueur des mOS pour améliorer le couplage et donc augmenter la sensibilité. Ces systèmes 

miniaturisés ont ensuite été appliqués à l’extraction de l’OTA à partir d’échantillons complexes de 

bière témoignant de l’apport en sélectivité du support.  

Cette approche pourrait maintenant être facilement adaptée au développement de mOS 

spécifiques d’autres molécules en changeant juste l’aptamère greffé et le type de détection. D’autre 

part, maintenant que des outils hautement sélectifs ont pu être mis en place pour des petites 
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molécules, il pourrait tout à fait être envisagé d’appliquer ces outils miniaturisés à l’extraction de 

proteines. Cette application implique un couplage avec la spectrométrie de masse et surtout le 

développement de microréacteurs permettant la digestion des protéines en peptides en amont de 

l’analyse et nécessite l’immobilisation d’autres biomolécules d’intérêt analytique : les enzymes. Cette 

application a fait l’objet du chapitre 5. 
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1 Introduction 

Dans les chapitres précédents, une caractérisation complète d’outils sélectifs bioanalytiques 

basés sur le greffage d’anticorps ou d’aptamères a été réalisée. Il a été montré que ces outils 

pouvaient être appliqués à l’extraction sélective de molécules de faibles poids moléculaires et 

couplés en ligne à la nanoLC et à une détection simple par absorbance UV ou par fluorescence. 

L’objet de ce dernier chapitre est maintenant de transposer les outils miniaturisés développés dans 

les chapitres précédents à l’extraction sélective et à l’analyse totale en ligne de protéines.  

La plupart des biomarqueurs sont sécrétés dans le plasma à de très faibles concentrations 

[378]. Du fait de la complexité de tels échantillons, l’analyse d’une protéine ciblée dans des 

échantillons biologiques nécessite généralement une étape d’extraction sélective de la protéine 

avant de pouvoir procéder à son analyse proprement dite. Il existe ensuite deux stratégies pour 

l’analyse des protéines : du haut vers le bas (top-down) et du bas vers le haut (bottom-up) [379]. 

Dans l’approche top-down, un mélange protéique est séparé en plusieurs fractions contenant une ou 

plusieurs protéines et chaque fraction est analysée séparément par spectrométrie de masse. 

Toutefois, les protéines étant identifiées par leur masse moléculaire, cette approche nécessite des 

spectromètres de masse hautement résolutifs. L’approche bottom-up, quant à elle, consiste à 

réaliser une étape de digestion des protéines avant analyse. Cette étape permet de cliver les 

protéines (isolées ou en mélange) au moyen d’une enzyme protéolytique pour produire des 

fragments peptidiques qui peuvent ensuite être analysés par LC-MS² en utilisant des spectromètres 

de masse moins résolutifs. L’attribution de chaque peptide détecté peut être réalisée par 

comparaison des masses expérimentales aux masses théoriques des peptides générés in silico par les 

banques de données informatiques. Cette technique permet ainsi l’identification des peptides qui 

sont attribués à chaque protéine digérée.  

Dans les études protéomiques, la trypsine est l’enzyme protéolytique de loin la plus utilisée 

pour les digestions enzymatiques. Elle a un pH optimal d’activité compris entre 7,5 et 8,5 en présence 

de sels (tampons salins). Il s’agit d’une protéase de poids moléculaire de 23 kDa qui clive 

spécifiquement à l’extrémité C-terminal des résidus lysine et arginine [380]. Deux autres enzymes, la 

chymotrypsine et la pepsine sont aussi utilisées, mais moins fréquemment, principalement du fait de 

leur spécificité plus faible [380]. La pepsine, protéase de 34,5 kDa synthétisée dans l’estomac, est 

active à pH acide (pH 1-3). Bien que moins spécifique que la trypsine, elle coupe préférentiellement 

les liaisons peptidiques dans lesquelles sont engagés des acides aminés aromatiques phénylalanine, 

tyrosine, tryptophane et leucine [381]. Les ruptures sont d’ailleurs plus spécifiques à pH 1,3 au 

niveau des résidus phénylalanine et leucine. Cette spécificité est plus faible pour des pH supérieurs à 

2. Comme déjà mentionné au chapitre 1, l’analyse de protéines est très généralement réalisée via 

cette approche dite bottom-up avec une étape de digestion en solution. Cette digestion en solution 

peut durer en général 16h voire plus. Cette étape très chronophage et non automatisée rend de ce 
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fait l’analyse fastidieuse. De plus, les enzymes de digestion utilisées (i.e. trypsine, pepsine, 

chymotrypsine) peuvent subir un phénomène d’autolyse qui peut produire des peptides pouvant 

interférer lors de l’analyse et la détection des peptides d’intérêt issus de la digestion de la protéine 

cible [380]. De manière à contourner ce problème, l’immobilisation des enzymes a été envisagée 

dans de nombreuses études [203, 282, 380, 382]. Cette immobilisation présente de nombreux 

avantages tels que l’absence d’autolyse, une réutilisation possible des supports et enfin une 

cinétique de digestion bien plus élevée [380].  

L’immobilisation d’enzymes a jusqu’à maintenant été principalement envisagée, tout comme 

pour les autres biomolécules, sur monolithe organique et notamment sur des monolithes à base de 

GMA dans des formats conventionnels (disques, précolonnes) ou des capillaires (< 100 µm d.i.) [203, 

282, 382]. Peu d’études référencent l’immobilisation d’enzymes protéolytiques sur des monolithes à 

base de silice [203, 282, 382]. Cette immobilisation a pour le moment été considérée principalement 

via des approches par encapsulation [258]. Des études ont tout de même fait référence au greffage 

d’enzymes sur des monolithes à base de silice, notamment des monolithes hybrides. L’étude de Ma 

et al déjà évoquée au cours du chapitre 2 décrit le greffage de trypsine sur un monolithe hybride 

organique-inorganique à base de TEOS et d’APTES en capillaire de 100 µm de diamètre interne. Les 

auteurs y ont démontré le succès du greffage par digestion de myoglobine suivie par une analyse par 

µLC-MS en différé [269]. Des recouvrements de séquence supérieurs à 90 % ont ainsi été mesurés 

par comparaison avec les bases de données pour une durée de digestion réduite à seulement 30 

secondes sur le microréacteur contre 12 heures en solution. La quantité de trypsine greffée a de plus 

été déterminée comme étant égale à 1,3 µg sur un monolithe en capillaire de 1 cm [269]. Plus 

récemment, la même équipe a également immobilisé de la trypsine sur un monolithe hybride 

organique-inorganique à base de TEOS et d’un conjugué de l’acide iminodiacétique et de 

glycidoxypropyltriméthoxysilane [383]. Après activation au Cu2+, la trypsine a été immobilisée via 

chélation avec les ions cuivriques, cependant ce type de liaison reste plus faible qu’une liaison 

covalente et la trypsine peut être éluée du support et dans ce cas ré-immobilisée [383]. Là encore 

l’efficacité de la digestion a été caractérisée par la digestion de deux protéines modèles, la 

myoglobine et la BSA avec une analyse par LC-MS² en différé et comparaison des recouvrements de 

séquence après digestion sur microréacteur (50 sec) et en solution (12 heures). La quantité de 

trypsine greffée s’est avérée être de 1 µg/cm de capillaire via cette aproche. Ces digesteurs 

enzymatiques (IMER pour IMmobilized Enzyme Reactor) au format miniaturisé à base de monolithe 

hybride n’ont cependant pas encore été couplés avec des méthodes séparatives tout comme avec 

des outils sélectifs miniaturisés. D’autre part, que ce soit au format conventionnel ou au format 

miniaturisé, l’enzyme de loin la plus utilisée dans les études relatant l’immobilisation de telles 

biomolécules est la trypsine [203, 282, 380, 382]. 

Une étude menée au cours d’une thèse doctorale soutenue en 2009 au LSABM a montré que 

des digestions sur des supports faits d’enzymes (trypsine ou pepsine) immobilisées sur des billes de 

sépharose conditionnnées en précolonne (20 x 2 mm d.i.) pour l’analyse totale en ligne d’une 
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protéine modèle, le cytochrome C

obtenir des rendements de digestion similaires à ceux obtenus après 16h 

[86, 87, 384]. Ce support a de plus 

IS à base de particules de sépharose conditionnées 

de l’IMER. L’objectif de cette partie du projet 

d’approche en mettant à profit les outils sélectifs mini

précédents pour des molécules de faible poids moléculaire et 

d’un système comparable à celui 

Figure 81 : Schéma de principe du montage permettant l’analyse totale et miniaturisée en lig

Après injection d’un échantillon complexe (par exemple de plasma ou sérum) dans lequel la 

protéine cible est contenue, cette dernière est extraite sélectivement par un outil sélectif 

miniaturisé. Pour cette partie du projet nous avons tout d’abord choisi

spécifique d’une protéine. Une fois la protéine extraite et l’étape de lavage néc

des composés interférents de la matrice réalisée, l’interaction spécifique liant les anticorps à leur 

cible doit être rompue et la protéine transférée vers 

être réalisé de manière à procéder à la digestion en peptides de cette protéine dans l’IMER. De plus, 

les conditions d’élution de la protéine cible 

digestion de l’enzyme immobilisée

menée par A.Cingöz au LSABM a montré que 

protéine cible pouvaient être rompue

optimales pour une digestion à la pepsine, enzyme protéolytique dont l’activité est maximale à pH 

2,0. Enfin, après digestion dans l’IMER, les peptides i

précolonne de piégeage permettant de refocaliser les peptides et éventuellement de d

l’échantillon avant de basculer la 

analytique et le spectromètre de masse au moyen de la phase mobile.
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, le cytochrome C (CYC), pouvaient être réalisées en seulement 20 min de façon à 

obtenir des rendements de digestion similaires à ceux obtenus après 16h de digestion 

de plus été couplé en ligne avec une analyse par LC-

se de particules de sépharose conditionnées en précolonne spécifique du CYC placé

tte partie du projet est donc maintenant de miniaturiser ce type 

en mettant à profit les outils sélectifs miniaturisés développés dans les chapitres 

précédents pour des molécules de faible poids moléculaire et en ayant pour but le développement 

d’un système comparable à celui présenté en Figure 81.  

chéma de principe du montage permettant l’analyse totale et miniaturisée en ligne d’une protéine cible, i.e. 
objectif final de ce projet de thèse. 

Après injection d’un échantillon complexe (par exemple de plasma ou sérum) dans lequel la 

, cette dernière est extraite sélectivement par un outil sélectif 

miniaturisé. Pour cette partie du projet nous avons tout d’abord choisi, à termes, de coupler 

Une fois la protéine extraite et l’étape de lavage nécessaire à l’élimination 

des composés interférents de la matrice réalisée, l’interaction spécifique liant les anticorps à leur 

et la protéine transférée vers l’IMER. Un arrêt du débit (

rocéder à la digestion en peptides de cette protéine dans l’IMER. De plus, 

de la protéine cible sur le mIS doivent être compatibles avec les conditions de 

immobilisée sur le monolithe organique-inorganique. L’étude préalablement 

au LSABM a montré que l’interaction entre des anticorps anti

pouvaient être rompue à pH très acide, proche de 2,0 [86, 87]. Ces conditions sont 

optimales pour une digestion à la pepsine, enzyme protéolytique dont l’activité est maximale à pH 

2,0. Enfin, après digestion dans l’IMER, les peptides issus de la digestion sont transférés vers une 

précolonne de piégeage permettant de refocaliser les peptides et éventuellement de d

l’échantillon avant de basculer la quatrième nano-vanne et de transférer les peptides vers la colonne 

spectromètre de masse au moyen de la phase mobile. Le couplage entre un IMER et 
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l’analyse par LC-MS² au format conventionnel est d’ailleurs le plus souvent assuré par ce type de 

montage [385-392].  

Avant de pouvoir envisager l’intégration d’un mIS dans un tel montage, il a d’abord été 

nécessaire de développer une méthode d’analyse du cytochrome C par nanoLC-MS² grâce à une 

nouvelle source nanoESI appelée « EASY-SprayTM » (Thermo Scientific) couplée à un spectromètre de 

masse Triple Quadripôle (TSQ QuantumTM Access MAX, Thermo Scientific) en effectuant des 

digestions en solution du cytochrome C avec la pepsine ou la trypsine.  Deux peptides 

caractéristiques de chacune des digestions ont ensuite été choisis de manière à suivre l’efficacité des 

digestions en solution et sur IMER. La rétention des peptides caractéristiques sur une précolonne 

capillaire de piégeage C18 couplée à la nanoLC-MS² a été étudiée. Enfin, les deux enzymes de 

digestion, i.e. la pepsine et la trypsine, ont été immobilisées via une approche similaire à celle 

employée jusqu’à maintenant pour les anticorps et aptamères sur un monolithe hybride organique-

inorganique en capillaire. Cette étape de caractérisation des IMER est un pré-requis au couplage d’un 

mIS voire même d’un mOS spécifique d’une protéine avec la nanoLC-MS². 

2 Une protéine modèle : le cytochrome C 

Le cytochrome C a été choisi comme protéine modèle pour ce dernier chapitre. Il s’agit en 

effet d’une protéine déjà bien connue des biologistes tant au niveau de ses fonctions que de sa 

structure [393]. Il a également été largement utilisé comme protéine modèle au cours de la thèse 

doctorale d’A.Cingöz soutenue en 2009 au sein du LSABM [86, 87, 384].  

2.1 Origine et fonctions 

Le rôle principal du cytochrome C est le transport d’électrons au niveau de la membrane des 

mitochondries [393]. Sa fonction principale dans la respiration cellulaire est de transporter des 

électrons du complexe cytochrome réductase (complexe III) au complexe cytochrome oxidase 

(complexe IV) [393]. Ce transfert électronique est principalement le fait d’une transition du 

cytochrome C entre un état ferreux (fer II) et ferrique (fer III) au niveau de l’hème (i.e. le noyau 

porphyrinique contenant du fer) ce qui en fait un transporteur biologique d’électrons efficace qui 

joue un rôle vital dans les oxidations cellulaires chez les plantes et les animaux [393].  

Plus récemment, le cytochrome C a été identifié comme un médiateur important dans les 

voies apoptotiques [394] : la libération de cytochrome C mitochondrial dans le cytoplasme stimule 

l’apoptose, sa présence cytoplasmique est donc couramment utilisée comme indicateur du processus 

apoptotique [395]. Enfin, les niveaux de cytochrome C dans le sérum peuvent également être utilisés 
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comme un indicateur de la prop

cancer [396]. 

2.2 Structure et propriétés physico

Le cytochrome C de cœur de cheval

105 acides aminés, sa masse moléculaire est de 11,8 kDa et s

séquence primaire est détaillée en 

Figure 82 : Structure primaire du cytochrome C de cœur de cheval 

Sa structure globulaire a été déterminée par cristallographie aux r

représentée schématiquement en 

Figure 83 : Structure du cytochrome C mitochondrial. L’hème 
atomes de souffre (en jaune) de la protéine. Un troisième souffre, d’un résidu méthionine, est relié au fer par coordination. 

L’hème, plan, est situé près du

hydrophobes de la protéine. Outre ce cœur 
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en Figure 82.  

Structure primaire du cytochrome C de cœur de cheval [397] 

Sa structure globulaire a été déterminée par cristallographie aux rayons X 

en Figure 83.  
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l’inverse composée d’une majorité de lysines chargées positivement. Le cytochrome C est ainsi une 

protéine hautement basique et très soluble dans l’eau [393].  Le fer de la porphyrine est lié par des 

liaisons de coordination à un atome d’azote d’un résidu histidine sur un côté du plan et à un atome 

de souffre d’un résidu méthionine de l’autre côté [393]. Le diamètre du cytochrome C est de l’ordre 

de 3,4 nm autour de l’hème lié aux deux cystéines de la protéine par des liaisons covalentes. Ces 

liaisons covalentes sont une des raisons pour laquelle le cytochrome C a été choisi comme protéine 

modèle. En effet, La présence de cystéines dans la séquence d’acides aminés d’une protéine mène à 

la formation de ponts disulfures qui rigidifient considérablement la structure des protéines. La 

digestion de ces protéines est alors rendue difficile puisque les sites de coupures ne sont pas tous 

facilement accessibles. L’inacessibilité des cystéines liées à l’hème empêche ainsi la formation de 

ponts disulfures au sein de la protéine. De ce fait, le cytochrome C est une protéine facile à digérer.  

3 Développement d’un IMER à base de pepsine 

La première étape de cette partie du projet a consisté à réaliser l’immobilisation de l’enzyme 

protéolytique dont l’activité est maximale autour de pH 2,0 : la pepsine. De façon à pouvoir analyser 

les peptides issus des digestions enzymatiques sur des IMER à base de pepsine, un couplage avec la 

spectrométrie de masse a du être envisagé en utilisant une source nanoESI nouvellement acquise. La 

première étape a donc consisté à caractériser les colonnes capillaires et la source nanoESI associée et 

utilisée avec un spectromètre de masse triple quadripôle.  

3.1 Mise au point de l’analyse par nanoLC-MS/MS 

3.1.1 Présentation de la source nanoESI et du spectromètre de masse 

Avant de décrire l’optimisation de l’analyse du cytochrome C par nanoLC-MS/MS, le 

fonctionnement général de la source nanoESI et du spectromètre de masse utilisés ainsi que les 

grands paramètres à optimiser seront décrits de manière à aider à la compréhension des étapes 

suivies pour cette optimisation.  

Un spectromètre de masse se compose de trois parties : une source d’ionisation permettant 

de vaporiser et ioniser les molécules, un analyseur permettant de séparer les ions en fonction de leur 

rapport masse/charge (noté m/z dans la suite de chapitre) et un détecteur transformant les ions en 

signal électrique. Plusieurs sources d’ionisation peuvent être utilisées. Parmi celles-ci, l’ionisation par 

électronébulliseur (ElectroSpray Ionization, ESI) est un procédé d’ionisation doux, i.e. peu 

énergétique, par lequel les ions préformés en solution sont transférés en phase gazeuse. Les ions 

produits peuvent se trouver à l’état multi-chargé. La première étape est la formation de goutelettes à 
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l’extrémité de l’aiguille ESI [398]. La haute tension donne au spray la forme d’un cône (appelé cône 

de Taylor) et provoque à la surface des goutelettes la montée de particules chargées de même 

polarité. La seconde étape concerne l’élimination du solvant. Au fur et à mesure que le solvant 

s’évapore, la taille des goutelettes se réduit et la concentration des charges à leur surface augmente. 

A la limite de Rayleigh, les forces de répulsion coulombienne dépassent les forces de tension de 

surface de la goutelette qui explose alors. Cette explosion de Coulomb provoque la formation de 

gouttelettes plus petites et moins chargées. Ce processus de réduction de taille des goutelettes suivi 

de leur explosion se reproduit successivement jusqu’à ce que l’analyte chargé se retrouve totalement 

désolvaté et en phase gazeuse. 

Le couplage de la nanochromatographie liquide avec la spectrométrie de masse nécessite 

l’utilisation d’une source ESI adaptée aux faibles débits utilisés. En effet, les sources ESI classiques 

sont adaptées à des débits de phase mobile compris généralement entre 0,1 et 1 mL/min tandis que 

les débits utilisés en nanoLC sont généralement inférieurs à 500 nL/min. Outre le débit, l’ensemble 

des connectiques associé à une source ESI n’est donc pas adapté à des analyses par nanoLC du fait de 

volumes morts beaucoup trop importants pouvant causer des élargissements de pics. D’autre part, 

les sources ESI classiques sont le plus souvent placées à une distance de quelques centimètres de 

l’entrée du spectromètre de masse, potentiellement avec un angle d’inclinaison, ce qui ne se prête 

pas non plus à un transfert efficace des ions depuis l’aiguille de la source vers l’entrée du 

spectromètre de masse lorsque des débits extrêmement faibles sont appliqués. Avec une source ESI 

conventionnelle la majeure partie des analytes sont ainsi perdus lors de cette étape de formation des 

gouttelettes et de transfert vers le spectromètre de masse [399]. Ces pertes ne posent pas de 

problèmes de sensibilité avec des débits de l’ordre de la centaine de µL/min, la quantité d’ions 

parvenant à l’entrée du spectromètre de masse étant largement suffisante, mais seront beaucoup 

plus problématiques avec l’utilisation de débits 1000 fois moins élevés. Il est donc nécessaire d’avoir 

une source à la fois adaptée aux faibles débits et positionnée à proximité de l’entrée du tube de 

transfert de manière à avoir un transfert d’ions efficace à de si faibles débits. D’un point de vue 

mécanistique, l’ionisation avec une source nanoESI n’est pas juste celle une source ESI miniaturisée 

[399]. En effet, les goutelettes formées sont plus petites qu’avec une source ESI classique (de l’ordre 

d’un ordre de grandeur, 150 nm contre 1,5 µm en diamètre) ce qui permet en théorie de s’adapter à 

de plus faibles concentrations en analyte. En effet, de petites goutelettes requièrent un moins grand 

nombre de fissions et donc moins d’évaporation de solvant avant libération des ions en phase 

gazeuse. En conséquence, une part plus importante des analytes présente dans les goutelettes 

initiales est rendue disponible pour l’analyse par spectrométrie de masse [400]. De nombreux 

systèmes comprenant des sources nanoESI ont été étudiés mais des problèmes de stabilité du spray 

et de mauvaises répétabilités ont très souvent été référencés [400].  

Dans ce chapitre, un système très récent appelé EASY-SprayTM (Thermo Scientific) a été utilisé 

pour effectuer le couplage entre la nanoLC et un spectromètre de masse triple quadripôle. Ce 

système est présenté en Figure 84.  
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Figure 84 : (A) Schéma de principe d’une colonne EASY-SprayTM. (B) Photographie prise au LSABM de la source EASY-sprayTM 
sur laquelle est clipsée une colonne EASY-spray Pepmap C18 (15 cm x 75 µm d.i.) reliée à un système de vannes manuelles 

permettant de réaliser les injections. 

Il se compose d’une source consistant principalement en un support à colonne connecté au 

spectromètre de masse et permettant d’établir l’ensemble des connexions électroniques avec le 

détecteur. Une autre grande différence avec une source ESI classique, est ici que l’aiguille permettant 

la formation du spray est totalement solidaire de la colonne analytique (Figure 84-A). En effet, la 

colonne est intégrée dans un four à colonne dont la gamme de travail s’étale de 30 à 80°C. La sortie 

de la colonne est alors connectée via une connectique sans volume mort à l’aiguille nanoESI 

permettant de créer le spray. Ce dispositif doit être tout simplement clipser sur le support de la 

source connecté au spectromètre de masse. L’aiguille est alors libérée et placée directement à 

l’entrée du tube de transfert, i.e. à l’entrée du spectromètre de masse. Une fois l’étape d’ionisation 

réalisée, les ions formés pénètrent dans une interface placée en entrée du spectromètre de masse et 

composée d’un tube de transfert d’ions (chauffé), d’une lentille de focalisation (tube lens) et d’un 

skimmer. Cette interface est présentée en Figure 85. 
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Figure 85 : Schéma en coupe de l’interface de la source du spectromètre de masse TSQ VantumTM 

Les ions formés par la source ESI ou nanoESI sont attirés dans le tube de transfert à partir de 

la région atmosphérique et sont transférés vers la région composée du tube lens et du skimmer par 

un gradient de pression décroissant. La région entre le tube de transfert et le skimmer est entourée 

par le tube lens. Les ions sortant du tube de transfert chauffé se dispersent dans cette région et sont 

échantillonés par l’ouverture sur le skimmer. Le tube lens a pour rôle de restreindre l’expansion du 

flux d’ions lorsqu’il quitte le tube de transfert chauffé. Un potentiel y est appliqué dans le but de 

focaliser les ions vers l’ouverture du skimmer et d’assister la désolvatation des ions sous forme 

d’adduits en les accélérant via la pression résiduelle de gaz qui règne dans cette région (e.g. solvant, 

azote). Le potentiel appliqué sur la lentille constituant le tube lens est un des paramètres à optimiser. 

Ensuite, le skimmer agit comme un écran entre la région à haute pression du capillaire (1 Torr) et la 

région à plus basse pression des premiers quadripôles (50 mTorr). La tension skimmer offset est une 

tension additionnelle appliquée sur les éléments après le skimmer. Elle permet d’éliminer certains 

adduits qui peuvent se former lors du processus d’ionisation mais peut entrainer, si le voltage est 

trop important, une fragmentation induite dans la source des ions parents. Cette tension est 

également un paramètre à optimiser pour avoir la meilleure intensité possible de signal. Après le 

skimmer, les ions sont transmis à deux multipôles (notés Q00 et Q0 en Figure 85) dont le but 

principal est de transmettre les ions du skimmer jusqu’aux analyseurs et d’éliminer les restes d’ions 

de polarité opposées ou d’espèces neutres. 

Le triple quadripôle permet de faire de la spectrométrie de masse en tandem ou MS². Un 

schéma de principe d’un triple quadripôle est présenté en Figure 86. 
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Figure 86 : Schéma de principe d’un triple quadripôle 

Le spectromètre de masse est formé de deux analyseurs (quadripôles) en série séparés par 

une cellule de collision dans laquelle un gaz de collision inerte (argon) est introduit. Par excitation 

collisionnelle de ce gaz avec les ions, les ions sont dissociés. Classiquement, le premier quadripôle 

fonctionne comme un filtre et sélectionne un ion (m/z) d’intérêt appelé ion parent. Après 

dissociation par collision, les ions fils sont analysés par balayage sur le second analyseur permettant 

l’obtention du spectre de fragmentation. La méthode de « selected reaction monitoring » (SRM) ou « 

multiple reaction monitoring » (MRM) permet quant à elle de détecter uniquement un (des) ion(s) fils 

provenant d’un ion(s) parent(s) donné(s) et donc de suivre uniquement une (des) transitions d’un 

ion(s) parent(s) vers un (des) ions fils. Cette méthode présente une grande spécificité qui en fait une 

méthode de choix pour la quantification. 

3.1.2 Analyse d’un mélange peptidique et identification du cytochrome C 

De façon à identifier les rapports m/z correspondant aux peptides issus d’une digestion 

enzymatique, la première étape de l’optimisation d’une analyse par LC-MS consiste à infuser un 

digestat vers le spectromètre de masse sans étape de séparation en utilisant la source ESI et un 

montage en T permettant de mélanger le digestat poussé au moyen d’une seringue et d’un pousse-

seringue et l’effluent chromatographique délivré par une pompe LC. Cependant, la source nanoESI 

utilisée ne permet pas d’infuser directement une solution issue d’une digestion enzymatique vers le 

spectromètre de masse. Le spray est en effet formé directement au niveau de la sortie de colonnes 

adaptées comme il a été décrit précédemment. Un dispositif sans colonne, consistant en un capillaire 

en sortie duquel est incorporée une aiguille permettant de former un spray, est désormais disponible 

(EASY-SprayTM Transfer Lines, Themo Scientific). Toutefois, au moment des premiers essais de ce 

projet, ce système n’étant pas commercialement disponible, cette difficulté a du être contournée.  

Pour ce faire, une digestion en solution de 1 mg de cytochrome C à la pepsine a été menée 

dans un volume de 1 mL d’acide formique (pH 2,0) pendant 16 heures à 37°C avec un rapport E/S de 

1/25. Un refroidissement brusque a été effectuée au bout des 16 heures de manière à arrêter la 

digestion puis la solution a été congelée. Ces conditions de digestion ont été choisies car, en 

envisageant le couplage d’un mIS avec un IMER, le CYC retenu sélectivement par le mIS sera élué du 
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support à l’aide d’une solution à pH 2,0. Il est donc essentiel, dès l’optimisation de la méthode 

d’analyse du CYC de se placer dans les mêmes conditions de digestion. 

Le rapport qualité du constructeur de la colonne EASY-Spray Pepmap® C18 montrant un 

exemple de séparation de peptides issus d’un digestat trypsique du cytochrome C  en utilisant un 

gradient de 2 à 50 % en acétonitrile (0,1 % acide formique) en 30 min à un débit de 300 nL/min avec 

injection d’une quantité de 1 pmol de cytochrome C, il a été décidé,  en première approche, 

d’injecter le digestat pepsique de cytochrome C, au moyen d’une boucle d’injection manuelle de 250 

nL. De façon à injecter une quantité de CYC proche de 1 pmol, le digestat contenant un équivalent de 

1 mg/mL de CYC (≈ 85 nmol/mL) digéré a été dilué d’un facteur 20 dans l’eau pure. Avec une telle 

dilution un équivalent de 1,05 pmol de CYC peut être injecté sur la colonne analytique. Pour ces 

essais, le spectromètre de masse a été utilisé en mode MS et le courant ionique total (TIC) a été 

enregistré. La tension et la température du capillaire ont été fixées respectivement à 1900 V et 

200°C. Cette tension de capillaire est dans l’intervalle de travail de la source EASY-SprayTM (1400 V – 

2400 V) et est celle recommandée par le constructeur pour débuter les analyses. Le 

chromatogramme résultant de cette analyse est représenté en Figure 87. 

 
Figure 87 : Chromatogramme résultant de l’injection d’un digestat dilué de cytochrome C sur la colonne Pepmap C18 (75 µm 

d.i. x 15 cm). Injection de 1,05 pmol de CYC (inj = 250 nL). Phase mobile : eau + 0,1% Ac. Formique/acétontrile + 0,1% Ac. 
Formique. Gradient de 2% à 50% d’acétonitrile en 30 min. 

Un grand nombre de pics, correspondant aux différents peptides issus de la digestion à la 

pepsine, peuvent être observés sur ce chromatogramme. Au vu de la complexité d’un tel mélange, 
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cette séparation de peptides s’avère tout à fait satisfaisante. D’autre part, l’intensité du signal 

semble également très élevée (5,14 x 108), confirmant la réussite du couplage avec la source nanoESI 

ainsi que la stabilité du spray au cours de l’analyse. Des essais supplémentaires ont été menés de 

manière à diminuer la pente du gradient en espérant une meilleure séparation, cependant, les 

résultats obtenus ont montré que la séparation initialement obtenue sur ce chromatogramme était 

le meilleur compromis entre une bonne séparation et une durée d’analyse raisonable dans la mesure 

où l’ensemble des injections sont réalisées manuellement, ce qui limite grandement le nombre 

d’injections pouvant être réalisées chaque jour si le temps de l’analyse s’avère trop long. L’ensemble 

des peptides étant apparemment séparés en un temps inférieur à 18,9 minutes, la durée d’analyse a 

cependant été légèrement réduite. Au final, un gradient en acétonitrile (0,1% acide formique) de 2% 

à 35% en 20 minutes a été choisi. La pente du gradient est donc presque identique (i.e. environ 

+1,6% acétonitrile/min) à celle appliqué jusqu’à maintenant et n’a pas d’effet sur les temps de 

rétention finalement observés pour les différents peptides. 

De manière à s’assurer de l’efficacité de la digestion du cytochrome C dans les conditions 

choisies, tous les spectres de masse correspondant aux différents pics chromatographiques observés 

ont été retraités de manière à attribuer les ions présents à des peptides issus de la digestion du CYC.  

Pour cela, ces données ont été comparées à celles présentes dans des banques de données pour 

permettre d’identifier les peptides, leur séquence ainsi que le recouvrement de séquence de la 

protéine. De ce fait, l’ensemble des spectres (en mode MS simple) ont été retraités manuellement de 

manière à calculer les masses des peptides correspondant à chacun des pics observés sur le 

chromatogramme de la Figure 87. Certaines masses de peptides calculées ont pu être associées 

automatiquement aux peptides correspondants grâce au logiciel MASCOT 

(http://www.matrixsciences.com) utilisé en mode Peptide Mass Fingerprint. Ces masses ont 

également pu être associées manuellement à des séquences de peptides au moyen de deux logiciels 

de bioinformatique : PeptideCutter (http://web.expasy.org/peptide_cutter) et MS-Digest Prospector 

(http://prospector.ucsf.edu/).  

L’ensemble des peptides identifiés selon les rapports m/z observés et les temps de rétention 

correspondant sont reportés dans le Tableau 14.  
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Tableau 14 : Peptides identifiés après digestion en solution à la pepsine (E/S : 1/25) de 1 mg/mL de cytochrome C puis 
dilution au vingtième (250 nL injectés soit 1,05 pmol en équivalent de cytochrome C). En vert : peptides identifiés 

automatiquement par MASCOT (M). Les autres peptides ont été identifiés manuellement grâce aux logiciels PeptideCutter 
(PC) ou MS-Digest Prospector (MD) 

 
tr (min) m/z observés Charges 

Masse (Da)     
du peptide Séquences peptidiques Positions MD PC M 

        
5.9 268.5 ; 402.2 ; 803.5 3+ ; 2+ ; 1+ 802.9 GIKKKTE 85-91 - � - 

6.6 347.8 ; 463.4 ; 694.3 4+ ; 3+ ; 2+ 1387.6 AGIKKKTEREDL 84-95 � � � 

8.8 316.9 ; 474.9 ; 948.5 3+ ; 2+ ; 1+ 947.2 KGKKIFVQ 6-13 - � - 

9.1 369.2 ; 553.4 3+ ; 2+ 1104.6 MGDVEKGKKI 1-10 � - - 

9.3 373.9 ; 560.3 3+ ; 2+ 1120.3 GDVEKGKKIF 2-11 � � � 

9.4 393.8 ; 524.8 ; 786.7 4+ ; 3+ ; 2+ 1571.8 AGIKKKTEREDLIA 84-97 � � - 

10.5 340.2 ; 509.9 ; 1018.4 3+ ; 2+ ; 1+ 1018.1 GRKTGQAPGF 38-47 � � � 

10.7 384.2 ; 576.0 3+ ; 2+ 1150.3 IAYLKKATNE 96-105 � � � 

10.8 398.6 ; 531.2 ; 796 4+ ; 3+ ; 2+ 1590.8 KGGKHKTGPNLHGLF 23-37 - � - 

11.0 417.8 ; 556.8 ; 834.4 4+ ; 3+ ; 2+ 1666.0 ENPKKYIPGTKMIF 70-83 � � � 

11.2 412.8 ; 550.2 4+ ; 3+ 1647.9 FAGIKKKTEREDLI 83-96 � - - 

11.5 443.1 ; 590.8 ; 885.1 4+ ; 3+ ; 2+ 1768.9 TYTDANKNKGITWKE 48-62 - � - 

11.8 500.7 ; 667.2 4+ ; 3+ 1999.2 TYTDANKNKGITWKEET 48-64 � 
 

- 

12.7 388.3 ; 581.8 3+ ; 2+ 1162.4 GDVEKGKKIF + Acet. 2-11 � � � 

12.8 380.6 ; 507.1 ; 760.1 4+ ; 3+ ; 2+ 1518.8 ENPKKYIPGTKMI 70-82 � - - 

13.4 504.7 ; 756.6 3+ ; 2+ 1511.7 TYTDANKNKGITW 48-60 � � - 

13.6 421.4 ; 561.6 ; 841.6 4+ ; 3+ ; 2+ 1682.0 ENPKKYIPGTKMIF + 1 Ox. 70-83 � � � 

13.6 529.0 ; 704.9 ; 1056.7 4+ ; 3+ ; 2+ 2112.1 TYTDANKNKGITWKEETL 48-65 � � � 

15.7 445.7 ; 593.9 4+ ; 3+ 1779.2 LENPKKYIPGTKMIF 69-83 � � - 

15.9 573.2 ; 859.2 3+ ; 2+ 1716.9 FGRKTGQAPGFTYTDA 37-52 � � - 

16.2 486.5 ; 648.3 4+ ; 3+ 1942.3 YLENPKKYIPGTKMIF 68-83 - � - 

16.4 554.4 ; 740.1 4+ ; 3+ 2218.1 MEYLENPKKYIPGTKMIF + 1 Ox. 66-83 � - � 

16.7 518.7 ; 691.3 ; 1036.5 4+ ; 3+ ; 2+ 2071.1 MEYLENPKKYIPGTKMI + 1 Ox. 66-82 � - - 

17.3 551.6 ; 734.9 ; 1101.8 4+ ; 3+ ; 2+ 2202.6 MEYLENPKKYIPGTKMIF 66-83 � � � 
  
                       Nombre de peptides totaux reconnus par MASCOT = 10 

                          Recouvrement de séquence correspondant = 74 % 
 

MD : logiciel MS-Digest, PC : logiciel PeptideCutter, M : MASCOT  

 

L’analyse des données a permis d’identifier 61 rapports m/z correspondant à 24 peptides au 

total. MASCOT a réussi à identifier, quant à lui, au total 26 rapports m/z correspondant à 10 peptides 

spécifiques du cytochrome C avec un recouvrement de séquence de 74 %. Le rapport MASCOT 

obtenu est présenté en Annexe 9. Jusqu’à cinq coupures manquées ont été autorisées avec les 

logiciels MS-Digest Prospector et PeptideCutter. De ce fait, un plus grand nombre de peptides a pu 

être attribué manuellement. De nombreux peptides n’avaient en effet pas pu être attribués 

automatiquement en utilisant uniquement le logiciel MASCOT, ce logiciel ne recherchant, pour la 

pepsine, que des clivages au niveau de liaisons peptidiques dans lesquelles sont engagés des résidus 

phénylalanine et leucine alors que d’autres sites de coupure on pu être observés dans la littérature 

au niveau de résidus alanine, tryptophane ou tyrosine [401]. Cette différence de prise en compte des 
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sites de clivage par les différents logiciels de bioinformatique explique également les différences 

observées dans le nombre de coupure manquée calculé pour chaque peptide dans le Tableau 14 . 

Compte tenu du grand nombre de peptides reconnus, la digestion en solution dans l’acide formique 

pH 2,0 pendant 16 heures par la pepsine est efficace. 

3.1.3 Optimisation de la fragmentation de peptides cibles 

Dans ces conditions, plusieurs peptides donnant lieu à des signaux intenses sont observés. La 

thèse doctorale d’A.Cingöz [86, 87, 384], ainsi que de précédentes études [402], ont montré qu’il 

était possible de suivre des peptides caractéristiques de la digestion d’une protéine ciblée de 

manière à développer un outil de quantification utilisant la linéarité entre la quantité de protéine 

digérée et les aires de pics de ces peptides caractéristiques. Deux peptides ont ainsi été choisis de 

manière à comparer les digestions en solution ainsi que les digestions en ligne qui feront l’objet de ce 

chapitre. Ces deux peptides de séquences AGIKKKTEREDL et ENPKKYIPGTKMIF ont des temps de 

rétention respectifs de 6,6 min et 13,6 min sur le chromatogramme de la Figure 87. Les spectres de 

masse observés à ces deux temps de rétention sont présentés en Figure 88. 

 
Figure 88 : Spectres de masse des peptides 1 et 2 obtenus respectivement à tr = 6,6 min et tr  = 13,6 min.  

Les spectres de masse des deux peptides choisis contiennent des ions quadruplement, 

triplement et doublement chargés. Les ions caractéristiques du peptide 1 sont les ions de rapport 

m/z 347,7, 463,6 et 694,6 avec respectivement des charges de 4+, 3+ et 2+. Ces rapports m/z 

permettent de déterminer une masse du peptide de 1387 Da (cf. Tableau 14). De la même façon, on 

peut observer que le peptide 2 présente des rapports m/z caractéristiques de 421,4, 561,6 et 841,6. 

Ces rapports permettent d’estimer la masse du peptide à 1682 Da avec respectivement des charges 

de 4+, 3+ et 2+ (cf. Tableau 14). Sur chacun de ces spectres de masse il est visible que les ions les plus 
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intenses sont les ions de m/z 463,6 (chargé 3+) et 421,4 (chargé 4+) respectivement pour le peptide 1 

et le peptide 2. De ce fait, ces deux ions ont été choisis pour être fragmentés et ainsi analysés en 

mode MS². Les fragmentations ont principalement lieu au niveau des fonctions amide du squelette 

peptidique mais elles peuvent aussi avoir lieu de part et d’autre de cette liaison. Une première 

nomenclature des fragmentations peptidiques a été introduite en 1984 par P. Roepstorff et J. 

Fohlman [403] puis complétée et simplifiée par K. Biemann [404] quelques années plus tard. Elle est 

représentée en Figure 89. 

 
Figure 89 : Nomenclature des fragmentations peptidiques 

La fragmentation à basse énergie donne lieu à deux types d’ions : les ions a, b et c pour 

lesquels la charge positive est portée par l’extrémité N-terminale et les ions x, y et z pour lesquels la 

charge positive est portée par l’extrémité C-terminale. De manière générale, la majorité des 

fragments sont de type b et y.  

Il est indispensable d’optimiser pour chaque ion la tension de la lentille (Tube Lens Offset) qui 

permet le transfert des ions du tube de transfert vers l’optique ionique puis l’analyseur. Cette 

optimisation a été menée automatiquement par le spectromètre de masse. Ensuite, l’énergie de 

collision dans le deuxième quadripôle doit également être optimisée de manière à sélectionner les 

ions fils présentant la meilleure intensité. Cependant, la source nanoESI utilisée ne permet pas 

d’infuser directement une solution issue de digestion enzymatique vers le spectromètre de masse 

comme déjà mentionné. Pour optimiser ces paramètres, le digestat dilué de cytochrome C a été 

infusé au moyen d’une source classique HESI (Heated ElectroSpray Ionization). Pour ce faire, le débit 

du pousse-seringue a été fixé à 15 µL/min et cette solution a été mélangée à l’aide d’un T à l’effluent 

chromatographique qui consistant ici en un mélange eau/acétonitrile (+ 0,1% AF) 50/50 délivré à un 

débit de 0,250 mL/min. La température du capillaire a été fixée à 350 °C et sa tension à 3000 V. Le 

skimmer offset a lui été fixé à 20 V. Dans ces conditions, le spectre de masse observé est représenté 

en Figure 90-A.  
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Figure 90 : (A) Spectre de masse obtenu après infusion du digestat dilué avec une source HESI et en µLC. (B) Spectres de 

fragmentation des ions précurseurs 463,6 et 421,4 avec une énergie de collision fixée à 20 V dans le deuxième quadripôle. 

Spectre MS 
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L’ensemble des ions déjà observés lors de l’analyse par nanoLC-MS sont bien retrouvés (cf. 

Tableau 14) et notamment ceux présents sur les spectres de masse observés aux temps de rétention 

des deux peptides caractéristiques (cf. Figure 88 et Figure 90-A). Les ions de rapports m/z 463,6 et 

421,4 ont donc été fragmentés de manière à identifier les ions fils les plus intenses et à optimiser 

l’énergie de collision. Les Figure 90-B et C présentent les spectres de fragmentation des ions de 

rapport m/z respectivement 463,6 et 421,4 avec une énergie de collision de 20 V. Les fragments y 

sont annotés selon la nomenclature de Roepstoff et Fohlman. L’optimisation de l’énergie de collision 

de l’ensemble des fragments a permis de sélectionner deux transitions parmis les plus intenses pour 

chacun des deux peptides caractéristiques. Les ions fils sélectionnés, leur séquence ainsi que les 

énergies de collision associées sont reportées dans le Tableau 15. 

Tableau 15 : Transitions choisies pour les deux peptides cibles, séquence des fragments associés et énergies de 
collision permettant d’avoir un signal optimal. 

Peptides 
Ions parents 

(m/z) 
Tube Lens 

offset (V) 
Energie de 

collision (V) 
Ions fils 
(m/z) 

Séquence 
fragment 

Séquence  
charge 

Peptide 1 
AGIKKKTEREDL 

463.3 117 
27 129.0 AG b2

+ 

16 425.3 AGIKKKTERED c11
3+ 

Peptide 2 
ENPKKYIPGTKMIF 

421.4 92 
21 135.7 Y - 

15 248.6 ENPKKY b6
3+ 

 

Pour chaque peptide, les deux ions fils les plus intenses ont été sélectionnés. L’un a été 

utilisé pour la quantification et l’autre a été sélectionné afin de permettre de confirmer 

l’identification de l’ion parent. Les ions finalement choisis pour suivre le peptide 1 (tr = 6,6 min) après 

fragmentation de l’ion parent de rapport m/z 463,3 sont les ions de rapport m/z 129,0 et 425,3. De 

manière similaire, les ions fils choisis après fragmentation de l’ion parent de rapport m/z 421,4 sont 

les ions de rapport m/z 135,7 et 248,6 pour le peptide 2 (tr = 13,6 min). 

3.1.4 Optimisation du skimmer offset 

Au cours des précédentes étapes de l’optimisation, le skimmer offset a été fixé à une valeur 

arbitraire de 20 V. De manière à optimiser ce dernier paramètre tout en utilisant la source nanoESI, 

des injections du digestat pepsique (1 mg/mL CYC, E/S = 1/25) dilué au 1/20 comme précédemment 

ont été effectuées sur la colonne Pepmap® C18 (75 µm d.i. x 15 cm) avec un gradient en acétonitrile 

de 2% à 35% en 20 minutes. L’analyse a été réalisée en mode MRM en suivant les deux transitions 

choisies pour chacun des deux peptides caractéristiques (Tableau 15). La Figure 91 représente la 

somme des aires des pics chromatographiques correspondant aux deux transitions suivies pour 

chacun des peptides tracée en fonction de la valeur du skimmer offset utilisée pour l’analyse.  
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Figure 91 : Somme des aires relatives des pics chromatographiques correspondant aux deux transitions suivies 

pour chacun des peptides en fonction de la valeur de skimmer offset utilisée pour l’analyse par nanoLC-MS² (n = 3). Aires 
relatives par rapport à la plus grande aire de pic obtenue.  

Il est visible que l’aire des pics pour une valeur de skimmer offset de 20 V, fixée 

arbitrairement, n’est pas optimale. En effet, il est visible en Figure 91 que la somme des aires des pics 

des deux transitions suivies pour le peptide 1 passe par un maximum situé à une valeur de skimmer 

offset de 10 V. Les transitions suivies pour le peptide 2, quant à elles, voient leurs aires rester 

constantes pour un skimmer offset compris entre 0 et 10 V. Ces aires chutent cependant au-delà, 

tout comme pour les transitions du peptide 1. De ce fait, une valeur de skimmer offset de 10 V a 

finalement été choisie pour la suite de l’étude. 

3.1.5 Répétabilité des analyses 

Nous venons de voir que la digestion du CYC par la pepsine est efficace et qu’il est possible 

de caractériser l’efficacité de cette digestion par le suivi de deux peptides différents. Afin de 

déterminée la pertinence de l’outil de quantification développé basé sur ces deux peptides 

caractéristiques et surtout de façon à évaluer la répétabilité des analyses par nanoLC-MS² lors de 

déconnexions successives de la source, trois injections différentes du même digestat de 

cytochrome C à la pepsine (E/S = 1/25) ont été réalisées sur trois jours différents après déconnexion 

complète de la source EASY-SprayTM entre chaque injection. Les aires relatives des pics obtenus pour 

chacune des transitions suivies pour les deux peptides caractéristiques sont reportées en Figure 92. 

La valeur de 100% correspond à l’aire la plus grande obtenue. 
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Figure 92 : Aires relatives des pics des deux transitions des deux peptides spécifiques du cytochrome C de rapports m/z 463,4 
et 421,3 obtenus après digestion en solution à la pepsine de 25 µg/mL de cytochrome C pendant 16 h (E/S = 1/25). Injection : 

250 nL. Déconnexion de la source entre chaque injection. n = 3. 

Des coefficients de variation compris entre 16,5% et 16,9% ont été obtenus respectivement 

sur les aires des pics des peptides 1 et 2. Cette répétabilité s’avère globalement satisfaisante en 

considérant que ces injections ont été effectuées sur un même digestat en des jours différents, après 

déconnexion et reconnexion de la source nanoESI et de la colonne analytique et conservation du 

digestat au congélateur.  

3.1.6 Linéarité de la méthode de quantification développée 

A ce stade de l’étude, nous avons ensuite voulu vérifier que la réponse de l’aire des peptides 

1 et 2 était linéaire avec la quantité de cytochrome C digérée, ainsi qu’évaluer la limite de 

quantification du système et la répétabilité de l’étape de digestions en solution. Pour ce faire, 

6 digestions en solution de concentrations croissantes de cytochrome C ont été réalisées : 0,5 ; 1,0 ; 

5,0 ; 10 ; 25 et 50 µg/mL. Pour chacune des concentrations, trois digestions en solution 

indépendantes ont été réalisées avec la pepsine avec un rapport E/S de 1/25. Ces digestions ont été 

réalisées pendant 16 heures à 37°C dans un volume total d’acide formique (pH 2,0) de 1 mL. Chaque 

digestat a ensuite été injecté directement via la boucle d’injection manuelle de 250 nL et analysée 

par nanoLC-MS/MS en mode MRM. L’aire des pics de chacune des transitions suivies pour les 

peptides est tracée en fonction de la quantité de cytochrome C digérée et présentée en Figure 93.  
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Figure 93 : Aires des pics correspondant aux deux transitions sélectionnées pour chacun des deux peptides spécifiques du 

cytochrome C de rapports m/z 463,4 et 421,3 obtenus après digestion en solution à la pepsine de quantités croissantes de 
cytochrome C pendant 16 h (E/S = 1/25). n = 3 digestions 

Il est tout d’abord visible que la répétabilité des aires de pics pour chaque digestion s’avère 

bonne. En effet, les C.V. calculés sur chaque concentration sont compris entre 5,4% et 19,2% pour les 

deux transitions du peptide 1 et sont compris entre 3,1% et 22,0% pour les deux transitions du 

peptide 2. Considérant que l’erreur sur chaque point résulte des incertitudes de mesure inhérente au 

spectromètre de masse et à la nouvelle source nanoESI (évaluée à environ 16,5% précédemment) 

ainsi qu’à la variabilité des digestions conduites indépendamment les unes des autres, ces 

coefficients de variation se sont avérés très satisfaisants. Ensuite, il est visible que la réponse des 

deux peptides est linéaire avec la quantité de cytochrome C digérée et analysée par nanoLC-MS². En 

effet, des coefficients R de 0,9988 peuvent être observés par régression linéaire sur les pics des deux 

transitions suivies pour le peptide 1 et des coefficients R de 0,9971 sont quant à eux calculés pour les 

transitions du peptide 2 confirmant une bonne linéarité de la digestion des deux peptides avec la 

quantité de cytochrome C digérée. Les aires des pics chromatographiques des transitions suivies pour 

les deux peptides choisis sont donc bien proportionnelles à la quantité de cytochrome C digérée dans 

une gamme allant de 10,6 fmol à 1,06 pmol injectés. A l’aide de ces résultats, la hauteur des pics a 

également pu être évaluée et comparée avec la hauteur du bruit observé pour chacune des 

transitions. La limite de « quantification » du système tel qu’utilisé dans notre étude a été 

déterminée (S/N ≈ 10) comme se situant autour de 10 fmol en équivalent de cytochrome C injectée.  

3.2 Caractérisation de la précolonne de piégeage 

Le système de couplage d’un IMER avec la nanoLC-MS/MS présenté en Figure 81 implique 

l’utilisation d’une précolone de piégeage de manière à refocaliser les peptides issus de la digestion et 

ne pas exposer l’IMER à une forte quantité de solvant organique. Il est ainsi indispensable de 
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caractériser l’efficacité du piégeage des deux peptides ca

digestion enzymatique à la pepsine.

capillaire Acclaim® Pepmap100 

peptides par interaction hydrophobe.

3.2.1 Présentation du montage

De manière à optimiser le protocole

il a été envisagé d’injecter des digestats

une concentration de 25 µg/mL dans l’acide formique

montage utilisé pour cette caractérisation est présenté

Figure 94 : Schéma du montage de préconcen
précolonne de piégeage (

Ce montage est similaire à celui utilisé jusqu’à maintenant pour le couplage en ligne de mIS 

ou de mOS à la nanoLC. Le protocole consiste, après remplissage de la boucle d’injection de 

première nano-vanne (250 nL) avec 

transférer les peptides vers la précolonne (2 cm x 100 µm d.i.) grâce à la nan

solution d’acide formique pH 2,0 à 200 nL/min. Le débit ainsi que le volume effectivement percolé au 

travers de la précolonne de piégeage sont toujours contrôlés au moyen d’une seringue sans piston 

branchée en sortie de la précolonn

percolé, la deuxième nano-vanne est basculée permettant le transfert des peptides piégés, de la 

précolonne de piégeage vers la colonne analytique et le spectromètre de masse grâce à la phase 

mobile délivrée par la nano-pompe 2. 

partie 3.1.2 et est constituée d’eau et d’acétonitrile acidifiés avec 0,1% (v/v) d’acide formique. Un 

gradient de 2% à 35% en acétonitrile en 20 min est utilisé pour l’analyse tout comme précédemment.
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l’efficacité du piégeage des deux peptides caractéristiques sur cette précolonne a

à la pepsine. La précolonne de piégeage choisie consiste en 

Pepmap100 C18 (2 cm x 100 µm d.i., 5 µm, 100 Å) permettant la rétention des 

ion hydrophobe. 

Présentation du montage 

De manière à optimiser le protocole de transfert des peptides vers la précolonne de piégeage 

digestats correspondant à la digestion pepsique de CYC

25 µg/mL dans l’acide formique (pH = 2,0) avec un rapport E/S de 1/25. Le 

te caractérisation est présenté en Figure 94.  

Schéma du montage de préconcentration des peptides issus de la digestion pepsique 
précolonne de piégeage (Acclaim® Pepmap100, C18, 5 µm, 100 Å, 100 µm d.i. x 2 cm)

Ce montage est similaire à celui utilisé jusqu’à maintenant pour le couplage en ligne de mIS 

mOS à la nanoLC. Le protocole consiste, après remplissage de la boucle d’injection de 

vanne (250 nL) avec le digestat, à commuter cette première nano

transférer les peptides vers la précolonne (2 cm x 100 µm d.i.) grâce à la nano-pompe 1 délivrant une 

solution d’acide formique pH 2,0 à 200 nL/min. Le débit ainsi que le volume effectivement percolé au 

travers de la précolonne de piégeage sont toujours contrôlés au moyen d’une seringue sans piston 

branchée en sortie de la précolonne. Dès que le volume d’acide formique (pH 2,0

vanne est basculée permettant le transfert des peptides piégés, de la 

précolonne de piégeage vers la colonne analytique et le spectromètre de masse grâce à la phase 

pompe 2. La phase mobile utilisée est identique à celle déjà décrite en 

et est constituée d’eau et d’acétonitrile acidifiés avec 0,1% (v/v) d’acide formique. Un 

onitrile en 20 min est utilisé pour l’analyse tout comme précédemment.
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Ce montage est similaire à celui utilisé jusqu’à maintenant pour le couplage en ligne de mIS 

mOS à la nanoLC. Le protocole consiste, après remplissage de la boucle d’injection de la 

première nano-vanne pour 

pompe 1 délivrant une 

solution d’acide formique pH 2,0 à 200 nL/min. Le débit ainsi que le volume effectivement percolé au 

travers de la précolonne de piégeage sont toujours contrôlés au moyen d’une seringue sans piston 

pH 2,0) souhaité a été 

vanne est basculée permettant le transfert des peptides piégés, de la 

précolonne de piégeage vers la colonne analytique et le spectromètre de masse grâce à la phase 

La phase mobile utilisée est identique à celle déjà décrite en 

et est constituée d’eau et d’acétonitrile acidifiés avec 0,1% (v/v) d’acide formique. Un 

onitrile en 20 min est utilisé pour l’analyse tout comme précédemment. 
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3.2.2 Optimisation d’un protocole de piégeage des peptides 

Nous avons dans un premier temps voulu caractériser la rétention des deux peptides 

caractéristiques sur la précolonne de piégeage en faisant varier le volume de transfert, i.e. le volume 

d’acide formique (pH 2,0) délivré par la nano-pompe 1 après basculement de la première nano-

vanne. Il a été décidé ici de ne pas utiliser la notion de volume de lavage contrairement aux chapitres 

précédents car le volume des connectiques reliant la précolonne de piégeage à la deuxième nano-

vanne ne sont pas connus précisément. Certaines connectiques, dont les dimensions et donc les 

volumes morts ne sont pas connus, sont en effet solidaires de la précolonne de piégeage. L’évolution 

des aires des pics de chacune des deux transitions suivies correspondant aux deux peptides ciblés en 

fonction du volume de transfert appliqué est représentée en Figure 95. 

 

 
Figure 95 : Aires des pics des deux peptides spécifiques du cytochrome C de rapports m/z 463,4 et 421,3 obtenus après 
digestion en solution à la pepsine de 25 µg de cytochrome C pendant 16 h (E/S = 1/25) et injection puis transfert vers la 

précolonne de piégeage en fonction du volume de transfert utilisé. 
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Il est visible que les deux peptides sont intégralement transférés vers la précolonne après 

transfert avec un volume de 600 nL. En effet, l’aire des pics pour chacune des deux transitions 

caractéristiques des peptides augmentent jusqu’à atteindre un plateau au-delà de cette valeur. Après 

600 nL commence réellement l’étape de lavage du support greffé C18. Il peut être constaté que les 

peptides restent bien piégés sur la précolonne de piégeage après un volume de tranfert de 4,0 µL 

correspondant donc à un volume lavage pouvant être estimé à environ 3,4 µL correspondant à 31 

fois le volume interstitiel de la précolonne en supposant une porosité de 0,7. Considérant que les 

connectiques reliant la première nano-vanne à la seconde ont un volume connu d’environ 70 nL, le 

capillaire reliant la nano-vanne à l’entrée de la précolonne a, lui, un volume qui peut être estimé 

comme étant inférieur à 530 nL. Ce volume est le même en sortie de la précolonne. De manière à 

être certain que la totalité de la matrice initiale soit poussée hors de la précolonne et de ses 

connectiques il est donc nécessaire de pousser l’échantillon avec environ 1,1 µL d’acide formique (pH 

2,0) au minimum.  

Enfin, il est à noter que ce montage, impliquant un piégeage des peptides dans une 

précolonne, entraîne un décalage du temps de rétention des pics comme déjà observés dans les 

chapitres précédents avec les mIS ou mOS. Des exemples de chromatogrammes obtenues pour les 

deux premières transitions suivies pour les peptides 1 et 2 après injection directe d’un digestat de 

cytochrome C en nanoLC-MS² et après préconcentration préalable sur la précolonne de piégeage 

sont présentés en Figure 96. Les temps de rétention moyens des peptides 1 et 2 passent 

respectivement de 6,6 min et 13,6 min avec des injections en solutions à 9,92 ± 0,15 min (C.V. = 

1,5%) et 15,95 ± 0,14 min (C.V. = 0,9%) soit un retard de 3,32 et 2,35 min respectivement. 

Cependant, malgré ce retard, aucun élargissement de pic n’a été constaté. Enfin, le rendement de 

piégeage s’avère élevé. En effet, une aire de pics moyenne de 7,12 ± 0,37 x 107 (n = 3, C.V. = 5,2%) a 

été obtenue pour la transition 1 du peptide 1 après un lavage avec 3,4 µL contre 6,22 ± 0,34 x 107 (n 

= 3, C.V. = 5,4%) avec une injection directe de la même solution (25 µg/mL CYC digérée) directement 

sur la colonne analytique. Ceci correspond à un taux de piégeage de 114%, dans la marge d’erreur de 

16 à 17% pouvant être associée à l’analyse par nanoLC-MS² (partie 3.1.5). De la même façon, le pic 

de la première transition du peptide 2 présente une aire moyenne de 3,33 ± 0,53 x 107 (n = 3, C.V. = 

15,9%) sur la précolonne de piégeage avec un lavage avec 3,4 µL contre 3,17 ± 0,10 x 107 (n = 3, C.V. 

= 3,1%) en injection directe. Ces deux valeurs ne sont pas significativement différentes, la première 

représente 105% de la seconde. Les digestions qui seront menées en ligne peuvent donc être 

comparées directement aux injections directes en nanoLC des mêmes quantités de CYC. 
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Figure 96 : Exemple de chromatogrammes obtenus après injection d’un digestat de cytochrome C pour les transitions 1 des 
deux peptides caractéristiques. Digestion en solution à la pepsine de 25 µg de cytochrome C pendant 16 h (E/S = 1/25). A) 
Injection directe en nanoLC-MS². B) Injection puis transfert vers la précolonne de piégeage avec un volume de transfert de 

4,0 µL. Volume d’injection : 250 nL. 

3.3 Immobilisation de pepsine 

Au vu du succès de l’immobilisation des aptamères sur des monolithes en capillaire de 

perméabilité proche de 6,15 x 10-14 m² synthétisé à une température de 22°C, des synthèses de 

monolithes similaires ont à nouveau été réalisées pour envisager cette fois le greffage d’enzymes. 

Pour cela, sept capillaires de perméabilité moyenne 6,28 ± 0,64 x 10-14 m² (C.V. = 10,2%) ont été 

préparés.  



Chapitre 5 – Développement de microréacteurs enzymatiques pour l’analyse de protéines

 232 

L’immobilisation de pepsine a jusqu’à maintenant été beaucoup moins largement 

celle de la trypsine du fait de sa moins grande spécificité de clivage 

ainsi être pris comme référence concernant ce greffage sur un support à base de silice activé au 

glutaraldéhyde. Un protocole, mis en place par Ma 

monolithe organique-inorganique à base de TEOS et d’APTES en capi

du développement d’un IMER de trypsine

consiste, après activation au glutaraldéhyde, à percoler pendant 24h une solution de trypsine à 

2 mg/mL dans du tampon phosphate (100 mM) pH 8,0, contenant également 5 mg/mL de NaCNBH

et 50 mM de benzamidine. Le cyanoborohydrure de sodium permet de réduire l’imine formée par 

réaction des fonctions aldéhyde du support 

benzamidine est un inhibiteur de l’activité de la trypsine permettant d’éviter son autol

du greffage. De manière à réaliser un IMER à base de pepsine, deux protocoles similaires à celui 

développé par Ma et al ont donc été testés. Jusqu’à maintenant, le greffage des anticorps ou des 

aptamères a été réalisée via une étape de réducti

biomolécules considérées. De ce fait, le seul changement appliqué a été dans un cas de percoler une 

solution de pepsine contenant le réducteur

cas de percoler une solution de pepsine ne contenant pas ce réducteur et de faire suivre cette étape 

de la percolation d’une solution du réducteur avant de procéder aux étapes de rinçage. D’autre part, 

si la benzamidine permet d’inhiber l’activité de la trypsine, i

De façon à inhiber l’activité de la pepsine, une autre voie consiste à modifier le pH de la solution.

effet, si l’activité de la pepsine est maximale à pH 2,0, cette activité décroît rapidement et est 

pratiquement nulle au-delà d’un pH de 5,5

7,0-7,5 la pepsine est stable et qu’un simple retour à un pH plus faible de 2,0 permet de recouvrir 

une pleine activité de l’enzyme, un pH supérieur à 7,5 inactive de façon irréversible l’a

pepsine [405] ce qui ne permettra pas d’envisager son utilisation une fois greffée. De ce fait, une 

solution de pepsine à pH 5,5 a été utilisée 

pepsine sur monolithe est schématisé en 

Figure 97 : Principe général du greffage d’enzymes sur le monolithe organique
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L’immobilisation de pepsine a jusqu’à maintenant été beaucoup moins largement 

ine du fait de sa moins grande spécificité de clivage [380]. Peu de protocoles peuvent 

ainsi être pris comme référence concernant ce greffage sur un support à base de silice activé au 

de. Un protocole, mis en place par Ma et al a permis l’immobilisation de trypsine sur un 

inorganique à base de TEOS et d’APTES en capillaire (100 µm d.i.) dans le ca

du développement d’un IMER de trypsine comme mentionné précédemment

consiste, après activation au glutaraldéhyde, à percoler pendant 24h une solution de trypsine à 

mg/mL dans du tampon phosphate (100 mM) pH 8,0, contenant également 5 mg/mL de NaCNBH

idine. Le cyanoborohydrure de sodium permet de réduire l’imine formée par 

fonctions aldéhyde du support avec les fonctions amine des enzymes tandis que la 

benzamidine est un inhibiteur de l’activité de la trypsine permettant d’éviter son autol

du greffage. De manière à réaliser un IMER à base de pepsine, deux protocoles similaires à celui 

ont donc été testés. Jusqu’à maintenant, le greffage des anticorps ou des 

une étape de réduction des imines ultérieure à la percolation des 

biomolécules considérées. De ce fait, le seul changement appliqué a été dans un cas de percoler une 

solution de pepsine contenant le réducteur (NaCNBH3) de manière similaire à Ma 

rcoler une solution de pepsine ne contenant pas ce réducteur et de faire suivre cette étape 

de la percolation d’une solution du réducteur avant de procéder aux étapes de rinçage. D’autre part, 

si la benzamidine permet d’inhiber l’activité de la trypsine, il n’en est pas de même pour la pepsine. 

De façon à inhiber l’activité de la pepsine, une autre voie consiste à modifier le pH de la solution.

effet, si l’activité de la pepsine est maximale à pH 2,0, cette activité décroît rapidement et est 

delà d’un pH de 5,5 [405]. Toutefois, si dans une gamme de pH allant de 5,5 à 

7,5 la pepsine est stable et qu’un simple retour à un pH plus faible de 2,0 permet de recouvrir 

une pleine activité de l’enzyme, un pH supérieur à 7,5 inactive de façon irréversible l’a

ce qui ne permettra pas d’envisager son utilisation une fois greffée. De ce fait, une 

solution de pepsine à pH 5,5 a été utilisée pour le greffage. Le principe général de greffage de la 

pepsine sur monolithe est schématisé en Figure 97. 

Principe général du greffage d’enzymes sur le monolithe organique-inorganique synthétisé en capillaire.
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L’immobilisation de pepsine a été réalisée par activation de la surface des pores du 

monolithe au glutaraldéhyde (10 % w/w dans tampon phosphate 100 mM pH 8,0) pendant 16 heures 

puis percolation de 60 µL d’une solution de pepsine à 2 mg/mL dans du tampon phosphate (100 mM) 

pH 5,5 (i.e. 120 µg de pepsine). Cette étape est suivie d’un premier rinçage avec un tampon 

phosphate (100 mM) pH 5,5. L’agent réducteur (NaCNBH3) permettant de stabiliser la liaison 

covalente au monolithe a été introduit dans le protocole de deux manières comme évoqué 

précédemment. Les IMER n°1, 2, 3 et 4 ont été synthétisés en introduisant cet agent directement dès 

la percolation de la solution d’enzymes à travers les monolithes en capillaire activés tandis que les 

IMER n°5, 6 et 7 ont été synthétisés en percolant une solution de tampon phosphate (100 mM) pH 

5,5 contenant cet agent après percolation de la solution d’enzymes et du premier rinçage au tampon 

phosphate. L’ensemble de ces étapes sont ensuite suivies d’une deuxième phase de rinçage avec un 

tampon Tris-HCl 100 mM (pH 4,5) permettant d’inactiver les groupements aldéhyde n’ayant pas réagi 

et d’un deuxième rinçage au tampon phosphate. Les IMER sont alors conservés dans ce dernier 

tampon à 4°C avant utilisation. Ne connaissant pas encore l’efficacité du greffage des enzymes tout 

comme l’efficacité de digestion sur de tels supports, une longueur de 10 cm a été conservée pour 

chaque IMER (100 µm d.i.) 

3.4 Caractérisation des IMER de pepsine 

3.4.1 Détermination du taux de greffage 

Avant de coupler les IMER avec la nanoLC-MS², la quantité de pepsine greffée a été mesurée 

de manière à s’assurer du succès du greffage via les deux protocoles appliqués. 

3.4.1.1 Rappel du principe 

Le taux de greffage de la pepsine sur les IMER n°1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7 a été dans chaque cas 

déterminé indirectement en utilisant une méthode de dosage au BCA comme déjà décrit pour les 

anticorps (cf. Annexe 5). Pour rappel, les protéines ont la propriété de réduire l’ion Cu2+ en ion Cu+. 

La quantité d’ion Cu+ est alors proportionnelle à la quantité de protéines. La méthode de dosage est 

basée sur la spécificité de l’acide bicinchoninique pour l’ion Cu+ qui change de couleur en sa présence 

et permet, par mesure spectrophotométrique, de déterminer la concentration en protéines. Les 

enzymes étant disponibles en quantité suffisante (contrairement aux anticorps), les gammes 

d’étalonnage (standards) ont été réalisées avec la pepsine dans du tampon phosphate (100 mM, pH 

5,5). Enfin, les notices d’utilisation des kits de dosage au BCA mettant en garde sur de possibles 

interactions de cette méthode de dosage avec le réducteur utilisé, le NaCNBH3, l’effet de cette 

possible interaction a été évalué en utilisant des solutions de pepsine de concentrations croissantes 

préparées dans du tampon phosphate pH 5,5 contenant 0; 1,5 et 3 mg/mL de NaCNBH3. Les résultats 
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présentés en Annexe 5 montrent que les gammes d’étalonnage à la pepsine réalisées ne sont pas 

différentes qu’elles soient réalisées dans une solution contenant ou non du NaCNBH3. Cette méthode 

a donc pu être utilisée. 

3.4.1.2 Cas d’une immobilisation en présence de réducteur 

Les taux de greffage des IMER n°1, 2, 3 et 4 ont tout d’abord été déterminés en dosant pour 

chacun deux solutions collectées en sortie du capillaire au cours du protocole d’immobilisation de la 

pepsine : la première correspondant à un mélange de la solution d’enzymes après greffage et à la 

première phase de rinçage au tampon phosphate et la deuxième aux autres étapes de rinçage. Les 

résultats en termes de densité de biomolécules immobilisées au sein des capillaires et les conditions 

de greffage appliquées sont reportés dans le Tableau 16 et comparés avec les données déjà 

référencées dans les précédents chapitres pour les aptamère et les anticorps. 

 

Tableau 16 : Taux de greffage de la pepsine sur les IMER n°1,2,3 et 4 et comparaison avec les aptamères et anticorps. 
Comparaison des conditions de greffage et rendements de greffage. 

 
IMER mOS mIS 

Biomolécule greffée Pepsine Aptamère Anticorps 

Masse biomolécule 34.5 kDa 11.6 kDa 150 kDa 

Densité de greffage 
(nmol µL-1) 

2.46 ± 0.29 6.27 ± 0.38 0.026 

Conditions de greffage    

Lcapillaire 10 cm 10 cm 4.5 cm 

Vpercolé 60 µL 60 µL 20 µL 

C°biomolécule 58.0 µM 86.4 µM 6.7 µM 

Qtébiom. perc. 3.5 nmol 5.2 nmol 0.13 nmol 

Rendement de greffage 44.4% ± 6.5%  96.4 ± 1.6% 7.0% 

C°biomolécule= concentration en biomolécules dans la solution de greffage. Lcapillaire = longueur du capillaire, 
Qtébiom perc. = quantité totale de biomolécules percolées. Vpercolé = volume de solution de biomolécules percolé 

Un rendement moyen de 44,4% ± 6,5% (C.V. = 14,6%, n = 4) a été obtenu sur les quatre IMER 

(IMER n°1, 2, 3 et 4) synthétisés avec présence du réducteur dans la solution de greffage (et donc dès 

la percolation de la pepsine à travers un capillaire activé au glutaraldéhyde). La deuxième phase de 

rinçage s’est avérée ne pas contenir de pepsine (quantité < 1 µg sur 120 µg introduits initialement), 

ce qui montre que la première phase de rinçage au tampon phosphate est suffisante pour éliminer 

les enzymes simplement adsorbés à la surface du monolithe. La quantité moyenne de pepsine 

immobilisée dans un capillaire de 10 cm par cette méthode est donc de 66,8 µg ± 7,8 µg soit 1,94 

nmol ± 0,23 nmol. Cette valeur correspond à une densité d’immobilisation moyenne de 2,46 nmol ± 

0,29 nmol d’enzymes par µL de capillaire. Cette valeur est de l’ordre de 2,7 fois moins importante 

que la valeur rapporté pour les aptamères pour un monolithe préparé dans les mêmes conditions et 
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de l’ordre de 90 fois plus élevé que pour les anticorps sur un monolithe présentant une perméabilité 

trois fois inférieure. La pepsine présentant une masse moléculaire de 34,5 kDa ces résultats semblent 

cohérents avec le fait que la taille de la biomolécule greffée joue un rôle crucial dans la densité de 

greffage atteignable. En effet les aptamères utilisés précédemment ont, eux, une masse de l’ordre de 

11,6 kDa soit trois fois inférieure à celle de la pepsine et les anticorps quant à eux ont une masse de 

l’ordre de 150 kDa, soit 4,4 fois supérieure à celle de la pepsine. Toutefois, comme déjà évoqué dans 

le chapitre 4, une comparaison rigoureuse des densités volumétriques de biomolécules immobilisées 

dans les capillaires impliquerait d’utiliser les mêmes concentrations molaires de biomolécules dans 

les solutions de greffage, ce qui n’a pas été le cas dans cette étude (cf. Tableau 16). Ces résultats 

permettent néanmoins d’entrevoir une tendance pour comparer le greffage de la pepsine avec celui 

des aptamères, ces deux biomolécules ayant été immobilisées en percolant des volumes de solutions 

identiques à des concentrations molaires relativement proches.  

Enfin, pour l’injection de 250 nL d’une solution de cytochrome C dont la concentration se 

situe dans une gamme allant de 0,5 µg/mL à 50 µg/mL, soit environ 10,6 fmol à 1,06 pmol de CYC, la 

quantité de pepsine greffée renvoie un rapport E/S de l’ordre de 1,8 x 103 à 1,8 x 105. En considérant 

que 2 à 5% des enzymes sont encore actives à la surface du monolithe, ce qui semblait être l’ordre de 

grandeur de la quantité de biomolécules actives une fois greffées dans les précédents chapitres, les 

rapport E/S restent extrêmement élevés et compris entre 37 et 3,7 x 103 selon les concentrations en 

CYC injecté. 

3.4.1.3 Cas d’une immobilisation avec étape de réduction ultérieure 

Les taux de greffage obtenus sur les trois supports (IMER n°5, 6 et 7) préparés avec une étape 

de réduction au cyanoborohydrure de sodium ultérieure à la percolation de la pepsine à travers les 

capillaires monolithiques activés au glutaraldéhyde ont également été mesurés. 

De la même façon que précédemment, la troisième phase (rinçage) s’est avérée ne pas 

contenir de pepsine (quantité < 1 µg sur 60 µg introduits initialement). La deuxième phase de 

percolation de l’agent réducteur s’est avérée contenir entre 1,2 et 5,3 µg de pepsine pour ces trois 

IMER, montrant l’élimination d’une partie des enzymes simplement adsorbées à la surface du 

monolithe. La majorité des enzymes non greffées ont donc été récupérée lors de la première phase 

comprenant la percolation de la solution d’enzymes suivie d’un rinçage par 6,0 µL de tampon 

phosphate (100 mM), pH 5,5. 

Contrairement à l’approche précédente, le greffage des enzymes s’est avéré beaucoup moins 

répétable avec cette procédure. En effet, des rendements de greffage moyen de 24,3%, 7,3% et 

62,6% ont été obtenus respectivement sur les IMER n°5, 6 et 7. Toutefois, malgré cette faible 

répétabilité, les résultats indiquent bien que, dans les trois cas, des enzymes ont été greffées sur le 

support. Comme les quantités de CYC destinées à être injectées sur les IMER sont très faibles, même 
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l’IMER contenant la plus petite quantité de pepsine 

du CYC. En considérant une porosité de 0,8 pour le monolithe, le volume d

exemple, si une digestion est menée

pepsines greffées est active, le rapport E/S théorique serait ainsi de 1000 pour l’IMER n°6.

considérant que seules 2% des enzym

obtenus pour les aptamère et les anticorps, ce rapport reste de l’ordre de 20 ce qui est très élevé en 

comparaison du rapport de 1/25 utilisé jusqu’à maintenant avec succès pour les digestions en

solution. 

3.4.2 Présentation du montage

Les IMER préparés ont ensuite été intégrés dans un montage permettant leur couplage avec 

la nanoLC-MS². Le montage utilisé

vannes six-voies. La première nano

une première nano-pompe (nano

deuxième nano-vanne est reliée quant à elle à la sortie de cet 

piégeage caractérisée en partie 

phase mobile nécessaire à l’analyse et à la colonne analytique. 

prononcé sur l’efficacité de la digestion

de 37°C dans un four à colonne (Thermo Scientific). L’ensemble des connexions ont été réalisées au 

moyen de capillaires de très faible diamètre interne (20 µ

maximum les volumes morts du système.

Figure 98 : Schéma du montage utilisé pour la digestion en ligne et couplage à la nanoLC
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Présentation du montage 

Les IMER préparés ont ensuite été intégrés dans un montage permettant leur couplage avec 
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phase mobile nécessaire à l’analyse et à la colonne analytique. La température 

ité de la digestion, l’IMER a systématiquement été équilibré à une température 

°C dans un four à colonne (Thermo Scientific). L’ensemble des connexions ont été réalisées au 

moyen de capillaires de très faible diamètre interne (20 µm d.i.) de manière à minimiser au 

maximum les volumes morts du système. 
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La nano-pompe 1 délivre une phase aqueuse consistant en de l’acide formique à pH 2,0. 

Après chargement de la boucle avec une solution de cytochrome C dans l’acide formique à pH 2,0 et 

basculement de la première nano-vanne, l’échantillon est transféré depuis la boucle d’injection de 

250 nL vers l’IMER à un débit fixé à 50 nL/min. Les volumes morts des connectiques entre la boucle 

d’injection et l’IMER ont été évalués à environ 70 nL. De ce fait, le contenu de la boucle d’injection 

sera transféré intégralement dans l’IMER avec un volume de transfert compris entre 320 nL (250 nL + 

70 nL, volume théorique à partir duquel tout l’échantillon se trouve dans l’IMER) et 700 nL (volume à 

partir duquel l’échantillon commence à sortir de l’IMER). Un volume de transfert de 400 nL a donc 

été choisi afin d’être certain d’avoir transféré l’intégralité de l’échantillon dans l’IMER. Ce volume de 

transfert est contrôlé au moyen d’une seringue connectée en sortie de la précolonne de piégeage. 

Une fois ce transfert réalisé, le débit de la nano-pompe 1 est arrêté (stop flow) de manière à 

procéder à la digestion de la protéine au sein de l’IMER. Une fois le temps nécessaire à la digestion 

écoulé, un débit est de nouveau imposé sur la nano-pompe 1 et fixé à une valeur de 200 nL/min de 

manière à transférer le digestat obtenu, de l’IMER vers la précolonne de piégeage capillaire. Le 

volume de transfert choisi pour cette étape est de 4,0 µL. Le volume des connectiques entre la sortie 

de l’IMER et la deuxième nano-vanne est d’environ 150 nL. Si l’on considère que le volume restant à 

parcourir à l’échantillon pour sortir intégralement de l’IMER est de 550 nL, ce volume de 

connectiques (150 nL) et les volumes morts estimés pour les connectiques de la précolonne (≈ 530 

nL), les peptides sont intégralement transférés au-delà d’un volume de transfert de 1,23 µL. De fait, 

avec un volume de transfert de 4,0 µL, les peptides sont bien piégés dans la précolonne C18 et le 

lavage de la colonne est effectué avec environ 2,8 µL d’acide formique (pH 2,0). Ce lavage est 

équivalent à un point à 3,4 µL sur la Figure 95. Après que le volume d’acide formique adéquat a été 

percolé au travers de la précolonne de piégeage, la deuxième nano-vanne est basculée permettant 

ainsi à la phase mobile hydro-organique de passer au travers de celle-ci (débit = 300 nL/min) et 

rompre ainsi les interactions entre les peptides issus de la digestion et la phase de silice greffée C18 

de la précolonne. Les peptides sont alors élués de la précolonne de piégeage et transférés vers la 

colonne analytique et le spectromètre de masse par la phase mobile.  

3.4.3 Digestions en ligne sur IMER de pepsine à pH 2,0 

3.4.3.1 Optimisation de la durée du stop flow 

Au regard des résultats précédents, les IMER issus du premier protocole d’immobilisation ont 

tout d’abord été privilégiés pour être couplés à la nanoLC-MS/MS. La première étape a été de 

s’assurer de la durée du stop flow nécessaire à la digestion. Pour cela, l’IMER n°1 a été intégré dans le 

montage présenté en Figure 98 et le protocole de digestion en ligne, décrit ci-avant, appliqué. Une 

durée de 20 min a tout d’abord été envisagée. Cette durée est la durée qui a déjà été optimisé au 

sein du LSABM au cours d’une précédente thèse doctorale sur des IMER au format conventionnel 
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préparés par greffage d’enzymes sur particules conditionnées en précolonne et couplées à la LC-MS² 

[86, 87, 384]. Avec une telle durée de digestion, des aires représentant de l’ordre de 2,3% des aires 

de pics obtenues pour les transitions des peptides caractéristiques après digestion en solution ont 

été obtenues, sous la limite de quantification déterminé précédemment. De façon à améliorer la 

digestion, la durée du stop flow a été augmentée lors de la deuxième injection. Une durée de 60 min 

a ainsi été envisagée. Avec une telle durée, des aires de pics de l’ordre de 8,8 % ont été obtenus lors 

de ces premières injections montrant clairement que la digestion avait lieu. Sur une troisième 

injection réalisée avec un stop flow de 2 heures les aires de pics ne se sont pas révélées être 

meilleures avec une moyenne de l’ordre de 10,4% des aires de pics obtenues après digestion en 

solution. Il peut paraître surprenant que l’augmentation de la durée de digestion entre 1h et 2h 

entraîne une si faible augmentation du rendement de digestion. Par ailleurs, ces faibles taux de 

digestion, après des durées de digestion en ligne très longues, semblent surprenants au regard des 

taux de digestion élevés qui ont été obtenus sur des particules greffées en précolonne au LSABM [86, 

87, 384]. 

De manière à faire un compromis entre rendement de digestion élevé et temps de digestion 

raisonnable, une durée de stop flow de 60 min a finalement été choisie pour la suite de l’étude bien 

que cette durée soit déjà élevée, un IMER étant supposé permettre une digestion en moins de 20 

min [406]. 

3.4.3.2 Comparaison des digestions en ligne et des digestions en 
solution 

a Digestions en solution à pH 2,0 à quantité de pepsine fixée 

De façon à évaluer la linéarité des digestions avec une quantité de pepsine constante 

(rapport E/S variable) nous avons également envisagé de digérer du cytochrome C en présence d’une 

quantité de pepsine fixée. L’ensemble des digestions en solution est toujours effectuée dans un 

volume de 1 mL de solution d’acide formique pH 2,0. La quantité de pepsine introduite dans ce 

volume de solution a été fixée à 0,58 µg soit un rapport E/S de 1/25 pour une concentration de CYC 

de 5 µg/mL. Le rapport E/S minimal est obtenu pour une concentration en CYC de 50 µg/mL avec une 

valeur de 1/250. Les résultats de ces digestions sont présentés en Figure 99. 



Chapitre 5 – Développement de microréacteurs enzymatiques pour l’analyse de protéines 

  239 

 

Figure 99 : Aires des pics correspondant aux deux transitions sélectionnées pour chacun des deux peptides spécifiques du 
cytochrome C de rapports m/z 463,4 et 421,3 obtenus après digestion en solution à la pepsine à pH 2,0 de quantités 

croissantes de cytochrome C pendant 16 h avec une quantité de pepsine fixée à 0,6 µg (rapport E/S = 1/25 pour 5 µg de 
cytochrome C). 

Il est visible que les digestions en solution réalisées avec une quantité de pepsine fixée 

conduisent à une réponse linéaire de l’aire des peptides avec la quantité de cytochrome C introduite 

et digérée. De bons C.V. sont également obtenus pour les concentrations les plus hautes avec 

notamment des valeurs de l’ordre de 14 % pour des injections de 1,06 pmol en équivalent de 

cytochrome C (ici avec un E/S = 1/250). Les C.V. se sont avérés cependant plus élevés pour les petites 

concentrations avec des C.V compris entre 33 % et 55% pour les quatres points de concentration les 

plus bas qui pourtant correspondent eux à des digestions avec des rapports E/S proches voire égaux 

à 1/25. Enfin, si les pentes obtenues pour chacun des peptides permettent de calculer un taux de 

digestion compris entre 72,3 et 80,0% comparées aux pentes reportées en Figure 93 et obtenues 

avec un rapport E/S contant de 1/25, l’efficacité des digestions en solution réalisée avec une quantité 

de pepsine fixée (et donc avec un rapport E/S pouvant être 100 fois inférieur) semble malgré tout 

similaire à l’efficacité des digestions de rapport E/S égal à 1/25 après 16 heures dans l’acide formique 

(pH 2,0) à 37°C au vu de la variabilité des mesures observée aux différentes concentrations.  

b Digestions sur IMER à pH 2,0 

Des digestions en ligne ont été réalisées sur les IMER n°2, 3 et 4 préparés de manière 

similaire avec présence du réducteur NaCNBH3 dès la phase de greffage de l’enzyme. Des digestions 

de solutions de cytochrome C à 5 µg/mL dans l’acide formique ont été conduites avec un arrêt du 

débit pendant 1 heure. Les résultats relatifs aux trois premières digestions réalisées sur IMER sont 

reportés en Figure 100 et comparés aux résultats obtenus après digestion en solution 16 heures (E/S 

= 1/25). Les résultats relatifs aux digestions effectuées sur l’IMER n°1 ne sont ici pas reportés, les 
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trois premières digestions ayant été réalisées avec une valeur de stop flow variable comme décrit en 

partie 3.4.3.1. 

 
Figure 100 : Aires relatives des pics correspondant aux transitions T1 les plus intenses des deux peptides spécifiques du 

cytochrome C après digestion de 106 fmol de cytochrome C (inj = 250 nL, 5 µg/mL) en solution (E/S = 1/25) et en ligne sur les 
IMER n°2, 3 , 4 et 5 (3 premières digestions) avec un stop flow de 1 heure (n = 3). 

Ces résultats mettent tout d’abord en évidence la répétabilité satisfaisante du protocole de 

digestion en ligne appliqué sur des IMER préparés indépendamment les uns des autres (synthèses de 

monolithe et greffages d’enzymes indépendants). En effet, il peut être calculé, à partir des résultats 

présentés en Figure 100, qu’une aire relative moyenne de 10,1 ± 0,4 (C.V. = 4,0 %) est obtenue sur les 

IMER n°2, 3 et 4 ce qui montre une bonne répétabilité inter-IMER. Ensuite, la répétabilité sur chacun 

des IMER pour les trois premières injections présentées s’avère moyenne. En effet, si un très bon C.V. 

de 10,5% peut être calculé pour l’IMER n°3 sur les aires des pics du peptide n°1, les C.V. sur les deux 

autres IMER sont eux plus élevés et de l’ordre de 24,8% et 32,5% respectivement pour les IMER n° 4 

et 2. Des C.V. moins élevés ont pu être calculés pour la transition 1 du peptide 2 avec des valeurs de 

22,6%, 5,2% et 17,3% pour les IMER n°2, 3 et 4. L’ensemble des ces coefficients de variation 

paraissent malgré tout satisfaisant au vu de la variabilité déjà observées sur des digestions en 

solution indépendantes dont les C.V. sont ici, en Figure 100, de 13,0% et 20,4% pour les peptides 1 et 

2, respectivement.  

Outre la répétabilité, il apparaît clairement en Figure 100 que le rendement des digestions en 

ligne sur les IMER n°2, 3 et 4 reste bien inférieur à celui obtenu en solution. En effet, il est visible que 

quel que soit l’IMER considéré l’aire des pics correspondant aux peptides 1 et 2 n’est que de l’ordre 

de 10 à 11 % des mêmes aires de pics après digestion en solution.  

Comme déjà évoqué, un autre protocole de greffage consistant cette fois à percoler l’agent 

réducteur NaCNBH3 après l’immobilisation des enzymes réalisées et plus proche des protocoles 
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appliqués jusqu’à maintenant pour les anticorps et aptamères a aussi été envisagé. Pour cela l’IMER 

n°5 a été lui aussi utilisé pour réaliser des digestions en ligne de façon à voir l’effet de ce changement 

de protocole sur le rendement de la digestion en ligne. Il est visible en Figure 100 que les aires 

relatives des pics des peptides 1 et 2 sont respectivement de 14,7 ± 4,2 (n = 3, C.V = 28,6%) et 10,1 ± 

3,4 (n = 3, C.V = 33,7%) sur les trois premières digestions réalisées sur le support. Si l’aire des pics du 

peptide 1 n’est pas significativement différente de celles obtenues avec les autres IMER, celle du 

peptide 2 par contre l’est (p < 0,05). Il est donc difficile de conclure quant à un effet marqué de ce 

léger changement de protocole sur le rendement de digestion. Il semblerait que ce rendement soit 

de 1,4 à près de 2 fois supérieur à celui obtenu sur les trois premiers IMER. Malgré cela, l’aire des 

pics reste plus faible comparée à celles résultant des digestions en solution.  

3.4.3.3 Stabilité du support 

Les résultats présentés jusqu’à maintenant correspondent aux trois premières digestions 

réalisées sur chacun des supports. Outre les faibles rendements de digestion obtenus, il a également 

été observé que le rendement de digestion diminuait au fur et à mesure des injections de 

cytochrome C au-delà de la troisième injection. Les aires de pics moyennes obtenues après chacune 

des injections réalisées sur les IMER n° 2, 3 et 4 sont représentées en  Figure 101. 

 
Figure 101 : Aires moyennes des pics relatifs aux transitions 1 de chacun des deux peptides caractéristiques après digestion 
de 5 µg/mL de cytochrome C (106 fmol, inj = 250 nL) en fonction du nombre d’injections réalisé sur les IMER n°2,3 et 4. Stop 

flow = 1 heure. 

Il est clairement visible qu’au-delà de trois injections et digestions de cytochrome C en ligne 

(correspondant aux digestions présentées en Figure 100), les aires des pics commencent à diminuer. 
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Ces aires relatives aux peptides 1 et 2 passent en effet de moyennes égales à 1,5 x 106 et 7,0 x 105  

lors des trois premières digestions à 1,0 x 105 à la 4ème injection puis continue de décroître jusqu’à 

une aire de pic difficilement mesurable de l’ordre de 2,0 x 105 et 1,0 x 105 pour les peptides 1 et 2 

après 7 injections en ligne rendant l’IMER totalement inutilisable. Ceci démontre la mauvaise stabilité 

du support. Plusieurs explications peuvent être avancées pour expliquer cette diminution rapide des 

rendements de digestion. Tout d’abord une dénaturation irréversible de la pepsine pourrait être 

envisagée, cependant, l’ensemble des solutions utilisé au cours des diverses digestions en ligne 

(acide formique pH 2,0) et de la conservation de l’IMER lors de sa déconnexion (tampon phosphate 

100 mM pH 5,5) n’est pas situé dans une gamme de pH pouvant provoquer une telle dénaturation. 

Une autre explication, plus plausible, serait l’hydrolyse progressive de certains greffons liés à la 

pepsine du fait d’une stabilité du support à base de silice insuffisante à un pH aussi faible.  

Outre le suivi des différentes transitions des deux peptides caractéristiques en mode MRM, 

chaque analyse par nanoLC-MS a consisté à enregistrer également le courant ionique total en MS 

simple  ce qui a permis d’observer la présence d’un très grand nombre de composés interférents 

retenus eux aussi sur la précolonne de piégeage après digestion en ligne. Un exemple de 

chromatogramme du courant ionique total est représenté en Figure 102. 

 
Figure 102 : Chromatogramme du courant ionique total obtenu après digestion en ligne d’une solution de cytochrome C 

dans l’acide formique pH 2,0 et spectres de masse moyens correspondant à trois pics chromatographiques (tr = 13,2 min ; 
tr = 18,4 min ; tr = 21,1 min).   
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Il est visible qu’un très grand nombre de pics, dont l’intensité est très élevée, sont présents 

sur ce chromatogramme. L’analyse des spectres de masse moyens correspondant à ces différents 

pics montrent la présence d’ions de rapports m/z étalés et à des intervalles répétés dans une gamme 

de m/z allant de 285 à environ 1200 uma. Des enveloppes spectrales très similaires ont été déjà 

rapportées dans la littérature. L’utilisation de polydiméthylsiloxane dans un système microfluidique a 

entrainé l’observation d’un tel spectre de masse à unités répétées s’étalant de 650 uma à 1200 uma 

lors de rinçage du support à  l’acétonitrile, enveloppe attribuée par les auteurs à des monomères de 

siloxanes [407]. Des spectres de masse très similaires ont également été rapportés dans une étude 

centrée sur la caractérisation par spectrométrie de masse des intermédiaires réactionnels de 

condensation et d’hydrolyse de tetraéthoxysilane (TEOS) [408], l’un des précurseurs utilisé dans ce 

projet de thèse. De ce fait, il semble possible que la complexité du chromatogramme soit lié à des 

pertes de monomères de siloxanes de tailles et de masses variables. Se pose alors la question de la 

cause de ces pertes potentielles. Le relargage de monomères résultant d’une dissolution de la 

matrice de silice ne semble pas cohérente avec le pH d’utilisation, ici de l’ordre de 2,0 alors qu’une 

dissolution de la silice aurait plutôt lieu de façon graduelle au-delà de pH 8,0. Il est aussi possible, 

comme déjà observé, que seuls les greffons liés aux fonctions silane soient éliminés du support à 

pH 2,0 par hydrolyse de la liaison siloxane connectant le silane à la silice [409].  

De façon à évaluer la stabilité du monolithe à pH acide, un monolithe synthétisé en bloc en 

flacon a été plongé dans une solution d’acide formique pH 2,0. Après plusieurs semaines, une partie 

du monolithe s’est avérée n’être plus qu’un « gel » visqueux composé de petites particules. Le 

surnageant de la solution a alors été filtré sur un « filtre à seringue » de 0,45 µm puis analysé en 

l’injectant sur la précolonne de piégeage en poussant l’échantillon de la boucle d’injection à la 

précolonne par 4 µL de solution d’acide formique (pH 2,0). Le spectre de masse moyen obtenu sur 

l’ensemble de la durée d’analyse a présenté un profil similaire à celui obtenu lors des digestions en 

ligne, i.e. une enveloppe d’ions de rapports m/z débutant par un ion intense et d’intensités 

décroissantes. Le rapport m/z observé pour l’ion le plus intense s’est révélé plus petit que ceux 

obtenus dans le cas des digestions en ligne (m/z de 288,0). Une hypothèse serait que l’hydrolyse des 

greffons aminopropyl serait plus avancée puisque le monolithe a été laissé dans la solution plusieurs 

semaines et non une ou plusieurs heures.  

En définitive, les digestions en solution à pH 2,0 se sont avérées presque impossible à mettre 

en œuvre de façon répétée. Bien que seules des hypothèses aient pu être avancées pour l’instant sur 

le mécanisme conduisant à la perte d’efficacité de digestions sur les IMER après digestions à pH 2,0 il 

semble que cette valeur de pH en soit une des causes. De ce fait, une augmentation du pH de travail 

a été envisagée. 
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3.4.4 Digestions en ligne sur IMER de pepsine à pH 3,0 

Au vu des résultats peu encourageants des digestions sur IMER à pH 2,0, des digestions à un 

pH égal à 3,0 ont été envisagées. Une modification du pH de la solution de digestion peut avoir un 

effet prononcé sur l’activité de la pepsine et sur l’apparition des peptides caractéristiques. Ainsi, de 

façon à envisager des digestions sur IMER à pH 3,0 et s’assurer d’une bonne comparaison avec 

l’efficacité des digestions en solution, des digestions en solution à pH 3,0 ont, dans un premier 

temps, été menées avec un rapport E/S variable et donc une quantité de pepsine fixée. Les quantités 

utilisées sont identiques à celles utilisées précédemment pour les digestions en solution à pH 2,0 

avec une quantité d’enzyme fixée. Les aires de pics obtenues pour chacune des transitions suivies 

pour chacun des peptides spécifiques du CYC sont reportées en Figure 103 en fonction de la quantité 

de cytochrome C digérée et injectée.  

 

Figure 103 : Aires des pics correspondant aux deux transitions sélectionnées pour chacun des deux peptides spécifiques du 
cytochrome C de rapports m/z 463,4 et 421,3 obtenus après digestion en solution à la pepsine à pH 3,0 de quantités 

croissantes de cytochrome C pendant 16 h avec une quantité de pepsine fixée à 0,6 µg (rapport E/S = 1/25 pour 5 µg de 
cytochrome C). 

Il est visible, tout comme à pH 2,0, que la réponse des deux peptides est linéaire avec la 

concentration de cytochrome C digérée. Par ailleurs, l’apparition du peptide 1 semble ne pas être 

affectée par la valeur de pH. En effet, il est visible que des pentes de 100886 et de 61814 sont 

obtenues pour les deux transitions suivies pour ce peptide. Au vu de la variabilité observée sur 

chaque point de concentration, ces pentes ne semblent pas différentes des pentes obtenues avec 

une digestion à pH 2,0 et qui étaient respectivement de 83241 et 56902 (cf. Figure 99). Par contre, la 

digestion enzymatique du CYC à pH 3,0 conduit à une apparition plus faible du peptide 2. En effet les 

pentes observées en Figure 103 sont de l’ordre de 18361 et 4669 pour les deux transitions du 

peptide 2 à pH 3,0 alors qu’elles étaient de 42791 et 19065 à pH 2,0 (cf. Figure 99), soit 2 à 4 fois plus 
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élevées. Le pH de digestion a donc bien une influence sur l’apparition des peptides spécifiques. Ces 

courbes ont donc été utilisées pour les comparaisons ultérieures. 

Nous avons ensuite tenté de réaliser des digestions sur IMER, cette fois à pH 3,0, le protocole 

restant identique à celui appliqué jusqu’à maintenant pour les digestions à pH 2,0. Seul le pH de la 

phase permettant de pousser l’échantillon vers l’IMER et vers la précolonne de piégeage a été 

modifié et a consisté dans ces essais en une solution d’acide formique à un pH de 3,0.  L’IMER n°6, 

i.e. celui présentant le taux de graffage le moins élevé, a tout d’abord été utilisé. Au total, trois 

injections ont été réalisées sur deux jours.  

Sur les trois injections, les aires des pics correspondant aux transitions sélectionnées pour les 

deux peptides caractéristiques se sont avérées être très faibles. Les peptides n’ont le plus souvent 

pas pu être quantifiés voire même détectés. La digestion s’est donc révélée être peu efficace. Afin de 

confirmer que ces observations ne sont pas le résultat du faible taux de greffage qui a été mesuré sur 

l’IMER n°6 en partie 3.4.1.3, une digestion a été réalisée dans les mêmes conditions sur le dernier 

IMER, l’IMER n°7, qui lui présente un taux de greffage élevé (≈ 62,6%, i.e. supérieur aux IMER n°1 à 5 

utilisés jusqu’à maintenant). Cependant, les aires obtenues se sont révélées être du même ordre de 

grandeur que celles obtenues pour l’IMER n°6. L’absence de digestion semble donc bien être le 

résultat de la valeur de pH utilisé. En effet, la différence de réactivité de la pepsine entre son action 

en solution et lorsqu’elle est immobilisée a déjà été observée par Tomono et al [410]. Ceux-ci ont 

montré que l’immobilisation de la pepsine sur un support de sépharose activée au glutaraldéhyde 

réduisait la gamme d’activité de cette enzyme. Ainsi, si des digestions sont possibles à un pH de 3,0 

en solution, celles-ci ne le sont plus une fois l’enzyme immobilisée. Le degré de liberté manquant doit 

jouer sur la capacité de l’enzyme, ou du complexe enzyme-substrat à récupérer les ions H+ 

nécessaires à l’hydrolyse acide des liaisons peptidiques [410]. Or, dans une solution d’acide 

formique, à pH 3,0 les protons sont 10 fois moins concentrés qu’à pH 2,0 ce qui réduit l’activité de la 

pepsine greffée. 

3.4.5 Conclusions 

Un IMER à base de pepsine immobilisée sur un monolithe hybride à base de silice ne semble 

pas être indiqué pour une utilisation répétée. En effet, pour l’instant les conditions optimales 

permettant une utilisation répétée de cet IMER n’ont pas encore été déterminées. A pH 2,0, pH 

d’activité optimal de la pepsine, le microréacteur enzymatique perd rapidement en efficacité et si le 

pH est augmenté à une valeur 3,0, la pepsine greffée ne présente plus d’activité. 

 Pour réaliser un IMER fonctionnel deux voies sont possibles. L’utilisation d’un monolithe 

organique à base de dérivés d’acrylates, déjà largement étudié [411], peut être envisagée. Cette voie 

reste toutefois longue à mettre en œuvre puisqu’elle nécessite l’optimisation d’une nouvelle 

synthèse de monolithe. L’autre voie consiste à immobiliser une autre enzyme ayant un pH d’activité 

plus élevé, telle que la trypsine par exemple [269] dont le pH optimum est autour de 7,0-8,0. 
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4 Caractérisation d’un IMER de trypsine 

Au vu des difficultés rencontrées dans les conditions de digestion acide de la pepsine, il a été 

envisagé, en dernière approche, d’immobiliser une autre enzyme protéolytique sur le monolithe 

organique-inorganique synthétisé en capillaire : la trypsine. La trypsine est, comme déjà mentionné, 

l’enzyme la plus couramment utilisée. Il s’agit d’une enzyme extrêmement spécifique hydrolysant la 

liaison peptidique côté C-terminal après les acides aminés lysine et arginine sauf si ces acides aminés 

sont suivis par une proline. La trypsine est active dans les milieux légèrement basiques (de l’ordre de 

pH 8,0) en présence de sels (tampons salins). 

4.1 Mise au point de l’analyse par nanoLC-MS² 

La digestion enzymatique à la trypsine n’étant pas conduite dans les mêmes conditions que la 

digestion par la pepsine, la méthode d’analyse par nanoLC-MS² a du être ré-optimisée. Il est ainsi 

nécessaire d’identifier les peptides issus de la digestion du cytochrome C par la trypsine puis de 

choisir, après fragmentation, des transitions caractéristiques afin de quantifier ces peptides. Afin de 

pouvoir aboutir rapidement à une méthode utilisable pour analyser des digestats trypsiques, la 

nouvelle méthode d’analyse a été développée en se basant sur celle déjà utilisée pour les digestats 

de pepsine. 

Pour cela, une digestion trypsique de 1 mg de cytochrome C a été réalisée dans 1 mL de 

tampon Tris 50 mM (pH 8,0) contenant 10 mM de CaCl2 avec un rapport E/S de 1/25. La digestion a 

été menée pendant 16 h à 37°C. Le protocole de digestion est plus amplement détaillé en Annexe 8. 

Ce digestat a ensuite été dilué 20 fois dans l’eau pure. La solution ainsi obtenue a été injectée sur le 

montage déjà présenté en Figure 94 en page 228 et permettant de dessaler le digestat au moyen de 

la précolonne de piégeage. La percolation du digestat au travers de la précolonne capillaire et l’étape 

de lavage qui s’en suit ont été réalisée en poussant l’échantillon avec 4,0 µL d’eau. Après 

basculement de la seconde nano-vanne, le gradient utilisé pour l’analyse des digestats à la pepsine a 

été utilisé pour l’analyse de ce digestat trypsique. La détection a été effectuée en mode MS simple en 

enregistrant les masses comprises entre m/z = 150 et m/z = 1500. Le chromatogramme résultant de 

cette analyse est présenté en Figure 104. 



Chapitre 5 – Développement de microréacteurs enzymatiques pour l’analyse de protéines 

  247 

 
Figure 104 : Chromatogramme résultant de l’analyse par nanoLC-MS d’un digestat trypsique dilué 20 fois (courant ionique 

total). Digestion de 1 mg/mL de cytochrome C. Rapport E/S = 1/25. Inj = 250 nL (qté injectée ≈ 1,06 pmol). 

Les peptides correspondant aux pics obtenus sur le chromatogramme ont été identifiés grâce 

aux rapports m/z correspondants. Contrairement à la pepsine, de nombreux peptides ont été 

reconnus facilement par le logiciel MASCOT. En effet, l’analyse des données a permis la 

reconnaissance de 23 ions de rapports m/z différents correspondant à 11 peptides spécifiques du 

cytochrome C avec un recouvrement de séquence de 68 %. Le rapport MASCOT obtenu est présenté 

en Annexe 9.  

Tableau 17 : Peptides identifiés après digestion en solution à la trypsine (E/S : 1/25) de 1 mg/mL de cytochrome C 
et dilution au vingtième (250 nL injectés soit 1,06 pmol en équivalent de cytochrome C). En vert : peptides identifiés par 

MASCOT. Les autres peptides ont été identifiés manuellement grâce à MS-Digest. 

 
tr (min) m/z observés Charges 

Masse (Da)     
du peptide Séquences peptidiques Positions MD M 

       
10.5 589.3 1+ 588.3 MGDVEK + 1 Ox. + 1 Acet. 1-6 � - 

11.5 339.7 ; 678.3 2+ ; 1+ 677.4 MGDVEK 1-6 � � 

12.1 317.7 ; 634.4 2+ ; 1+ 633.4 IFVQK 10-14 � � 

13.3 533.9 ; 800.1 3+ ; 2+ 1597.8 KTGQAPGFTYTDANK 40-54 � � 

13.8 479.2 ; 718.0 3+ ; 2+ 1433.9 HKTGPNLHGLFGR 27-39 � � 

14.0 302.7 ; 604.3 2+ ; 1+ 603.4 GITWK 57-61 � � 

14.9 736.3 ; 1470.6 2+ ; 1+ 1469.7 TGQAPGFTYTDANK 41-54 � � 

15.2 275.2 ; 549.3 2+ ; 1+ 548.3 MGDVEK + 1 Ox. 2-6 � � 

17.0 293.7 ; 586.4 4+ ; 2+ 1168.3 TGPNLHGLFGR 29-39 � � 

17.4 390.3 ; 779.3 2+ ; 1+ 778.4 MIFAGIK 81-87 � � 

20.7 409.5 ; 545.5 ; 817.4 4+ ; 3+ ; 2+ 1632.8 IFVQKCAQCHTVEK 10-23 � � 

21.5 749.2 ; 1495.8 2+ ; 1+ 1494.7 EETLMEYLENPK 62-73 � � 
  
                       Nombre de peptides totaux reconnus par MASCOT = 11 

                          Recouvrement de séquence correspondant = 68 % 

MD : logiciel MS-Digest, PC : logiciel PeptideCutter, M : MASCOT 
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Compte tenu du grand nombre de peptides reconnus et du recouvrement de séquence 

important, la digestion en solution du cytochrome C par la trypsine permet une digestion efficace du 

cytochrome C dans les conditions de digestion choisies. Parmi l’ensemble des peptides identifiés, 

deux peptides, parmi les plus intenses observés sur le chromatogramme de la Figure 104, ont été 

choisis comme peptides cibles. Ceux-ci ont des temps de rétention (après piégeage sur la précolonne 

de dessalage) de 11,5 min et 14,9 min. Ces ions ont des rapports m/z = 339,7 (chargé 2+) et m/z = 

736,3 (chargé 2+) pour le peptide 1 et le peptide 2, respectivement. Ces deux ions ont été ensuite 

fragmentés en utilisant une énergie de collision de 20 V sans optimiser la valeur de cette énergie de 

façon à gagner en temps d’optimisation. Deux transitions répertoriées dans le Tableau 18 ont été 

sélectionnées pour leur intensité. La valeur de skimmer offset de 10 V a quant à elle été conservée. 

Tableau 18 : Transitions choisis pour les deux peptides cibles ainsi que la séquence des fragments associés et les 
énergies de collision permettant d’avoir un signal optimal. 

Peptides 
Ions parents 

(m/z) 

Tube Lens 

offset (V) 
Energie de 

collision (V) 
Ions fils 
(m/z) 

Séquence 
fragment 

Séquence  
charge 

Peptide 1 
MGDVEK 

339.7 111 
20 248.7 TK y2 

20 401.8 PGTK y4 

Peptide 2 
TGQAPGFTYTDANK 

736.3 111 
20 1113.7 PGFTYTDANK y10 

20 286.6 TGQ b3 

 

Les ions finalement choisis pour suivre le peptide 1 (tr = 11,5 min) après fragmentation de 

l’ion parent de rapport m/z 339,7 sont les ions de rapports m/z 248,7 et 401,8. De manière similaire, 

les ions fils choisis après fragmentation de l’ion parent de rapport m/z 736,3 sont les ions de rapports 

m/z 1113,7 et 286,6 pour le peptide 2 (tr = 14,9 min). 

4.2 Analyse d’un digestat trypsique après digestion en solution 

Comme pour la pepsine, une gamme de digestion de quantités croissantes de cytochrome C à 

quantité d’enzyme constante a été réalisée. En plus de donner une indication sur les limites de 

quantification des peptides considérés, cette gamme permet d’avoir une référence pour évaluer les 

performances des IMER. Pour cela, la digestion de concentrations de cytochrome C allant de 1 µg à 

25 µg/mL dans 1 mL de tampon Tris 50 mM pH 8,0 contenant 10 mM de CaCl2 a été réalisée pendant 

16 h à 37°C. Les aires des pics correspondant à chacune des deux transitions de peptides ciblés en 

fonction de la quantité de cytochrome C digérée et injectée sont représentées sur la Figure 105.  
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Figure 105 : Aires des pics correspondant aux deux transitions sélectionnées pour chacun des deux peptides spécifiques du 

cytochrome C de rapports m/z 463,4 et 421,3 obtenus après digestion en solution à la trypsine à pH 8,0 de quantités 
croissantes de cytochrome C pendant 16 h avec une quantité de trypsine fixée à 0,4 µg (rapport E/S = 1/25 pour 5 µg de 

cytochrome C). 

Comme le montre la Figure 105, les aires des pics des deux transitions spécifiques des deux 

peptides sont bien proportionnelles à la quantité de cytochrome C digérée, entre 21,2 et 529,7 fmol 

injectés. La limite basse de 21,2 fmol s’est révélée être la limite de quantification du système dans 

ces conditions. Cette limite est plus élevée que la LOQ précédemment observée avec la pepsine. Ceci 

est en partie le résultat de l’optimisation rapide qui a du être menée, pour laquelle les énergies de 

collision de fragmentation n’ont pas été optimisées. Elle reste cependant largement suffisante pour 

permettre l’évaluation de l’IMER. 

4.3 Caractérisation de l’IMER de trypsine 

Un IMER de trypsine a été préparé par immobilisation de cette enzyme sur un monolithe en 

capillaire. Au vu du temps imparti, un monolithe synthétisé deux ans auparavant a été utilisé. Ce 

capillaire présentait au moment du greffage une perte de charge de 6,5 bars à 0,3 µL/min dans l’eau 

pure soit une perméabilité de 9,79 x 10-14 m². Ce monolithe présentait après synthèse, soit deux ans 

plus tôt, une perméabilité de 2,86 x 10-14 m². Ceci laisse transparaître l’effet du vieillissement sur le 

monolithe et d’effondrements locaux de la structure du monolithe. Malgré, cette forte augmentation 

de la perméabilité et le vieillissement avancé du monolithe, l’immobilisation de la trypsine a tout de 

même été tentée en se basant sur le protocole rapporté par Ma et al [269]. Pour cela, tout comme 

décrit précédemment en Figure 97 en page 232, le support a d’abord été activé au glutaraldéhyde 

(10% w/w dans du tampon phosphate 100 mM pH 8,0) puis 60 µL d’une solution de trypsine à 

2 mg/mL (i.e. 120 µg d’enzymes) dans du tampon phosphate 100 mM pH 8,0 contenant 50 mM de 

benzamidine et 5 mg/mL de NaCNBH3 a été percolée pendant 24 h au travers du monolithe en 
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capillaire (10 cm x 100 µm d.i.). Différentes phases de rinçage ont ensuite été appliquées et sont plus 

amplement décrites en Annexe 3. Le capillaire a finalement été conservé dans du tampon Tris-

HCl 50 mM (pH 7,5) contenant 10 mM de CaCl2 et 0,1 % de NaN3 à 4°C avant utilisation. 

L’IMER de trypsine obtenu a ensuite été introduit dans un montage en tout point identique à 

celui présenté en Figure 98 en page 236 permettant le couplage de l’IMER avec une analyse par 

nanoLC-MS². Du fait des limites de quantification plus élevées, l’injection d’une quantité plus 

importante de cytochrome C par rapport aux essais avec la pepsine a été envisagée. Des injections de 

212 pmol de cytochrome C (250 nL de solution à 10 µg/mL) ont été réalisées. L’injection a été 

réalisée dans du tampon de digestion (Tampon Tris pH 8,0 (50 mM) et CaCl2 (10 mM)) et la phase de 

transfert a consisté en du tampon Tris pH 8,0 (50 mM). La durée du stop flow appliquée est de 1 

heure. Dans ces conditions, trois injections ont été faites sur une journée. Les aires relatives des pics 

des transitions les plus intenses correspondant à chacun des deux peptides caractéristiques obtenues 

après digestion 1 heure sur l’IMER sont reportées en Figure 106 et comparées avec les aires de pics 

obtenues après digestion pendant 16 heures en solution. 

 
Figure 106 : Aires relatives des transitions 1 de chacun des peptides caractéristiques du cytochrome C après digestion sur 
l’IMER de trypsine. Injection de 250 nL de CYC à 10 µg/mL dans tampon Tampon Tris pH 8,0 (50 mM) et CaCl2 (10 mM). 

Il est visible en Figure 106 que les trois premières digestions effectuées sur l’IMER de trypsine 

présentent des aires de pics importantes en comparaison de la digestion en solution. En effet, une 

aire relative moyenne de 48,4 ± 8,6 (n = 3, C.V = 17,8%) a été obtenue sur l’IMER de trypsine après 

seulement une heure de digestion pour la transition 1 du peptide 1. Une aire relative de 10,0 ± 0,4 

(n = 3, C.V = 4,0%) a été en outre observée pour la transition 1 du peptide 2 alors que cette même 

digestion renvoie une aire relative de 17,8 en solution. La digestion sur l’IMER pendant 1 heure 

permet donc d’obtenir une efficacité de digestion de l’ordre de 48,4 à 56,2% de la digestion en 
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solution. D’autre part, les C.V. s’avèrent très bons lorsque l’on considère le fait que l’erreur est le fait 

de deux contributions : la variabilité inhérente à la digestion enzymatique ainsi que l’erreur due à la 

détection par spectrométrie de masse (de l’ordre de 10-15%). D’autre part, les chromatogrames du 

courant ionique total enregistré en parallèle des transitions suivies en mode MRM n’ont pas semblé 

présenter de pics très intenses comme évoqué dans le cas des digestions à la pepsine à pH très 

faible. En effet, les spectres de masse observés lors de ces analyses ne présentent pas de pics 

similaires à ceux décrits en partie 3.4.3.3 et pouvant potentiellement être caractéristiques de 

monomères de siloxane. 

L’ensemble de ces résultats semblent donc très encourageants. Si les conditions de digestion 

à la pepsine se sont révélées difficile à utiliser avec le monolithe organique-inorganique développé 

au cours de ce projet de thèse, la trypsine pourrait, elle, tout à fait être utilisée. Il reste à confirmer le 

taux de greffage d’une telle enzyme, la stabilité du support et le nombre de digestions réalisables 

avec cet IMER. Les conditions de pH proche d’un pH neutre laissent tout de même espérer de 

pouvoir réaliser un grand nombre d’injections sur l’IMER comme ce fût le cas notamment avec les 

anticorps utilisés dans un milieu tamponné neutre. Il reste principalement à déterminer les 

conditions de couplage d’un tel outil bioanalytique avec un mIS, voire un mOS, spécifique du 

cytochrome C. 

5 Conclusions et perspectives 

L’analyse totale de protéines  dans des matrices complexes implique une étape d’extraction 

sélective suivie d’une étape de digestion enzymatique permettant de cliver la protéines en peptides 

caractéristiques de taille moins importante et permettant d’envisager une analyse par LC-MS² au 

moyen de spectromètres de masse peu résolutifs. Le couplage de tels outils au format miniaturisé 

avec la nanoLC-MS² a été envisagé. Si le greffage d’anticorps ou d’aptamères a été déjà décrit dans 

les chapitres précédents, le greffage d’enzymes a du lui être considéré sur le monolithe hybride 

organique-inorganique en capillaire. 

Le couplage d’un mIS spécifique du cytochrome C impliquant l’élution de cette protéine 

modèle vers l’IMER au moyen d’une solution acide ayant été envisagé en première approche, 

l’immobilisation de pepsine a tout d’abord été explorée. Les IMER obtenus par greffage de cette 

enzyme se sont avérés présenter un taux de greffage très satisfaisants de l’ordre de 2,46 ± 0,29 nmol 

d’enzymes par µL de capillaire avec le protocole de greffage le plus répétable. Cependant, des 

rendements de digestion de l’ordre de 10 fois inférieurs, après 1 heure de stop flow, aux rendements 

observés en solution après 16 heures dans les mêmes conditions de digestions, i.e. dans une solution 

d’acide formique à pH 2,0, ont pu être obtenus. Ces conditions de digestion ont de plus entraîné une 

diminution rapide de l’efficacité des IMER au fur et à mesure des digestions en ligne effectuées. Des 



Chapitre 5 – Développement de microréacteurs enzymatiques pour l’analyse de protéines 

  252 

digestions à un pH plus élevé de 3,0 n’ont pas non plus conduit à une meilleure efficacité de 

digestion en ligne. De ce fait, l’immobilisation de trypsine a également été étudiée. Les premiers 

essais menés montrent des taux de digestion après 1 heure de stop flow de l’ordre de 50 % comparés 

à ceux obtenus en solution au bout de 16 heures, ce qui constituent des résultats très 

encourageants. 

Il reste maintenant à considérer le couplage d’un outil sélectif avec ce type d’IMER.  Au vu 

des conditions de digestions de l’IMER de trypsine, dans un tampon salin à pH 7-8, le couplage avec 

l’IMER d’un mOS spécifique du cytochrome C pourrait peut-être se révéler plus facile à réaliser 

qu’avec un mIS du fait de conditions de liaison puis d’élution pouvant être compatibles avec les 

conditions de digestion en ligne. Zhao et al [238] ont ainsi immobilisé un aptamère anti-

cytochrome C en capillaire et ont démontré qu’un tel support utilisé avec une phase mobile 

constituée d’un tampon de liaison (50 mM Tris-HCl, 20 mM KCl, 120 mM NaCl) à pH 7,4 permettait de 

séparer la transferrine du cytochrome C, ce dernier présentant une affinité pour l’aptamère 

contrairement à la tranferrine. Toutefois, du fait de la constante de dissociation élevée entre 

l’aptamère et sa cible (KD ≈ 4,6 µM [238]), le volume de fin de fixation du cytochrome C dans ce 

tampon de liaison reste faible. Il reste donc à déterminer si la rétention du cytochrome C sur le mOS 

peut être suffisante pour permettre une étape de lavage permettant l’élimination des protéines 

interférentes liées non spécifiquement au monolithe avec percolation d’une grande quantité de 

tampon sans provoquer une élution prématurée de la protéine cible du support. 
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 Conclusion générale et perspectives 
 

 

L’objectif de ce projet de recherche était la miniaturisation d’outils analytiques basés sur le 

greffage de biomolécules en vue de leur couplage à la nanochromatographie liquide pour l’analyse 

d’échantillons complexes. 

Dans un premier temps, la synthèse d’un monolithe hybride organique-inorganique, 

présentant des fonctions amines propices au greffage des biomolécules a été optimisée en capillaire 

de 100 µm de diamètre interne de manière à obtenir une synthèse répétable. Cette étude a ainsi 

permis de mettre en évidence l’effet de divers paramètres tels que la température et la quantité de 

porogène sur la perméabilité et la macroporosité du matériau.  

Dans un second temps, l’immobilisation de deux types de biomolécules sur le support en 

capillaire développé a pu être envisagée pour développer des outils d’extraction sélectifs 

miniaturisés. Ainsi, des anticorps et des aptamères dirigés contre des molécules de faible poids 

moléculaire ont tout d’abord été immobilisés. Des immunoadsorbants miniaturisés (mIS) et 

oligoadsorbants miniaturisés (mOS) ont donc été préparés par greffage covalent d’anticorps et 

d’aptamères spécifiques de toxines modèles puis couplés en ligne avec la nanoLC. La répétabilité des 

rendements d’extraction a permis de mettre en évidence la répétabilité des protocoles d’extraction 

développés sur chacun des supports miniaturisés. Leur sélectivité a été démontrée par les hauts 

rendements d’extraction des analytes cibles obtenus sur les mIS et mOS et les faibles rendements 

mesurés sur des monolithes en capillaire contrôles greffés avec des biomolécules dirigés contre 

d’autres analytes et n’ayant aucune affinité pour les molécules cibles. Pour chacun des supports 

préparés, une caractérisation complète a été réalisée en termes de taux de greffage des 

biomolécules et de capacités des supports, permettant d’estimer le nombre de biomolécules restant 

actives une fois immobilisées ainsi que la répétabilité des protocoles d’immobilisation. Les capacités 

et taux de greffage mesurés sur monolithe se sont révélés être bien plus élevés dans le cas des 

aptamères que dans le cas des anticorps du fait de l’encombrement stérique bien plus important de 

ces derniers. Ces outils ont enfin été appliqués à l’analyse des molécules ciblées dans des matrices 

complexes environnementales (extraits d’algues, eaux de rivière et de lac) et alimentaires (bière).  

Dans un troisième temps, l’application de tels outils miniaturisés pour l’analyse de protéines 

a été envisagée. Cet objectif a impliqué le développement de microréacteurs enzymatiques en 

capillaire (IMER) basés sur l’immobilisation d’enzymes protéolytiques permettant la digestion en 

peptides des protéines avant leur analyse par nanoLC-MS². Deux enzymes ont été étudiées : la 

pepsine dont l’activité est maximale à faible pH et la trypsine active dans des tampons neutres. Un 

protocole permettant d’atteindre des taux de greffage de pepsine élevés et répétables a été mis en 

place. Cependant, des conditions de digestion acides se sont avérées remettre en cause la stabilité 

du greffage de cette enzyme ainsi que du support rendant la réutilisation de ces IMER difficile à 
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envisager. Des IMER à base de trypsine pourraient alors se révéler plus facile d’utilisation à un pH de 

7-8. Les premiers résultats semblent d’ailleurs très encourageants mais les taux de greffage de cette 

dernière enzyme ainsi que la durée d’utilisation d’un tel support restent encore à évaluer. Ces 

résultats prometteurs pourraient ainsi permettre de considérer ensuite le couplage de mIS ou de 

mOS dirigés contre des protéines avec les IMER développés et la nanoLC-MS² pour pouvoir ensuite 

les appliquer à des matrices complexes. 

Le grand potentiel des monolithes hybride organique-inorganique en capillaire étudiés au 

cours de ce projet de recherche nous encourage à poursuivre leur développement. Ce travail 

exploratoire a permis notamment d’entrevoir des différences de taux de greffage en fonction des 

biomolécules considérées. Si la preuve de principe du greffage et la caractérisation des supports 

développés a été réalisée, il semble maintenant tout à fait possible de faire varier les différents 

paramètres des protocoles de greffage de manière à déterminer les conditions optimales 

d’immobilisation ainsi que réaliser des comparaisons rigoureuses des taux de greffage et capacités en 

fonction des biomolécules considérées. Les capacités de greffage élevées, notamment dans le cas 

des aptamères, pourraient également permettre de diminuer les longueurs de capillaires utilisées 

ainsi que d’améliorer la qualité du couplage avec la nanoLC et de poursuivre la miniaturisation des 

supports. A termes, l’intégration de tels outils sélectifs dans des microcanaux de puces pourrait 

également être envisagée ce qui nécessiterait la transposition de la synthèse du monolithe hybride 

dans des canaux de puce de chimie de surface adaptée.  
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 Annexe 1 : Microscopie électronique à balayage 

 

1 Principe 

 

La microscopie électronique à balayage (MEB) est une technique de microscopie basée sur le 

principe des interactions électrons-matière. 

Un faisceau d’électrons est projeté sur l’échantillon à analyser. L’interaction entre les 

électrons et l’échantillon génère des électrons secondaires, de basse énergie qui sont accélérés vers 

un détecteur d’électrons secondaires qui amplifie le signal. A chaque point d’impact correspond ainsi 

un signal électrique. L’intensité de ce signal électrique dépend à la fois de la nature de l’échantillon 

au point d’impact qui détermine le rendement en électrons secondaires et de la topographie de 

l’échantillon au point considéré. Il est ainsi possible, en balayant le faisceau sur l’échantillon, 

d’obtenir une cartographie de la zone balayée. 

Les images par microscopie électronique à balayage reproduite dans ce rapport ont été 

réalisées grâce à un microscope S-3600N (Hitachi) propriété du LPEM (Laboratoire de Physique et 

d’Etude des Matériaux, UMR 8213 UPMC/ESPCI/CNRS). La résolution maximale est de 3 nm à 25 kV. 

La tension d’accélération peut varier de 0,3 kV à 30 kV. 

 

2 Préparation des échantillons 
 

Une étape de métallisation est nécessaire avant toute observation. Une pastille de carbone 

adhésive (d = 7 mm) est collée sur un support métallique et une section de capillaire y est déposée. 

L’échantillon est ensuite métallisé en déposant une couche d’or d’une épaisseur de l’ordre de 2,5 

nm. La métallisation est réalisée à l’aide d’un appareil Polaron 550 sous vide et sous balayage d’argon 

ce qui permet d’obtenir un dépôt d’épaisseur homogène et contrôlée sur toute la surface des 

échantillons. 
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 Annexe 2 : Matériel analytique utilisé 

 

1 Description des pompes utilisées 
 

1.1 Nano-pompes analytiques 

 

Système Ultimate 3000 (Dionex) composé d’une pompe DGP-3600 

et d’un gestionnaire de débit FLM-3100 

 

Le contrôle du débit est réalisé grâce à un diviseur de débit 

comprenant un système de rétrocontrôle intégré. Ce diviseur de 

débit comprend deux sorties : une sortie vers la colonne analytique 

(débit de quelques centaines de nanolitres) et une sortie vers un 

flacon de collecte des solvants usagés. Le ratio entre le débit dans 

la colonne et le débit d’entrée en sortie de la pompe DGP-3600 est 

de l’ordre de 1/1000. Ce diviseur de débit est équipé de deux résistances fluidiques qui divise le débit 

provenant de la micro-pompe DGP-3600 selon un ratio inversement proportionnel à la résistance. 

Pour assurer une pression identique sur les deux résistances, les deux sorties du diviseur de débit 

sont connectées via un bras transversal comprenant un débitmètre. Un système de rétrocontrôle 

ajuste le débit dans ce bras à un débit proche de zéro. Pour ceci, la sortie du diviseur de débit allant 

vers la poubelle inclut une vanne qui ajuste le débit de sortie. Le débit est donc contrôlé en fonction 

de la pression de la colonne connectée en sortie du système. Ce système est contrôlé par le logiciel 

ChroméléonTM. 

 

Système Ultimate 3000 (Thermo Scientific Dionex) composé d’une pompe NCP-3200RS 

 

Contrairement au système précédent, le système NCP délivre un 

débit de sortie indépendamment de la perte de charge générée par 

la colonne connectée en sortie. Il s’agit d’un système à deux voies 

(A et B). Chaque voie possède une pompe et un restricteur de débit. 

Les flux en provenance des deux pompes sont mélangés au niveau 

d’une pièce en Y. Chaque pompe comprend un système de deux 

pistons capables de délivrer une pression de façon bien contrôlée. 

Le débit en sortie de cette pompe est extrêmement bien contrôlé et 

le système peut monter jusqu’à des pressions de plusieurs 

centaines de bars. Ce contrôle précis nécessite une mesure 

fréquente de la viscosité des solvants des voies A et B ainsi qu’un 
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contrôle précis de la température interne du système de pompe. Ce système est contrôlé par le 

logiciel ChroméléonTM. 

1.2 Nano-pompes de préconcentration 

 

Pompe HPLC Shimadzu LC-5A 

 

La pompe LC-5A présente en théorie un débit de travail compris 

entre 1 µL/min et environ 9,9 µL/min.  Cependant, cette pompe 

nous a permis d’atteindre des débits beaucoup plus faibles 

inférieurs à 100 nL/min. Elle comprend une seule voie, il n’est donc 

pas possible de changer de solvant par simple basculement de voie. 

Le débit doit par ailleurs être constamment contrôlé par une 

seringue placée en sortie de l’ensemble du système miniaturisé d’extraction (mIS ou mOS) de 

manière à faire varier les paramètres affichés sur la pompe pour ajuster le débit. 

 

Système UltimatePlus (LC-Packings) composé d’une micro-pompe et d’un calibrateur NAN-75 

(diviseur de débit) 

 

Le contrôle du débit est réalisé grâce à un diviseur de débit. Ce 

diviseur de débit comprend deux sorties : une sortie vers la colonne 

analytique (débit de quelques centaines de nanolitres) et une sortie 

vers la poubelle. Ce système est contrôlé par le logiciel 

ChroméléonTM. Le rétrocontrôle du débit doit être effectué 

manuellement en contrôlant le débit de sortie au moyen d’une 

seringue et en rentrant un coefficient correcteur dans le logiciel 

ChroméléonTM. Le ratio entre le débit dans la colonne et le débit 

d’entrée en sortie de la pompe UltimatePlus est de l’ordre de 1/100. 

Cette pompe comprend quatre voies mais les volumes morts du 

système rendent l’arrivée des solvants potentiellement longue. 

 

2 Description des détecteurs 
 

Trois détecteurs UV ont été utilisés :  

- Un détecteur VWD 3400RS Detector, Dionex Thermo Scientific, combiné avec la nano-pompe 

NCP-3200RS 
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- Deux détecteurs UltimateTM UV associés respectivement à la nano-pompe DGP-3600/FLM-

3100 (Dionex) et à la nano-pompe UltimatePlus (LC-Packings) 

La détection LIF (Laser Induced Fluorescence) a été réalisée d’un équipement composé de 

plusieurs éléments. La radiation d’excitation en fluorescence a été obtenue grâce à un laser HeCd de 

longueur d’onde 325 nm, sortie 15 mW (Modèle 3056-M-A02, Melles Griot, Voisins-le-Bretonneux, 

France) couplé à un détecteur Zetalif Evolution (Picometrics, Toulouse, France). Ce système est 

présenté sur la Figure A-1. 

 
Figure A-1 : Détecteur LIF 

3 Montage de préconcentration 

 

Les nano-vannes utilisés dans ce projet de thèse sont des nano-vannes 6-voies à basculement 

manuel (Cheminert nanovolume 6 ports 2 pos 1/32”, manual CN2-4346). Le montage de 

préconcentration présenté dans les Chapitre 4, 5 et 6 est similaire à celui présenté en Figure A-2 

 
Figure A-2 : Photographie d’un montage de préconcentration couplé à la nanoLC
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 Annexe 3 : Procédure d’immobilisation de 
biomolécules 

 

La première étape du protocole consiste à activer un capillaire pendant 16h au glutaraldéhyde 

(10% w/w dans Tampon Phosphate pH 8.0 100 mM), après synthèse in situ du monolithe hybride à 

base de TEOS et d’APTES, au moyen d’un pousse-seringue, la solution de glutaraldéhyde étant 

introduite dans une seringue Hamilton® de 100 µL (sans aiguille) connectée au capillaire. 

 
 

 
Figure A-3 : Montage permettant de percoler les solutions de biomolécules au travers des capillaires monolithiques après 

activation au glutaraldéhyde. (A) Photographie du montage. (B) Schéma de principe du montage. 

 

 

 

(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(B) 
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I.   Immobilisation d’anticorps 

 

La boucle d’injection utilisée a un volume Vboucle de 20 µL. Le tampon délivré par la nano-

pompe est un tampon PBS 10 mM (pH 7,4). Les monolithes en capillaire utilisés (0,1 mm d.i.) pour 

l’immobilisation ont une longueur de 4,5 cm. 

Après activation au glutaraldéhyde, le capillaire est connecté en sortie du montage, tel que 

présenté dans le schéma de la Figure A-3. Un tampon PBS 10 mM (pH 7,4) est percolé pendant 2 à 3 

min au travers du capillaire à un débit de 0,300 µL/min. La solution d’anticorps (1 g/L dans du 

tampon PBS 10 mM (pH 7,4) + 0,1% NaN3) est ensuite injectée via la boucle d’injection (20 µL) du 

montage. Le débit de la nano-pompe est fixé à 0,014 µL/min : la solution d’anticorps est percolée à 

travers le capillaire pendant 24h à température ambiante. Après 24 h, le débit est augmenté à 0,050 

µL/min : le capillaire est rincé à ce débit avec du tampon PBS 10 mM (pH 7,4) pendant 180 min 

(volume total = 9,0 µL). Le capillaire est déconnecté puis rincé successivement, au moyen d’une autre 

nano-pompe, avec du tampon Tris-HCl 0,5 M (pH 8,0) pendant 3h (∼ 20 µL) et du tampon PBS 

contenant 0,2 mg/mL de NaCNBH3  et 0,1% de NaN3 (30 min ∼ 10 µL). Le capillaire est ensuite scellé 

avec des bouchons en silicone et conservé dans ce dernier tampon à 4°C au réfrigérateur avant 

utilisation. 

L’ensemble de ces solutions est collecté en sortie du capillaire grâce à une seringue sans 

piston. Deux solutions différentes sont finalement récupérées avant quantification des anticorps non 

immobilisés : 

- Phase 1 : environ 29 µL : 20 µL de la solution d’anticorps  percolée à travers le capillaire ainsi 

que 9 µL de la solution de rinçage au tampon PBS 10 mM pH 7,4. Evaporation puis reprise 

dans 50 µL d’eau. 

- Phase 2 : environ 30 - 35 µL : Tris-HCl 0,5 mM (pH 8,0) et PBS + 0,2 mg/mL NaCNBH3+0,1% 

NaN3. Evaporation puis reprise dans 50 µL d’eau  

 

II.   Immobilisation d’aptamères 

 

La boucle d’injection utilisée a un volume Vboucle de 60 µL. Le tampon délivré par la nano-

pompe est un tampon phosphate pH 8,0 100 mM. Les capillaires utilisés (0,1 mm d.i.) pour 

l’immobilisation ont une longueur de 10 cm. 

Après activation au glutaraldéhyde, le capillaire est connecté en sortie du montage, tel que 

présenté dans le schéma de la Figure A-3. Un tampon phosphate 100 mM (pH 8,0) est percolé 

pendant 2 à 3 min à travers le capillaire à un débit de 0,300 µL/min. En parallèle, la solution 

d’aptamères (1 g/L dans 200 mM Na2HPO4 et 5 mM MgCl2) est chauffée en parallèle à 90°C pendant 

5 min au bain-marie, laissée à refroidir 20 min à température ambiante puis via la boucle d’injection 



Annexe 3 : Procédure d’immobilisation de biomolécules 

  283 

(60 µL) du montage. Le débit de la nano-pompe est fixé à 0,040 µL/min : la solution d’aptamères est 

percolée à travers le capillaire pendant 25h à température ambiante. Après 25 h, le débit est 

augmenté à 0,200 µL/min : le capillaire est rincé à ce débit avec du tampon phosphate 100 mM (pH 

8,0) pendant 30 min (volume total = 6,0 µL). Le capillaire est déconnecté puis rincé successivement, 

avec une autre nano-pompe, avec du tampon de liaison (BB) contenant 5 mg/mL de NaCNBH3  (3h ∼ 

25 µL) puis du tampon de liaison (BB) (3h ∼ 25 µL). Le capillaire est ensuite scellé avec des bouchons 

en silicone et conservé dans ce dernier tampon à 4°C au réfrigérateur. Avant utilisation, le capillaire 

est rincé avec une phase hydro-organique eau/acétonitrile (70/30) à un débit de 500 nL/min pendant 

20 min (volume total = 10,0 µL).  

L’ensemble de ces solutions est collecté en sortie du capillaire grâce à une seringue sans 

piston. Trois solutions différentes sont finalement récupérées pour quantifier les aptamères non 

immobilisés : 

- Phase 1 : environ 66 µL : 60 µL de la solution d’aptamères  percolée à travers le capillaire 

ainsi que 6 µL de la solution de rinçage au tampon phosphate 100 mM pH 8,0. Evaporation 

puis reprise dans 70 µL d’eau. 

- Phase 2 : environ 50 - 55 µL : BB + 5mg/mL NaCNBH3 et BB. Evaporation puis reprise dans 70 

µL d’eau  

- Phase 3 : environ 20 µL Eau/ACN (70/30). Evaporation puis reprise dans 40 µL d’eau  

 

III.   Immobilisation de pepsine 

 

La boucle d’injection utilisée a un volume Vboucle de 60 µL. Le tampon délivré par la nano-

pompe est un tampon phosphate pH 5,5 100 mM. Les capillaires utilisés (0,1 mm d.i.) pour 

l’immobilisation ont une longueur de 10 cm. 

� Immobilisation en présence de l’agent réducteur dès la percolation des enzymes 

Après activation au glutaraldéhyde, le capillaire est connecté en sortie du montage, tel que 

présenté dans le schéma de la Figure A-3. Un tampon phosphate 100 mM (pH 5,5) est percolé 

pendant 2 à 3 min à travers le capillaire à un débit de 0,300 µL/min. La solution de pepsine (2 g/L 

dans du tampon phosphate 100 mM (pH 5,5) contenant 5 g/L de NaCNBH3) est injectée via la boucle 

d’injection (60 µL) du montage. Le débit de la nano-pompe est fixé à 0,042 µL/min : la solution de 

pepsine est percolée à travers le capillaire pendant 24h à température ambiante. Après 24 h, le débit 

est augmenté à 0,200 µL/min : le capillaire est rincé à ce débit avec du tampon phosphate 100 mM 

(pH 5,5) pendant 30 min (volume total = 6,0 µL). Le capillaire est déconnecté puis rincé 

successivement, avec une autre nano-pompe, avec du tampon Tris-HCl 100 mM pH 4,5 (∼ 30 µL) puis 
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du tampon phosphate 100 mM pH 5,5 (∼ 20 µL). Le capillaire est ensuite scellé avec des bouchons en 

silicone et conservé dans ce dernier tampon à 4°C au réfrigérateur.  

L’ensemble de ces solutions est récupéré en sortie du capillaire grâce à une seringue sans 

piston. Deux solutions différentes sont finalement collectées en sortie du capillaire pour quantifier 

les enzymes non immobilisées : 

- Phase 1 : environ 66 µL : 60 µL de la solution de pepsine percolée à travers le capillaire ainsi 

que 6 µL de la solution de rinçage au tampon phosphate 100 mM pH 5,5. Evaporation puis 

reprise dans 100 µL d’eau. 

- Phase 2 : environ 50 - 55 µL : Tris-HCl 100 mM pH 4,5 et tampon phosphate 100 mM pH 5,5. 

Evaporation puis reprise dans 50 µL d’eau  

� Immobilisation avec réduction ultérieure à la percolation des enzymes 

Le protocole est identique au précédent excepté pour les points suivants : la solution de 

pepsine (2 g/L dans du tampon phosphate 100 mM (pH 5,5)) ne contient pas de NaCNBH3. Après 

rinçage avec le tampon phosphate 100 mM (pH 5,5) (même durée et volume que précédemment), un 

rinçage au tampon phosphate 100 mM (pH 5,5) contenant 5 g/L de NaCNBH3 est réalisé pendant 3 

heures (∼ 20 µL). Les rinçages effectués ensuite sont identiques à ceux du protocole précédent (Tris-

HCl et tampon phosphate).  

Trois solutions différentes sont finalement collectées en sortie du capillaire pour quantifier 

les enzymes non immobilisées : 

- Phase 1 : environ 66 µL : 60 µL de la solution de pepsine percolée à travers le capillaire ainsi 

que 6 µL de la solution de rinçage au tampon phosphate 100 mM pH 5,5. Evaporation puis 

reprise dans 100 µL d’eau. 

- Phase 2 : environ 20 µL : tampon phosphate 100 mM pH 5,5 + 5g/L NaCNBH3. Evaporation 

puis reprise dans 50 µL d’eau. 

- Phase 3 : environ 50 - 55 µL : Tris-HCl 100 mM pH 4,5 et tampon phosphate 100 mM pH 5,5. 

Evaporation puis reprise dans 50 µL d’eau. 

IV. Immobilisation de trypsine 

 

La boucle d’injection utilisée a un volume Vboucle de 60 µL. Le tampon délivré par la nano-

pompe est un tampon phosphate 100 mM (pH 8,0). Le monolithe en capillaire utilisé (0,1 mm d.i.) 

pour l’immobilisation a une longueur de 10,0 cm. 



Annexe 3 : Procédure d’immobilisation de biomolécules 

  285 

Après activation au glutaraldéhyde, le capillaire est branché en sortie du montage, tel que 

présenté dans le schéma de la Figure A-3. Un tampon phosphate 100 mM (pH 8,0) est percolé 

pendant 2 à 3 min au travers du capillaire à un débit de 0,300 µL/min. La solution de trypsine (2 g/L 

dans du tampon phosphate 100 mM (pH 8,0) contenant 50 mM de benzamidine et 5 g/L de 

NaCNBH3) est ensuite injectée via la boucle d’injection (20 µL) du montage. Le débit de la nano-

pompe est fixé à 0,042 µL/min : la solution de trypsine est percolée à travers le capillaire pendant 

24h à température ambiante. Après 24 h, le débit est augmenté à 0,200 µL/min : le capillaire est 

rincé à ce débit avec du tampon phosphate 100 mM (pH 8,0) pendant 30 min (volume total = 6,0 µL). 

Le capillaire est déconnecté puis rincé successivement, au moyen d’une autre nano-pompe, avec du 

tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) pendant 3h (∼ 30 µL) et du tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) 

contenant 10 mM de CaCl2 et 0,1% de NaN3 (∼ 20 µL). Le capillaire est ensuite scellé avec des 

bouchons en silicone et conservé dans ce dernier tampon à 4°C au réfrigérateur avant utilisation. 
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 Annexe 4 : Méthodes d’analyse chromatographique 

 

 

1 Analyse de la MC-LR et de la MC-RR par nano-chromatographie 
liquide couplée à une détection par absorbance UV 

 

Deux chaînes de nano-chromatographie liquide différentes ont été utilisées : un système 

Ultimate 3000 (Thermo Scientific Dionex) équipé d’une pompe DGP-3600 et d’un gestionnaire de 

débit FLM-3100 ainsi qu’un système Ultimate 3000 (Thermo Scientific Dionex) équipé d’une pompe 

NCP-3200RS.  

Chacun de ces systèmes est associé à un détecteur UV différent : un détecteur UltiMate™ UV 

pour la pompe DGP-3600 et un détecteur VWD 3400RS pour la pompe NCP-3200RS. Des cellules de 

détection de 3 nL ont été utilisées avec ces détecteurs. La détection est réalisée à une longueur 

d’onde de 238 nm. 

Les analyses ont été réalisées avec une colonne capillaire Chromolith® CapRod® RP 18 (150 x 0,1 

mm d.i.), en mode isocratique eau/acétonitrile (60/40, v/v) à un débit de 300 nL/min. La colonne 

analytique est thermostatée à 35°C dans un four à colonne. Le volume injecté est de 150 nL avec une 

vanne manuelle.  

 
Figure A-4 : Exemples de chromatogrammes correspondant à l’analyse d’eau pure dopée à 1,25 µg/mL de MC-LR ou MC-RR 

(inj = 150 nL). Nano-pompe analytique utilisée : DGP-3600/FLM-3100. Détection UV 238 nm. 
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2 Analyse des ochratoxines A et B par nano-chromatographie liquide 
couplée à une détection LIF 

 

Deux chaînes de nano-chromatographie liquide différentes ont été utilisées : un système 

Ultimate 3000 (Thermo Scientific Dionex) équipé d’une pompe DGP-3600 et d’un gestionnaire de 

débit FLM-3100 ainsi qu’un système Ultimate 3000 (Thermo Scientific Dionex) équipé d’une pompe 

NCP-3200RS.  

Le détecteur LIF est présentée en Annexe 2. 

Les analyses ont été réalisées avec une colonne Chromolith® CapRod® Capillary RP 18 (150 x 0,1 

mm d.i.) non thermostatée, en mode isocratique eau/acétonitrile (70/30, v/v) à un débit de 500 

nL/min. 

 

 
Figure A-5 : Exemples de chromatogrammes correspondant à l’analyse de tampon de liaison (BB) dopé à 0,8 µg/mL d’OTA 

ou OTB (inj = 250 nL). Nano-pompe analytique utilisée : NCP-3200RS. Détection UV 238 nm. 

 

3 Analyse du Cytochrome C par nano-chromatographie couplée à une 
détection par spectrométrie de masse 

 

3.1 Conditions de séparation 

 

La colonne utilisée pour la séparation des peptides est une colonne EASY-Spray PepMap® 

C18, 3 µm, 100 Å (15 cm x 75 µm d.i.) thermostatée à 30°C avec une phase mobile constituée d’eau 
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et d’acétonitrile acidifiés à 0,1% par de l’acide formique. Le débit de la phase mobile est de 300 

nL/min et le volume d’injection de 250 nL. La séparation est réalisée en mode gradient : 

 
 
 

Temps (min) 
H2O + 0.1% 
HCOOH (%) 

ACN + 0.1% 
HCOOH (%) 

0 98 2 

20 65 35 

22 65 35 

24 98 2 

34 98 2 

 

3.2 Paramètres d’acquisition du spectromètre de masse pour la détection des 

peptides issus de la digestion du cytochrome C 

 

Le spectromètre de masse utilisé est un triple quadrupôle TSQ QuantumTM (Thermo Scientific). 

La source utilisée est une source EASY-SprayTM (Thermo Scientific). 

 
� Paramètres généraux : 

 
• Spray voltage : 1900 V 

• Capillary temperature : 200 °C 

• Collision Pressure : 1.5 mTorr 

• Skimmer offset  : 10 V 

• Scan width m/z :  0.100 

 

� Transitions suivies : 
 

Digestion à la pepsine 

Ion Parent Ion fils EC (V) Tube Lens (V) 

463.4 128.9 27 117 

463.4 425.3 16 117 

421.3 135.7 21 92 

421.3 248.6 15 92 

 
Digestion à la trypsine 

Ion Parent Ion fils EC (V) Tube Lens (V) 

339.7 248.7 20 111 

339.7 401.8 20 111 

736.3 1113.7 20 111 

736.3 286.6 20 111 
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 Annexe 5 : Méthode de dosage des protéines au BCA 

 

La méthode au BCA (Bicinchoninic Acid Assay) est basée sur la 

conversion de l’ion Cu2+ en Cu1+ dans des conditions alcalines. 

Cette réaction est influencée par 4 acides aminés (cystéine, 

cystine, tyrosine, et tryptophane) et par la structure peptidique 

des protéines. La quantité de Cu2+ réduite est proportionnelle à la 

concentration en protéines. L’acide bicinchoninique est un réactif 

chromogène spécifique de l’ion Cu1+. Deux molécules d’acide 

bicinchoninique peuvent réagir avec un ion Cu1+. Ainsi, la quantité 

de Cu2+ réduite peut être déterminée à l’aide d’un 

spectrophotomètre par changement de couleur de la solution en 

violet, qui absorbe à 562 nm. L’absorbance est directement 

proportionnelle à la quantité de protéines présentes dans la solution et peut être estimée par 

comparaison avec une protéine standard (soit la protéine à doser soit une protéine telle que 

l’albumine bovine sérique (BSA)). 

 

Matériel  

 

- BCA protein assay reagents (Pierce, catalog number: 23227) 

- Spectrophotomètre (SpectraMax M2, Molecular Devices) 

- Incubateur (PHMP, Grant Bio) 

 

Procédure 

 

Une gamme d’étalonnage de la protéine considérée est tout d’abord préparée 

(généralement entre 20 µg/mL et 1 mg/mL voire 2 mg/mL). En parallèle, le réactif de travail (WR : 

working reagent) du test BCA est préparé en mélangeant 9,8 mL de Réactif A et 200 µL de réactif B. 

Ce réactif ne peut pas être conservé plus de 24h. 

Dans différents puits d’une microplaque 96-puits, sont introduits :  

- 10 µL de chacun des standards 

- 10 µL d’eau ou tampon phosphate (en duplicat) = blancs 

- 10 µL des échantillons à quantifier (un duplicat est réalisé pour chaque échantillon) 
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100 µL de WR sont ajoutés dans chacun des puits puis la plaque est placée sous incubation à 37 °C 

pendant 30 min avec une agitation à 300 RPM. La plaque est ensuite laissée 5 min à température 

ambiante puis une mesure d’absorbance est réalisée à une longueur d’onde de 490 nm. 

 

Influence de l’agent réducteur NaCNBH3 sur la quantification de la pepsine : 

 

Des gammes d’étalonnages de pepsine dans du tampon phosphate 100 mM (pH 5,5) ont été 

réalisées avec différentes quantités d’agent réducteur NaCNBH3. La concentration maximale en 

NaCNBH3 dans les solutions collectées après greffage, évaporation et reprise dans un volume d’eau 

connu est de 3,0 g/L. Il est visible en Figure A-6 que la présence de NaCNBH3 dans les solutions n’a 

pas d’influence marquée sur la quantification de la pepsine quelle que soit la concentration de cette 

dernière. 

 

Figure A-6 : Absorbance mesurée en fonction de la quantité de pepsine introduite dans un tampon phosphate 100 mM, pH 
5,5. Trois concentrations d’agent réducteur (NaCNBH3) étudiées dans les solutions : 0 g/L, 1,5 g/L, 3,0 g/L.Mesure effectuée 

par la méthode de dosage au BCA. 
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 Annexe 6 : Méthode d’analyse chromatographique 
des aptamères 

 

 

1 Système utilisé 
 

Le système utilisé est une chaîne de chromatographie liquide Agilent 1200 Series équipée d’une 

pompe analytique binaire, d’un passeur d’échantillon, et d’un détecteur d’absorbance UV à barrettes 

de diodes contrôlés par le logiciel Chemstation. 

La séparation est réalisée sur une colonne SymmetryShield RP18 (150 x 2,1 mm, 3,5 µm, Waters) 

placée dans un four à colonne maintenu à 50°C. 

 
2 Conditions analytiques 

 

Une chromatographie de paire d’ions a été utilisée avec un tampon acétate de 

triéthylammonium (0,1 M, pH = 7) comme solvant A et l’acétonitrile comme solvant B. Un mode 

gradient a été utilisé à un débit de 0,2 mL/min, allant de 7% jusqu’à 14,5% de B en 30 min. La 

détection est réalisée à 260 nm. Le volume d’injection est de 25 µL. 

 

 
Figure A-7 : Exemples de chromatogrammes correspondant à l’analyse d’une solution d’aptamères à 1 g/L diluée 400 fois 

par chromatographie de paires d’ions. 
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 Annexe 7 : Préparation des échantillons réels 

1 Préparation des extraits d’algues 
 

Les cultures de cyanobactéries ont été obtenues auprès d’Annick Méjean (Laboratoire 

Charles Friedel, UMR CNRS 7223, ENSCP Chimie ParisTech, Paris, France). La souche utilisée est la 

Microcystis aeruginosa PCC 7806. 

La culture de cyanobactéries est filtrée sur filtre en fibres de verre GF/C. Le filtre est séché à 

40°C pendant 12h. Les microcystines sont extraites par 50 mL de méthanol pur à température 

ambiante, à l’aide d’un bac à ultrasons pendant 10 min. Cette extraction est répétée trois fois. Les 

différentes fractions sont regroupées. L’extrait méthanolique est concentré grâce à un évaporateur 

rotatif. Les deux derniers millilitres restants sont filtrés sur filtre seringue Millex 0,45 µm (Millipore, 

USA). 

20 µL de l’extrait méthanolique obtenu sont évaporés sous azote dans un flacon HPLC de 1,5 

mL puis repris dans 1 mL d’eau. L’extrait aqueux obtenu est noté 2% PCC 7806. 

 

2 Préparation des eaux environnementales 

 

Les eaux environnementales utilisées ont été prévelées sur site en novembre 2012 au moyen 

de flacon de 500 mL. Ces eaux correspondent à : 

- Une eau de lac : Viry-Châtillon, Coordonnées du prélèvement : Latitude 48,669674. 

Longitude 2,382750 

- Une eau de Seine : Viry-Châtillon, Coordonnées du prélèvement : Latitude 48,669561. 

Longitude 2,400710 

De manière à éliminer les particules en suspensions dans ces eaux, ces dernières ont été 

filtrées sur Büchner. 

 

La concentration des eaux a été effectuée comme suit : 4 mL d’eau de lac ont été introduits 

dans un flacon de 5 mL et mis à évaporer sous azote. Lorsque le flacon ne contient plus qu’un peu 

moins de 1 mL, son contenu est transféré, à l’aide d’un pipetman de 1 mL dans un falcon de 1,5 mL 

puis replacé sous évaporation. Enfin, lorsque le contenu du dernier flacon est proche de 200 µL, son 

contenu est transféré au moyen d’un pipetman de 200 µL dans un insert puis replacé sous 

évaporation jusqu’à évaporation complète. Enfin, l’extrait est repris dans 20 µL d’eau. 
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3 Préparation des échantillons de bière 

 

Une bière blonde contenant 4,2% d’éthanol a été choisie. La bière a été préalablement 

refroidie à une temperature de 4°C pendant 30 min de manière à empêcher la formation rapide de 

mousse pouvant conduire à un débordement de l’échantillon dans les étapes suivantes. 30 cL de 

bière refrodie ont ensuite été dégazés dans un bain à ultrasons pendant 3 heures. La bière a ensuite 

été filtrée au travers d’un filter en papier. Un volume connu de cette bière filtré a ensuite été dilué 

une fois dans le même volume de tampon de liaison (BB) pour un obtenir un mélange bière/BB 

(50/50) qui a été dope avec l’OTA à différentes concentrations : 0.1, 0.3, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25 and 1.5 

µg mL-1. 

 

 

 



  
          
294 

 Annexe 8 : Protocoles de digestion en solution 

 

 

 

Les digestions en solution sont menées pendant 16 heures à 37°C avec des volumes de 

solution de 1 mL. 

 

1 Digestion en solution à la pepsine 
 

Toutes les solutions sont préparées dans de l’acide formique à pH 2,0 ou à pH 3,0. 

- Cytochrome c : solution n°1 : 0.1 g/L, solution n°2 : 0.05 g/L 
- Pepsine : solution n°1 : 0.05 g/L, solution n°2 : 0.01 g/L 

 
  Digestion à quantité de pepsine fixée 

C° en CYC 
(µg/mL) 

E/S 
Solution 
de CYC 

Volume de solution 
de CYC (µL) 

Solution de 
pepsine 

Volume de 
solution de 

pepsine (µL) 

Volume de 
HCOOH 

(µL) 

0.5 1/2.5 n°2 10 n°1 12 980 

1 1/5 n°2 20 n°1 12 970 

5 1/25 n°1 50 n°1 12 940 

10 1/50 n°1 100 n°1 12 890 

25 1/125 n°1 250 n°1 12 740 

50 1/250 n°1 500 n°1 12 490 

 
 

  Digestion à rapport E/S fixé 

C° en CYC 
(µg/mL) 

E/S 
Solution 
de CYC 

Volume de solution 
de CYC (µL) 

Solution de 
pepsine 

Volume de 
solution de 

pepsine (µL) 

Volume de 
HCOOH 

(µL) 

0.5 1/2.5 n°2 10 n°2 6 985 

1 1/5 n°2 20 n°2 12 970 

5 1/25 n°1 50 n°1 12 925 

10 1/50 n°1 100 n°1 23 875 

25 1/125 n°1 250 n°1 58 690 

50 1/250 n°1 500 n°1 117 385 
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2 Digestion en solution à la trypsine 
 

Toutes les solutions sont préparées dans du tampon Tris-HCl (50 mM), CaCl2 (10 mM), pH 8,0. 

- Cytochrome c : solution n°1 : 0.1 g/L, solution n°2 : 0.05 g/L 
- Trypsine : solution à 0.01 g/L 

 

C° en CYC 
(µg/mL) 

E/S 
Solution 
de CYC 

Volume de solution 
de CYC (µL) 

Volume de 
solution de 

trypsine (µL) 

Volume de 
tampon 

(µL) 

0.5 1/2.5 n°2 10 40 950 

1 1/5 n°2 20 40 940 

5 1/25 n°1 50 40 910 

10 1/50 n°1 100 40 860 

25 1/125 n°1 250 40 810 

50 1/250 n°1 500 40 710 
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  Annexe 9 : Rapports MASCOT 

1 Rapport MASCOT obtenu après digestion à la pepsine de 1 mg/mL de 
cytochrome C en solution puis dilution au vingtième. 
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2 Rapport MASCOT obtenu après digestion trypsique de 1 mg/mL de 
cytochrome C en solution puis dilution au vingtième. 
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