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Résumé des travaux de these

1 Introduction

Développés pour améliorer la santé humaine et le bien-étre, les composés pharmaceutiques
ne sont pas totalement éliminés des eaux usées par les stations d’épurations et retournent
dans l'eau environnementale. Ills sont désormais considérés comme des polluants

émergeants des eaux, avec un risque méconnu sur I’environnement et la santé humaine [1].

Ces composés peuvent avoir une activité biologique a des concentrations de 'ordre du ng/L
[2], il faut donc des méthodes analytiques suffisamment sensibles pour les détecter a I'état
de traces. Actuellement, les méthodes analytiques utilisées permettent d’atteindre des
limites de détection de I'ordre du ng/L voire inférieures mais comprennent plusieurs étapes
dissociées et des équipements lourds. L’apparition de biocapteurs ou de méthodes utilisant
des ligands sélectifs des cibles a analyser permet de simplifier 'analyse, sans pour autant

atteindre des limites de détection comparables a celles des méthodes analytiques classiques.

La miniaturisation de ces chaines analytiques est un enjeu essentiel pour développer des
systemes transportables pour l'analyse sur site. L’intégration des différentes étapes
analytiques, du prétraitement a la détection, au sein de systemes microfluidiques est une
voie prometteuse pour obtenir des systémes sensibles, permettant une détection rapide a
moindre colt, avec une consommation d’échantillon et de solvant réduites. Cependant,
plusieurs problématiques apparaissent avec le format microfluidique. Entre autres, des
traitements de la surface des microcanaux sont nécessaires pour éviter I'adsorption de
composés sur les parois et controler les écoulements, et la sensibilité de détection est

souvent limitée.

Aprés un état de l'art des méthodes utilisées dans I'analyse environnementale pour la
guantification de traces ainsi que de I'intérét des aptameres, ligands sélectifs potentiels pour
ces analyses, et de la microfluidique pour développer de nouvelles méthodes, nous
présenterons la stratégie envisagée pour la conception d’'un microsysteme analytique
permettant de détecter et quantifier des composés pharmaceutiques a I'état de traces, ainsi
qgue les différentes voies de fonctionnalisation développées pour répondre aux différentes

problématiques.
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2 Etat de P’art

L’état de I'art est présenté dans le premier chapitre. Il est constitué de 3 parties, traitant des
méthodes analytiques pour la détection et la quantification des composés pharmaceutiques
a I'état de traces, d’une présentation des aptameéres, ligands sélectifs potentiels, et de leurs
applications dans le domaine de I'analyse environnementale, et de I'intérét des systémes
microfluidiques pour développer des laboratoires sur puce pour analyse de traces

(Chapitre 1).

2.1 Analyse de traces de produits pharmaceutiques en milieux aqueux

La majorité des méthodes utilisées pour I'analyse de traces de composés pharmaceutiques
nécessite des chaines analytiques lourdes avec des appareils colteux pour atteindre une
sensibilité nécessaire a I'analyse d’échantillons réels. Ces méthodes integrent généralement
plusieurs étapes successives : une étape de prétraitement, une étape de séparation par
chromatographie (liquide ou gazeuse) ou électrophorése capillaire, et enfin une étape de

détection.

La méthode de prétraitement la plus répandue est I'extraction sur phase solide (SPE pour
solid phase extraction) [3]. En SPE, I’échantillon est passé a travers une cartouche contenant
une phase solide sur laquelle vont s’adsorber les composés d’intérét, ce qui permet de les
concentrer et de les extraire des autres composés de la matrice. Les composés adsorbés sont

élués de la colonne a I'aide de solvants et récupérés pour la suite de I'analyse.

Une étape de séparation par chromatographie ou électrophorése est ensuite appliquée. La
chromatographie liquide est la plus répandue et permet d’analyser plusieurs dizaines de
composés simultanément [4-6]. La chromatographie gazeuse est également utilisée, mais
nécessite une étape de dérivation pour les composés non volatils, compliquant la procédure
analytique [7-9]. Enfin, I’électrophorese a été appliquée a I'analyse de traces. Elle ne permet
pas I'analyse simultanée d’autant de composés que les méthodes chromatographiques, mais
elle offre en général une analyse plus rapide, et des méthodes de préconcentration

électrophorétiques in situ peuvent étre mises en place et améliorer la sensibilité [10-13].

Enfin, les composés sont détectés a 'aide de différentes techniques couplables avec les

méthodes séparatives. La détection la plus simple a mettre en place est la détection par
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spectroscopie UV-visible, les appareils de chromatographie ou d’électrophorese intégrant le
plus souvent ce type de détecteur. Cependant, elle n’offre pas en général une sensibilité
suffisante pour I'analyse de composés a I'état de traces, et le recours a la spectrométrie de
masse est nécessaire pour atteindre des limites de détection de I'ordre du ng/L, ce qui

demande un appareillage nettement plus colteux.

La dissociation des différentes étapes analytiques nécessite une manipulation des
échantillons entre les étapes et entraine un risque d’erreur, dii @ une contamination ou a
une perte de matiere. De plus, les systémes de détection utilisés tels que les spectromeétres

de masse sont difficilement transportables, et ne sont donc pas adaptés a I’analyse sur site.

Pour pallier ces problémes, des biocapteurs ont été développés, utilisant notamment des
anticorps pour capter les cibles d’intérét, la reconnaissance de la cible par I'anticorps
induisant un signal mesurable permettant de détecter et quantifier la cible [14]. Cependant,
ces biocapteurs offrent des limites de détection allant généralement du pg/L au mg/L et
nécessitent encore des développements pour atteindre des sensibilités de I'ordre du ng/L
comparables aux chaines analytiques classiques. De plus, les anticorps présentent certains
inconvénients notamment en termes de stabilité thermique, ce qui pose probléme dans le

développement de biocapteurs transportables sur le terrain.

2.2 Intérét pour les aptameéres en chimie analytique

Les aptaméres apparaissent comme une alternative intéressante aux anticorps pour le
développement de biocapteurs [15]. Ces oligonucléotides de plusieurs dizaines de bases,
sélectionnés pour leur affinité envers une cible a partir d’'une banque d’oligonucléotides
synthétiques, présentent en effet de nombreux avantages par rapport aux anticorps,

résumés dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Comparaison des propriétés des anticorps et des aptameéres [15, 16]

Paramétre Anticorps Aptaméres
Production in vivo (animaux Sélection in vitro puis
ou lignées cellulaires) production par synthese

chimique
» Long, colteux = Rapide, faible coit
Production = Purification difficile = Pureté élevée (conditions
dénaturantes)
» Cibles immunogénes = Tout type de cibles
» Variation de Uaffinité = Reproductibilité d’un lot
d’un lot a I'autre a l'autre
Stabilité a long terme :
el Sensibilit€ a la température (ransport a température
Stabilité p L . . L
(dénaturation irréversible) ambiante, régénération
facile et rapide
e L Diminution ou perte Conservation de [ affinité
Modifications Sy - . ~Ontrd
.. d’affinité possible lors du (contrble de la position de
chimiques

marquage

la modification)

Non modifiables

Modifiables en fonction du

Parameétres cinétiques procédé SELEX employé

Plusieurs méthodes analytiques ont été développées en utilisant des aptameres pour
détecter des cibles environnementales variées (de I'ion a la bactérie), et ont été validées
dans des matrices environnementales. Ces méthodes permettent une analyse rapide
(quelques dizaines de minutes) et suffisamment sensible pour permettre la détection de

composés en dessous des normes environnementales qui sont de I'ordre du pg/L [16, 17].

Pour obtenir des méthodes plus sensibles, les stratégies utilisées pour les biocapteurs
peuvent étre couplées avec des étapes de prétraitement/préconcentration et de séparation

a l'intérieur de systemes miniaturisés d’analyse totale a I'aide de la microfluidique.

2.3 Les systemes microfluidiques et leur application a ’analyse

environnementale

La microfluidique apparait comme un outil puissant pour développer des systémes
miniaturisés permettant une analyse sur site rapide, sensible et a colt réduit, de facon
portable, avec des volumes d’échantillon et de solvant réduits [18]. Les systémes
microfluidiques permettent d’intégrer les différentes étapes d’analyse au sein d’un systéeme

miniaturisé facilement transportable et utilisable. Plusieurs systemes microfluidiques ont été
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utilisés pour la détection de polluants et notamment de composés pharmaceutiques dans
des matrices environnementales (eaux de surface), en intégrant des immunocapteurs [19-
21] ou des méthodes de séparations électrophorétiques [22-24] couplées a des techniques

de détection optiques ou électrochimiques.

Les premiers systemes microfluidiques ont été fabriqués en verre ou en silicium [25], mais ils
sont peu a peu remplacés par des matériaux polymeres, offrant des méthodes de

microfabrication plus simples et a moindre co(t.

Malgré de nombreux avantages, il faut prendre en compte les problématiques inhérentes au
format microfluidique. Tout d’abord, la sélectivité et la sensibilité de I'analyse doivent étre
conservées pour atteindre des performances rivalisant avec les chaines analytiques
classiques. De plus, les analytes cibles ainsi que d’autres entités présentes dans I’échantillon
peuvent s’adsorber sur les parois du microcanal. Enfin, les flux a I'intérieur du microcanal
doivent étre controlés. Des traitements de surface sont nécessaires pour répondre a ces
problématiques et garantir une analyse fiable. Les méthodes de fonctionnalisation doivent
étre adaptées au matériau utilisé pour la fabrication du microsystéme, notamment a sa

réactivité de surface.

Ces différentes problématiques expliquent en partie que malgré le développement de
différents systémes analytiques miniaturisés, peu de microsystemes d’analyse totale
permettant I'étude directe d’échantillons réels ont été réalisés. Généralement, I'utilisation
de microsystemes pour l'analyse d’échantillons complexes requiert une étape de

prétraitement et de préconcentration externe pour obtenir une sensibilité suffisante.

3 Stratégie

Notre stratégie consiste a développer un microsystéme intégrant la totalité d’une chaine
analytique tout en conservant un design assez simple pour faciliter la microfabrication et
I'utilisation, dont le schéma est présenté en Figure 1. Un des verrous le plus important au
développement de microsystéemes d’analyse totale est la préconcentration des composés
cibles, particulierement dans le cas de l'analyse de traces, dans laquelle un volume
d’échantillon important doit étre analysé pour atteindre des quantités de composés cibles

mesurables.
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Concentration ) )
Injection . . Detection
Séparation
Echantillon Fluorescence Electrochimie
Zonede Electrode de
préconcentration travail
— I—
Electrode de
Electrolyte Contre- vFérence
électrade
| \
N _/

Figure 1 : Schéma du microsystéme d’analyse totale envisagé, intégrant une zone de préconcentration contenant des

ligands sélectifs.

Un des points clés de notre systeme est l'intégration d’'une zone de préconcentration a
I'intérieur du microcanal dans laquelle sont immobilisés des ligands sélectifs a la cible. Cette
zone permet d’extraire le composé cible du reste de I’échantillon et de le préconcentrer. La
cible sera ensuite éluée de la zone de préconcentration et entrainée sous flux maitrisé dans
le canal jusqu’a la zone de détection, pour une quantification par une méthode sensible,
telle la détection par fluorescence ou I’électrochimie. La région de préconcentration doit
étre bien définie et les composés cibles doivent étre libérés rapidement pour limiter la

diffusion et garder les analytes cibles dans une bande bien définie pour la détection.

Un autre aspect original de ce microsysteme est |'utilisation d’aptameres comme ligands
sélectifs dans la zone de préconcentration. Malgré de nombreux avantages tels qu’une
grande stabilité, une spécificité importante et une forte affinité pour leur cible, peu de
véritables applications dans des systémes miniaturisés pour I'analyse sur site ont été

rapportées.

Afin de répondre aux différentes problématiques, deux voies ont été étudiées dans ce
travail, (1) une fonctionnalisation de la zone de préconcentration par immobilisation d’un

ligand a la surface du matériau, (2) I'intégration du ligand dans une phase sol-gel.

Concernant la premiére voie, deux types de fonctionnalisation de surfaces doivent étre

effectués dans le microcanal :
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e Une fonctionnalisation locale pour greffer les aptaméres dans la zone de
préconcentration
e Un traitement global du reste des parois du canal pour éviter I'adsorption et

controdler les écoulements.

Les méthodes de fonctionnalisation utilisées doivent étre compatibles avec la réactivité de
surface des matériaux utilisés pour la fabrication du microsysteme. Le copolymeére d’oléfine
cycliqgue (COC pour cyclic olefin copolymer) et un polymere fluoré composé de
tétrafluoroéthyléne, d’hexafluoropropyléne et de fluorure de vinylidéne (THV) ont été
sélectionnés pour leur excellente inertie chimique et leurs propriétés optiques intéressantes.
IIs présentent en effet une transparence proche du verre, résistent a la plupart des solvants
et aux pH extrémes et peuvent étre produits a faibles colts. Leur faible réactivité de surface
est un avantage en termes de résistance chimique, mais c’est un inconvénient pour la
fonctionnalisation car ils ne présentent pas de groupements fonctionnels facilement
dérivables a leur surface, ce qui rend leur modification par réaction chimique tres difficile.
De nouvelles méthodes ont donc été développées durant ce travail pour fonctionnaliser ces
matériaux, basées sur une combinaison de procédés plasma ou électrochimique avec une
réaction de chimie «click », la cycloaddition de Huisgen entre un alcyne et un azoture

catalysée par le cuivre (CuUAAC) [26]. Ces méthodes sont présentées dans la Figure 2.

‘ Carbonisation |

l

Substrat localement conducteur

l

‘ Réduction d’un sel de diazonium N, ‘

l l

‘ Click globale ‘ - ‘ Click localisée Réaction de
l click localisée

Polyméres avec divers propriétés (charge, Ligand spécifique et sélectif pour

hydrophobie) pour limiter I'adsorption et I’extraction et la préconcentration de la
controler les écoulements cible

Substrat Substrat

Figure 2 : Schéma des différentes voies de fonctionnalisation développées
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Dans un premier temps, un procédé plasma a été utilisé pour introduire des groupements
bromés sur la totalité de la surface du matériau, qui vont servir de point d’ancrage pour
I'immobilisation du ligand. Les groupements bromés sont ensuite substitués par des
groupements azoture, et la réaction de CUAAC est effectuée, permettant de fonctionnaliser

la surface du COC ou du THV avec un ligand contenant un alcyne terminal (Chapitre I1).

Dans une seconde étude, une méthode électrochimique a été développée pour
« carboniser » localement le matériau, afin de générer le greffage local d’aptameére sur le
matériau. La carbonisation confére localement des propriétés de conducteur, permettant le
greffage d’un sel de diazonium contenant un groupe azoture sur lequel est effectuée la

réaction de chimie click pour greffer le ligand sélectif (Chapitre lll).

Concernant la deuxiéme voie, la possibilité d’encapsuler les aptameres dans une phase de
silice par une méthode sol-gel, permettant ainsi d’augmenter la densité de ligands dans la
zone de préconcentration et d’améliorer son rendement, a été étudiée. Les résultats

préliminaires seront présentés.

4 Résultats

4.1 Fonctionnalisation du COC et du THV par voie plasma (Chapitre II)

Dans une premiére étude, nous avons utilisé un dépot plasma afin de greffer des ligands sur
toute la surface de plaques de COC ou de THV. Cette méthode comporte 4 étapes, décrites

dans la Figure 3.

R R R
N N N
Br Br Br Ny Ny N, N~;§ N~;§ N~§
Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4
——> | Substrat | ———> | Substrat |———> | Substrat | ———> | Substrat
Prétraitement /\/ NaN, R—=CH
au plasma Ar Br Cu(l)

Figure 3 : représentation schématique des étapes du procédé de traitement des matériaux COC et THV par plasma et

chimie « click ».
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La premiere étape consiste a prétraiter le COC ou le THV par un plasma d’argon pour le
nettoyer des contaminants présents a leur surface [27, 28]. La piece de COC ou de THV est
placée dans un réacteur sous vide dans lequel est introduit de I'argon. Une décharge est
ensuite appliquée, pour ioniser le gaz dans I'enceinte, créant un plasma. Les électrons
présents dans le plasma bombardent la surface du matériau et enlévent les contaminants a
sa surface. La Figure 4 présente des mesures d’angles de contact effectuées en déposant une
goutte d’eau sur la surface du COC avant et apres prétraitement. L’angle de contact de 90°
avant prétraitement chute a 35° aprés prétraitement. Le prétraitement rend donc le COC
plus hydrophile, grace a I'incorporation de groupes fonctionnels contenant de I'oxygéne a sa
surface [29, 30]. La présence d’oxygene peut étre due a de I'air résiduel présent dans le
réacteur ou a des réactions avec |'oxygene de I'air lorsqu’on sort le matériau prétraité de

I’enceinte sous vide [30, 31].

La deuxiéme étape consiste a incorporer des fonctions bromées a la surface du matériau en
utilisant un dép6t plasma. A la fin du prétraitement, un précurseur contenant du brome
(1-bromopropane) est introduit dans le réacteur, avec de I'argon. La décharge plasma
conduit a la fragmentation du précurseur et crée des radicaux qui réagissent avec ceux créés
a la surface du matériau par plasma et permet de greffer des dérivés bromés a la surface du
COC et du THV. Le temps de dépbt et la puissance plasma lors de cette seconde étape ont

été optimisés pour obtenir des dépots homogéenes et stables.

La présence de ce dép6t bromé a la surface des matériaux a été validée par différentes
méthodes. Tout d’abord, la présence d’'un dépot a été confirmée par angle de contact, en
déposant une goutte d’eau a la surface. Les résultats sont présentés en Figure 4 dans le cas
du COC, pour différentes puissances de décharge plasma et un temps de traitement fixe (10
minutes). On observe que I'angle de contact du COC, qui a diminué de 90 a 35° lors du
prétraitement, augmente jusqu’a pres de 90° (88,5 + 1.7° pour 60 W), indiquant qu’un dépot
hydrophobe se forme lors du traitement par plasma bromé. L'angle de contact maximum
observé pour une décharge de 60 W montre que le dép6t est moins important lorsqu’une
puissance inférieure est utilisée, et que les puissances supérieures modifient les propriétés
du dépot a cause d’un effet abrasif du plasma [30, 31]. La stabilité du dépot apres rincage a
été évaluée, ainsi que la stabilité lors du stockage a I'air ambiant. Aucun changement

significatif de I'angle de contact n’a été mesuré, indiquant que le dép6t bromé adhére de

23



Résumé des travaux de these

maniére stable sur la surface du matériau. Des résultats similaires ont été obtenus pour le

traitement du THV.
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Figure 4 : Effet de la puissance de décharge plasma lors du dépot bromé sur I'angle de contact d'une goutte d'eau sur la
surface du COC (n =3). Les paramétres de prétraitements a I'argon sont fixes (20 W, 5 min, débit d’argon de 75 sccm et
pression initiale de 0,3 mbar). Pour le traitement par plasma bromé, la puissance varie de 20 W a 100 W, les autres

parameétres étant constants (10 min, débit d’argon de 75 sccm et pression initiale de 0,3 mbar)

L’étude de I'angle de contact prouve qu’un dépbt a été effectué sur la surface du matériau,
cependant il est nécessaire de vérifier que ce dépbt contient bien des fonctions bromées.
Pour cela, des expériences de spectroscopie de photoélectrons X (XPS pour X-ray
photoelectron spectroscopy) ont été menées. Le Tableau 2 montre les pourcentages
d’atomes de brome, de carbone et d’oxygene obtenus pour des conditions de dépbt

optimisée sur le COC (60 W, 10 min).

Apres traitement par le plasma contenant le précurseur bromé, la concentration moyenne
de brome a la surface du COC est de 8,7 %, et la concentration moyenne de brome par
rapport a celle de carbone est de 11,4 %. Ces résultats montrent qu’'une proportion

significative d’atomes de brome est présente dans le dép6t a la surface du matériau. De plus,
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la diminution de la concentration en atomes de carbone en surface confirme la présence
d’un dépobt a la surface du COC. Quant a I'augmentation de la concentration d’oxygene, elle
peut provenir d’oxygene résiduel présent dans le réacteur plasma ou d’une incorporation
lors du stockage a I'air aprés le dépot plasma, a cause d’une réaction de I'oxygene de I'air
avec des radicaux encore présents a la surface du matériau. Des résultats similaires ont été

observés sur le THV.

Tableau 2 : Composition élémentaire de la surface du COC déterminée par XPS, avant et aprés dépot de dérivés bromés
par plasma. Parametres plasma : puissance de la décharge plasma = 60 W, temps de dépot = 10 min, débit d’argon = 75

sccm, pression initiale = 0.3 mbar.

Echantillon C (%) 0 (%) Br (%)
COC non modifié 86,7 11,4 -
COC modifié par dépot bromé 75,4 15,4 8,7

La troisieme étape consiste a substituer les groupements bromés par des groupements
azoture en faisant réagir les groupements bromés avec de I'azoture de sodium, pour pouvoir
ensuite mettre en ceuvre une réaction de chimie « click ». Le remplacement des fonctions
brome par des fonctions azotures peut étre évalué par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier en utilisant la technique de réflexion totale atténuée (FTIR-ATR pour
Fourier transform infrared spectroscopy — Attenuated total reflection). La Figure 5 présente
le spectre FTIR-ATR du COC traité par plasma bromé puis substitué par des groupements
azotures (ligne en pointillés) aprés soustraction du spectre mesuré sur le matériau avant
traitement. On observe |'apparition d’'une bande caractéristique des groupes azotures a

2100 cm?, ce qui prouve que les groupements bromes ont été substitués par des azotures.
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Figure 5 : Spectre FTIR—ATR de la surface du COC aprés modification avec les groupements azotures (ligne pointillée) et
réaction de CuAAC avec le fluorophore modele (ligne continue). Fluorophore utilisé : acétylene-fluor 488 (insert). Le

spectre de la surface du COC non modifié a été soustrait.

La preuve de concept de la derniére étape consiste a faire réagir des groupements azotures
de la surface avec un fluorophore portant un groupement alcyne terminal, en utilisant la
réaction de cycloaddition de Huisgen catalysée par le cuivre [26]. Afin de valider notre
approche, un fluorophore modeéle contenant un groupement alcyne a été choisi, I’Acetyléne-
fluor 488 (Figure 5, insert). Le greffage du fluorophore peut étre caractérisé par FTIR-ATR
(Figure 5, ligne continue) et par microscopie de fluorescence. Le spectre FTIR-ATR montre
une diminution de 70% de la bande azoture (2100 cm™) indiquant la conversion d’une part
importante des azotures en cycle triazole suite a I'immobilisation du fluorophore par la
réaction de CuAAC. Le spectre montre également la présence de plusieurs bandes
caractéristiques de la présence d’amines primaire et/ou secondaires (3300 cm), de
groupements carbonyles (1744 cm), amines et amides (1680-1550 cm™), concordants avec

I'immobilisation du fluorophore sur la surface du COC.

La microscopie de fluorescence a également été utilisée pour caractériser la surface et

prouver le greffage du fluorophore. La Figure 6 présente les images obtenues en
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fluorescence avant (Figure 6.a) et aprés I'étape de greffage du fluorophore sur le COC (Figure
6.b). Ces images montrent une fluorescence homogene et plus importante aprées le greffage
du fluorophore, confirmant la fonctionnalisation de la surface du matériau. Lorsque I'étape
de CuAAC est réalisée sur un matériau non traité ou en l'absence de Cu(l), aucune
augmentation de lintensité de fluorescence n’est observée, démontrant ['absence

d’adsorption non spécifique sur la surface du COC.

(a) €OC non modifié (b) COC modifié avec AF
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Figure 6 : Images de microscopie de fluorescence en fausses couleurs montrant (a) la surface du COC non modifiée et (b)
la surface du COC ayant subi toutes les étapes de modification (plasma, substitution par des fonctions azotures et
réaction de chimie click avec le fluorophore modeéle). (c) Gain de fluorescence aprés la réaction de CuAAC pour

différentes puissances de décharge plasma.

La Figure 6.c montre le gain de fluorescence, c'est-a-dire la proportion d’augmentation de la
fluorescence aprés greffage, pour différentes puissances de plasma allant de 20 W a 100 W
(étape de dépot de brome). On observe un gain variant de 3 % a 20 % en fonction de la
puissance, avec un maximum a 60 W. Ce résultat confirme qu’une puissance de 60 W est

optimale pour le dépot bromé et pour sa réactivité.
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Ces résultats démontrent la possibilité de greffer un fluorophore sur les surfaces de COC et
de THV de fagon robuste et homogene a l'aide d’un dépdt de dérivés bromés par voie
plasma. Ce procédé peut étre appliqué pour introduire des groupements fonctionnels variés
a la surface de ces matériaux, comme par exemple des groupements polyéthylene glycol
permettant de limiter I'adsorption a leur surface. Cette nouvelle approche offre un moyen
de fonctionnalisation simple et de nouvelles perspectives dans le développement de

microsystémes analytiques en COC et THV.

4.2 Fonctionnalisation par voie électrochimique (Chapitre I1I)

La méthode de dépot par plasma permet de fonctionnaliser la surface entiere d’'une plaque
de THV, cependant elle n’est pas adaptée au greffage localisé de ligands sélectifs, essentiel
pour le développement du microsysteme analytique souhaité. Un second procédé a donc été
développé, basé sur une réduction électrochimique suivie d’une réaction de chimie click. La
réduction électrochimique est effectuée a I'aide d’'un microscope électrochimique a
balayage (SECM pour Scanning electrochemical microscope) permettant d’appliquer un
potentiel a la pointe d’'une ultramicroélectrode (UME) déplacée le long de la surface d’un
substrat, tout en contrélant la distance UME/substrat. Le SECM est particulierement adapté
a la fonctionnalisation locale car il permet de générer des espéces réactives a la pointe de
I'UME, qui réagissent avec le matériau sous-jacent uniquement au voisinage de 'lUME [32-
36]. Par exemple, il a été démontré que le SECM permet la réduction localisée de
fluoropolymeres tels que le Téflon en générant un radical anion a partir d’'un médiateur
redox. La zone réduite a ensuite été décorée avec des métaux [37], des molécules

organiques [38] ou des polyméres [39].

Nous avons appliqué une méthode similaire de réduction au matériau THV pour greffer dans
un premier temps un fluorophore modele sur une plaque de THV, puis dans un deuxiéme
temps un aptamere sélectif au diclofénac, polluant émergent des eaux, dans un microcanal
de THV. Les différentes étapes sont schématisées dans la Figure 7. Le déplacement de la
pointe au cours de la réduction locale du matériau permet la création de motifs sur la

surface.
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(a)

Pointe SECM
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« click » avecun . /
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Figure 7 : Stratégie utilisée pour la modification locale de Dyneon THV en trois étapes.

La réduction locale de la surface du THV arrache les groupements fluorés du matériau,
entrainant sa carbonisation, visible a I'ceil nu et au microscope, comme pour les autres
fluoropolymeéres. Les parameétres de carbonisation ont été optimisés, en termes de distance
UME/substrat, et de vitesse de déplacement de la pointe, en utilisant comme médiateur le
2,2’-bipyridyl et une UME en platine de 25 um de diametre. La Figure 8.A présente les traits
résultants de la carbonisation de plaques de THV, obtenus en déplacant 'UME le long de la
surface a différentes vitesses, de 1 a 3 um/s. On observe que la largeur des lignes diminue
lorsque la vitesse augmente pour une distance UME/substrat constante. Cette diminution
est due au fait que lorsque I'électrode est déplacée plus lentement, une plus grande
guantité de radicaux anions est créée a la pointe de I'UME, résultant en une surface
carbonisée plus importante. Il est a noter que la carbonisation peut perdurer environ 1 a 2

jours, mais au-dela une oxydation de la surface carbonisée se produit.
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Figure 8 : (A) Image en lumiére blanche des traits carbonisés par réduction du THV avec une solution de 2,2’-bipyridine
dans du DMF. L'UME est déplacée a une vitesse 3, 2 et 1 um/s et a une distance correspondant a ir/ir = 0,5 (lignes 1, 2
et 3 respectivement. (B) Image de fluorescence aprés immersion de la surface carbonisée sans une solution de 4-
azidobenzene diazonium a 5mM. (C) Image de fluorescence apreés la réaction de CuUAAC avec le fluorophore contenant un

alcyne.

La surface carbonisée est ensuite immergée dans une solution de 4-azidobenzenediazonium
(pendant 1h), pour permettre son greffage spontané, permettant l'incorporation de
fonctions aryl-azoture sur les zones carbonisées [38, 40]. La derniere étape consiste a faire
réagir les azotures présents a la surface avec |'acétyléne fluor 488, un fluorophore
comportant un alcyne terminal via la réaction de CuAAC (durée de la réaction : 15h). Le
greffage du fluorophore nous permet de caractériser la surface par microscopie de
fluorescence. La Figure 8.B montre une image de microscopie de fluorescence aprés la
carbonisation (étape 1) et le greffage des fonctions azoture (étape 2) et la Figure 8.C une
image de la méme zone aprés la réaction de chimie click (étape 3). On observe apres I'étape
3 une augmentation de la fluorescence de 45%, uniquement sur les traits carbonisés. Ce
résultat valide la procédure d’immobilisation localisée du fluorophore sur les zones

carbonisées. La stabilité de la modification a été évaluée en ringant la plaque dans un
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mélange d’eau et d’éthanol aux ultrasons, aucun changement significatif de la fluorescence

n’a été observé.

La méme procédure a été appliquée a la modification d’'un canal de THV. La Figure 9
présente les images de fluorescence d’un canal carbonisé avant (Figure 9.A) et apres avoir
réalisé I"’étape de chimie click (Figure 9.B). On observe, comme dans le cas des plaques, que
le fluorophore se greffe uniguement le long des traits carbonisés. La carbonisation a été
réalisée a deux vitesses de balayage et a deux distances UME/substrat différentes. Comme
dans le cas de la carbonisation de plaques, pour une distance donnée, I'augmentation de la
vitesse donne des traits plus fins. La diminution de la distance électrode/substrat résulte
également en des traits plus fins car lorsque I'électrode s’approche de la surface, le céne de

diffusion des radicaux anions couvre une surface plus étroite.

. | 255

lq 191

128

Figure 9 : (A) Image de fluorescence du canal apreés carbonisation et greffage du 4-azidobenzéne diazonium. (B) Image de
fluorescence apres la réaction de chimie click avec un fluorophore portant un alcyne. Le motif 1 a été obtenu en
déplagant I'électrode a une vitesse de 3 um/s a une distance correspondant a ir/ir« = 0.5, le motif 2 a une vitesse de

1 um/s et une distance de it/ir = 0.5 et le motif 3 a une vitesse de 3 um/s et une distance de ir/ir« =0.25
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Enfin, la possibilité de greffer des biomolécules dans un canal en THV en utilisant cette
méthode a été démontrée a I'aide d’un aptameére de 75 bases sélectif au diclofénac. La
Figure 10 montre que comme dans le cas du fluorophore, I'aptameére se greffe uniquement
sur les traits carbonisés. Le greffage est stable, résistant aux rincages multiples et aux

ultrasons.
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Figure 10 : (A) Image de fluorescence du microcanal aprés carbonisation et greffage du 4-azidobenzéne diazonium. (B)
Image de fluorescence apreés la réaction de CUAAC avec un aptameére contenant un groupement alcyne et un fluorophore.
Les trois motifs carbonisés ont été obtenu en déplagant I'électrode a une vitesse de 1 um/s et a une distance

correspondant a ir/ir« = 0.4.

Ces résultats démontrent la possibilité de greffer des biomolécules ainsi que d’autres
composés de fagon localisée a la surface de canaux en THV a l'aide du SECM. Les dimensions
des zones modifiées peuvent étre controlées en ajustant la distance électrode/substrat, la
vitesse de déplacement de ['électrode et également la taille de [I'électrode. Cette

méthodologie de modification, qui peut étre appliquée a d’autres polymeres fluorés, peut
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permettre d’intégrer dans un microcanal une zone localisée de quelques dizaines de pum
contenant des aptameéres pour la préconcentration d’une cible et son extraction du reste de
I’échantillon, une étape de prétraitement essentielle dans le développement de

microsystemes d’analyse totale.

4.3 Encapsulation d’aptaméres par méthode sol-gel (Chapitre IV)

Une derniere méthode a été développée pour I'encapsulation d’aptameres dans un gel de
silice au sein d’un microcanal, a I'aide d’un procédé sol-gel. Le procédé sol-gel permet la
formation d’une phase solide (le « gel») a partir d’'une solution colloidale (le « sol ») [41],
grace a une succession de réactions d’hydrolyse et de polymérisation entre les molécules
présentes dans le « sol », comme décrit dans la Figure 11 dans le cas de 'orthosilicate de

tétraéthyle (TEOS).

5
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Figure 11 : Principe de polymérisation du TEOS
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Ce procédé a été largement utilisé ces dernieres années pour I'encapsulation de
biomolécules, essentiellement des protéines, grace aux conditions de polymérisation douces
qui ne les dégradent pas [42]. Le gel crée un réseau 3D qui piege les biomolécules et
augmente leur densité pour un volume donné. De plus, I'encapsulation permet également
de les protéger de la dénaturation en limitant la diffusion de contaminants externes qui
pourraient les dégrader et en limitant leurs mouvements ce qui évite des déformations
structurelles irréversibles. Enfin, I'activité des biomolécules encapsulée est généralement
préservée : les enzymes conservent leur réactivité pour leur cible et les anticorps gardent

leur affinité pour leur antigéne [43].

Le procédé sol-gel a été utilisé dans des applications microfluidiques. L’encapsulation
d’enzymes a l'intérieur de microcanaux permet de créer des microréacteurs, notamment

pour la digestion trypsique de protéine, une méthode trés utilisée pour la protéomique [44].

Plusieurs études ont montré la possibilité d’immobiliser des aptaméres dans une phase sol-
gel [45-47]. Dans cette étude, nous avons développé un procédé d’encapsulation des

aptameres dans un microsysteme hybride verre/PDMS contenant un microcanal de 0,2 L.

Afin de réaliser cette opération d’encapsulation, les aptameéres sont ajoutés a la solution de
précurseur sol-gel avant polymérisation. Le mélange est ensuite introduit dans le microcanal
et polymérise pour former le gel poreux qui piege les aptaméres. La Figure 12 montre une
image de microscopie d’une partie du canal dans laquelle sont encapsulés des aptameéres
modifiés avec un fluorophore, en lumiére blanche (Figure 12.A) et en fluorescence (Figure
12.B). L'aptamere utilisé contient 29 bases et est sélectif de la sulforhodamine B, un
fluorophore [48]. On observe que le gel est présent dans la totalité du canal d’un bord a
I'autre, avec une présence homogeéne des aptameres fluorescents. Les zones plus ou moins

fluorescentes refletent une concentration variable d’aptameére.

La proportion d’aptameéres qui restent intégrés dans le sol-gel lors de rincages successifs a

été évaluée ainsi que I'activité de I'aptamere encapsulé.
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50um

Figure 12 : Images du gel encapsulant des aptameéres fluorescents dans un microcanal en PDMS. (A) Image en lumiére

blanche et (B) image en fluorescence de la méme region. Grossissement x20.

Afin d’évaluer la perte d’aptamere au ringage, le canal a été rincé a 3 reprises avec 2 pL (10
fois son volume) de tampon phosphate, et des mesures de fluorescence ont été effectuées
avant et apres ringage. Afin de pouvoir comparer la perte d’aptamere pour les différentes
micropuces étudiées, les valeurs de fluorescence apreés ringcage sont normalisées a 'aide des
valeurs avant ringage. Sur la Figure 13, qui présente les valeurs de fluorescence normalisées
avant et aprés ringage, on observe une perte relative de fluorescence et donc une perte
relative d’aptameéres de 30 a 40 %. Cette perte peut étre due en partie a des aptameres qui
ne sont pas totalement encapsulés dans le gel, mais également a des aptaméres simplement
adsorbés a la surface du gel, et non encapsulés. Ce résultat montre que méme si une partie

non négligeable des aptaméres s’échappe du gel, la majorité (jusqu’a 70%) reste encapsulée.
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Figure 13 : Fluorescence normalisée de 3 puces encapsulant de aptaméres fluorescents. Pour chaque puce, I'intensité de

fluorescence apreés ringage a été normalisée par rapport a la fluorescence avant ringcage.

La conservation de l'interaction des aptameéres pour leur cible a également été étudiée. Pour
cela, un aptameére non fluorescent sélectif de la sulforhodamine B a été encapsulé dans le
canal. Pour montrer que la cible interagit bien avec I'aptamére et non pas seulement avec le
gel, des canaux contenant le gel uniquement sans aptameres ont été utilisés comme blancs.
Ces deux types de puces ont été incubés avec la méme concentration de cible, puis des
rincages ont été effectués pour éliminer les cibles non liées. La comparaison de la
fluorescence avant et aprés rincage a démontré que les cibles sont mieux retenues dans les
canaux contenant les aptameres, prouvant que ces derniers conservent au moins une partie
de leur activité lorsqu’ils sont encapsulés. Pour s’assurer que l'interaction aptameére/cible est
spécifique, il serait nécessaire de compléter ces résultats par un contréle avec des puces

contenant d’autres aptameres, non-sélectifs de la sulforhodamine B.

Ces résultats préliminaires démontrent la possibilité d’utiliser le procédé sol-gel pour créer
une phase solide contenant des aptameéres a lintérieur d’un microcanal. Cette phase
pourrait étre utilisée dans une étape de prétraitement en ligne des échantillons afin de
préconcentrer les cibles et les extraire du reste de I'échantillon. Cette méthode permet

d’encapsuler une plus grande densité de molécules dans la zone de préconcentration
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comparé aux méthodes modifiant uniqguement les parois du canal, et pourrait donc

permettre d’atteindre un meilleur rendement de préconcentration.

5 Conclusion

Dans ces travaux, nous proposons une stratégie originale pour le développement de
microsystémes analytiques, reposant sur I'intégration a I'intérieur du microcanal d’une zone
de préconcentration contenant des aptaméres comme ligands sélectifs permettant de

concentrer le composé d’intérét et de I'extraire de I'échantillon.

Afin de créer cette zone de préconcentration et de répondre aux différentes problématiques
posées par la microfluidique, différentes méthodes de fonctionnalisation de surface ont été

développées et validées.

Tout d’abord, un procédé de modification globale de la surface des matériaux COC et THV
utilisant un dépdt plasma couplé a une réaction de chimie « click » a permis de greffer un
fluorophore modeéle sur ces matériaux prometteurs pour les applications microfluidiques. Le
greffage de molécules aux propriétés variées permettrait de controler I'état de surface de
ces matériaux ainsi que les écoulements dans un microcanal, des parametres essentiels pour

le développement de systémes analytiques microfluidiques.

Dans une deuxiéme étude, un procédé de modification de surface localisé a été développé
pour le greffage d’un fluorophore modele ainsi que d’aptaméres au sein d’un microcanal de
THV en couplant une étape de réduction électrochimique a une réaction de chimie click.
Cette méthode peut permettre d’intégrer une zone de préconcentration a l'intérieur d’un
microcanal, une étape essentielle pour pouvoir développer des microsystemes pour
I'analyse d’échantillons complexes tels que les matrices environnementales sans avoir

recours a une étape de prétraitement externe.

Enfin, un procédé sol-gel a été utilisé pour encapsuler des aptameres dans un gel de silice a
I'intérieur d’un microcanal en PDMS. Le gel permet de créer un réseau 3D, augmentant la
densité d’aptameéres pour un volume donné par rapport aux méthodes modifiant
uniguement les parois du canal. Les aptameéres conservant leur activité une fois encapsulés,

ces résultats montrent la possibilité d’intégrer une phase solide contenant des ligands
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sélectifs a I'intérieur d’un microcanal, une alternative prometteuse pour l'intégration d’'une

zone de préconcentration des analytes cible dans le canal.

Ces différentes voies de fonctionnalisation, permettant d’une part le contréle de I'état de
surface de la totalité d’un canal et d’autre part le greffage de ligands sélectifs a I'intérieur du
microcanal pour créer une zone de préconcentration, ouvrent la voie au développement de
nouveaux microsystemes analytiques dans des domaines variés tels que I'analyse
environnementale ou le diagnostic clinique. En effet, les preuves de concept ont été
réalisées avec un fluorophore ou un aptamére modele, mais ces méthodes versatiles

permettent de greffer de nombreuses autres molécules.
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General introduction

Developed to promote human health and well-being, pharmaceutical compounds and their
degradation products are now considered as emergent contaminants of water, as well as
industrial chemicals or pesticides. Indeed, some products rejected in wastewater are not
fully treated by water treatment plant and eventually return to environment with unknown
effect on aquatic life and human health [1]. These new pollutants and their consequences
became an important concern for politics and institutions. As an example, in July 2013 the
European Union created a watching list containing the products that have to be monitored
along the Union. 3 pharmaceutical compounds are present in this list: diclofenac, a non-
steroidal anti-inflammatory compound present in drugs like Voltaren®, and two hormones,

the 17B-estradiol and the 17a-ethynilestradiol [2].

As these compounds can present a biological activity at concentration in the ng/L range [3],
analytical methods employed to characterize these pollutants need to be sensitive enough
to detect them at trace level in complex samples like wastewater, surface water (rivers,
lakes...) or drinkable water. Analytical chains used currently are composed of multiple
dissociated steps for pretreatment, separation and detection, and require heavy and
expensive equipments like mass spectrometers. These systems are hardly miniaturisable
and/or portable, and then not compatible for on-field analysis, which implies that samples
collected in the environment are analysed directly on site, and necessitates transportable

systems allowing a rapid analysis.

The apparition of biosensors leads to the development of many rapid and potentially
miniaturisable analytical methods, promising for on-field analysis. However, an important
part of these biosensors rests on the use of antibodies to detect the target compound. These
biomolecules have to be produced using biological systems, which is an expensive and time-
consuming process, and they are sensitive to temperature. Replacement of these antibodies
by aptamers, single stranded DNA or RNA molecules selected for their affinity towards a
target from a synthetic oligonucleotide database, represents a promising alternative for the
development of more stable biosensors with reduced costs. These aptamers can be selected
for all type of targets, from ions to cells, and can thus be used for the analysis of an

important variety of pollutants [4]. Several analytical methods based on aptamers have been
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developed, and allow the selective detection and quantification of targets in less than one

hour with a sensitivity responding to environmental recommendations.

The necessity to create miniaturized portable analytical systems has contributed to the
emergence of microfluidics, allowing the development of complete lab-on-a-chips using
micrometric channel networks to integrate the different steps of an analysis, from
pretreatment of the sample to detection of the target compound, in a system measuring a
few cm? [5]. Several materials have been used for microsystem fabrication, like silicon, glass
or more recently polymeric materials. These materials are the most promising as their costs
are reduced and their microfabrication is easier as compared to glass. Some polymers, like
cyclic olefin copolymer (COC) or the THV from the Dyneon company, composed of
tetrafluoroethylene, hexafluoropropylene and vinylidene fluoride, combine the advantages
of glass (transparence in UV-visible domain and resistance to solvents) with reduced costs
and ease of fabrication of polymers. The microfluidic format presents numerous advantages
but also brings some problematics : the sensitivity of the analysis has to be preserved,
adsorption of compounds on channel walls have to be limited and flows have to be
controlled at the nanoliter scale. Functionalization of materials is an essential step in

microsystem development to respond to these different problematics.

This work concerns the first steps of the development of a microfluidic system for trace
analysis of pharmaceutical compounds, like diclofenac, in environmental samples. The
developped microsystem proposes an original approach lying on the integration of a
preconcentration area in which aptamers with an affinity for the target compound are
immobilized at the inlet end of the microchannel. These selective ligands will bind the target,
extract it from the matrix and concentrate it in a confined region of the channel. The
compounds of interest will then be released in order to be detected at the outlet end of the
channel, after a separation step. The materials choosen for microfabrication are COC and
THV. These materials present a limited chemical reactivity and new methods have to be
developed for their functionalization in order to locally graft aptamers in the

preconcentration area and to limit adsorption on channel walls or control flows.

In a first chapter, we present the state of the art of the different analytical methods used in
environmental analysis for detection and quantification of traces of pharmaceutical

contaminants in real samples. Aptamer properties as well as their applications in
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environmental analysis are presented in a second part. Finally, the two last parts of this
chapter concern the microfluidic techniques and their application in environmental domain
on one hand as well as processes used for microsystems fabrication and thermoplastics

surface functionalization on the other hand. This bibliographic chapter is written in French

The following chapters are dedicated to the multiple functionalization strategies developed
for the conception of analytical microsystems. These chapters concerning results are written

in English.

The second chapter present a method for global functionalization of COC and THV surfaces,
by coupling the deposition of a brominated layer using a plasma-based process followed by a
surface click reaction. The parameters influencing the plasma deposition have been studied
and optimized, and the overall procedure was validated by the grafting of a model

fluorophore.

The third chapter is dedicated to a strategy for the local modification of THV using an
electrochemical surface modification process coupled to a surface click reaction. This
method was applied to the modification of THV plates and microchannels, and allowed to

graft locally a model fluorophore and an aptamer selective for diclofenac.

Finally, the last chapter describes a method to encapsulate aptamers in a silica gel inside a
microchannel in polydimethylsiloxane (PDMS) using a sol-gel process. This process creates a
3D network entrapping the biomolecules, thus increasing their density for a given volume.
Stability of the encapsulation upon several rinsings as well as activity of aptamers once

encapsulated were evaluated.
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3. Thorpe, K.L., T.H. Hutchinson, M.J. Hetheridge, M. Scholze, J.P. Sumpter, and C.R.
Tyler, Environmental Science & Technology, 2001. 35(12), p. 2476-2481.

4, Mairal, T., V.C. Ozalp, P.L. Sanchez, M. Mir, |. Katakis, and C.K. O'Sullivan, Analytical
and Bioanalytical Chemistry, 2008. 390(4), p. 989-1007.
5. Whitesides, G.M., Nature, 2006. 442(7101), p. 368-373.
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Développés pour améliorer la santé humaine et le bien-étre, les composés pharmaceutiques
et leurs produits de dégradation sont désormais considérés comme des polluants émergents
de lI'environnement, au méme titre que les pesticides et les produits chimiques industriels.
En effet, certains composés rejetés par 'homme ne sont pas totalement éliminés des eaux
usées par les stations d’épuration et retournent dans I’environnement, avec un impact
encore méconnu sur la vie aquatique et la santé humaine [1]. Ces nouveaux polluants
inquietent la classe politique et les institutions. Ainsi en juillet 2013 I'Union Européenne a
créé une liste de vigilance contenant les produits a surveiller, qui contient 3 produits
pharmaceutiques : le diclofénac, présent dans les anti-inflammatoires comme le Voltaren®,

et deux hormones synthétiques, le 17B-estradiol et le 17a-éthynilestradiol [2].

Ces composés pouvant avoir une activité biologique a des concentrations de I'ordre du ng/L
[3], les méthodes analytiques utilisées pour caractériser ces polluants doivent étre
suffisamment sensibles pour les détecter a I’état de traces dans des échantillons complexes
tels que les eaux usées, les eaux de surface (lacs, rivieres...) ou I'eau potable. Les chaines
analytiques utilisées actuellement comprennent plusieurs étapes dissociées de
prétraitement, de séparation et de détection, et nécessitent des équipements lourds et
coliteux comme des spectrometres de masse. Ces appareillages sont difficilement
miniaturisables et/ou transportables, et donc peu compatibles pour I'analyse sur site, qui
implique d’analyser sur place les échantillons prélevés sur le terrain ce qui nécessite donc

des systemes portatifs et permettant une analyse rapide des composés d’intérét.

L'apparition de biocapteurs a entrainé le développement de plusieurs méthodes analytiques
rapides et éventuellement miniaturisables, prometteuses pour I'analyse sur site. Cependant,
de nombreux biocapteurs reposent sur I'utilisation d’anticorps pour détecter le composé
cible. Ces derniers doivent étre produits dans des systémes biologiques (processus long et
colteux) et sont sensibles a la température. L'utilisation d’aptameres, molécules d’ADN ou
d’ARN simple brin sélectionnées pour leur affinité envers une cible a partir d’une banque
d’oligonucléotides synthétiques, représente une alternative prometteuse au développement
de biocapteurs plus stables et a moindre co(t contre tous types de cibles, de I'ion a la cellule

[4]. Plusieurs méthodes d’analyse utilisant des aptameéres pour la détection et Ia
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guantification de polluants ont été développées, et permettent une analyse en quelques
dizaines de minutes avec une sensibilité et des limites de détection répondant aux normes

Oou aux recommandations environnementales.

La nécessité de créer des systémes d’analyse miniaturisés et portatifs a contribué a I'essor
de la microfluidique, permettant de développer de véritables laboratoires sur puces a I'aide
de réseaux de canaux micrométriques et d’intégrer dans des systéemes de quelques cm? les
différentes étapes d’une chaine analytique, du prétraitement de I’échantillon a la détection
du composé d’intérét [5]. Différents matériaux comme le silicium, le verre et plus
récemment les matériaux polymériques ont été utilisés pour la fabrication de
microsystémes. Ces derniers matériaux sont les plus intéressants car leurs colts sont plus
faibles et leur microfabrication plus aisée que dans le cas du verre. Certains polymeres,
comme le copolymeére d’oléfine cyclique (COC), ou le THV de la société Dyneon, composé de
tétrafluoroéthylene, d’hexafluoropropyléne et de fluorure de vinylidéne, combinent les
avantages du verre (transparence dans I’'UV-visible et résistance aux solvants) avec les colts
réduits et la fabrication plus aisée des polymeéres. Le format microfluidique présente de
nombreux avantages mais apporte également certaines problématiques : la sensibilité de
I'analyse doit étre conservée, I'adsorption de composés sur les parois du canal doit étre
évitée et les écoulements doivent étre contrélés a [I'échelle du nanolitre. La
fonctionnalisation des matériaux est une étape essentielle dans le développement de

microsystémes et permet de répondre aux différentes problématiques

Les travaux présentés dans ce manuscrit portent sur les premiéres étapes du
développement d’un systeme microfluidique pour l'analyse de traces de composés
pharmaceutiques comme le diclofénac dans des échantillons environnementaux. Le
microsystéme envisagé propose une approche originale reposant sur l'intégration d’une
zone de préconcentration au sein du microcanal ou sont immobilisés des aptameres sélectifs
des composés d’intérét. Ces ligands sélectifs permettront d’extraire la cible du reste de
I’échantillon et de la concentrer dans une zone confinée du canal. Cette cible pourra ensuite
étre relarguée pour étre détectée en fin de canal, aprés une éventuelle étape de séparation.
Les matériaux envisagés pour la fabrication du microsysteme sont le COC et le THV. Ces

matériaux présentant une faible réactivité chimique, de nouvelles méthodes de
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fonctionnalisation ont été développées pour d’une part greffer les aptameres de fagon locale

dans le canal et d’autre part limiter I’adsorption ainsi que contréler les écoulements.

Dans un premier chapitre, nous présentons I'état de I'art des méthodes utilisées dans
I’'analyse environnementale pour la détection et la quantification de composés a I'état de
traces dans des échantillons réels. Les propriétés des aptameéres ainsi que leurs applications
dans I'analyse environnementale sont présentées dans un deuxieéme temps. Les dernieres
parties de ce chapitre bibliographique portent sur la microfluidique, ses applications dans le
domaine de I'environnement et les techniques employées pour d’une part fabriquer des
microsystémes dans divers matériaux et d’autre part pour fonctionnaliser les polyméres a
faible réactivité de surface tels que le COC. Ce chapitre bibliographique est rédigé en

francais.

Les chapitres suivants sont dédiés aux différentes voies de fonctionnalisation développées

pour la création de microsystémes analytiques. Ces chapitres sont rédigés en anglais.

Ainsi, le deuxiéme chapitre présente une méthode de fonctionnalisation globale de Ia
surface des matériaux COC et THV couplant un dép6t de brome réalisé a I'aide d’un procédé
plasma a une étape de chimie click. Les différents paramétres influencant le dép6t plasma
ont été étudiés et optimisés, et la méthode a été validée grace au greffage d’un fluorophore

modeéle.

Le troisieme chapitre est dédié a une stratégie de fonctionnalisation locale du THV qui utilise
une étape d’électrochimie couplée a la chimie click. Cette méthode est appliquée a la
modification de plaques puis de microcanaux en THV, et permet de greffer localement un

fluorophore modele ainsi qu’un aptamere sélectif du diclofénac.

Enfin, le dernier chapitre décrit une méthode d’encapsulation des aptameéres dans un
microcanal en polydiméthylsiloxane (PDMS) par un procédé sol-gel, permettant
d’'immobiliser les biomolécules dans un réseau 3D et de controler leur densité volumique. La
stabilité de I'encapsulation lors de ringages successifs ainsi que I'activité de I'aptameére apres

encapsulation ont été évaluées.
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1 Analyse de traces de produits pharmaceutiques en

milieux aqueux

1.1 Les composés pharmaceutiques, polluants émergents des eaux

Depuis plusieurs années, les composés pharmaceutiques, développés pour promouvoir la
santé et le bien-étre, sont considérés comme des polluants émergents des eaux, au méme
titre que les pesticides ou les produits chimiques industriels. En effet, certains de ces
composés rejetés par I'’homme ne sont pas entiérement traités par les stations d’épuration
qui les rejettent dans les eaux de surface (riviéres, lacs...), entrainant des conséquences
avérées sur I'environnement dont I'impact sur la santé humaine est encore méconnu [1, 2].
Cette problématique récente est apparue a la fin des années 90 et est en pleine expansion,

avec plus de 1400 articles référencés dans Web of Science.

Le probléme de la pollution des eaux par les composés pharmaceutiques inquiete également
la classe politique. En 2000, I’'Union Européenne a voté une directive-cadre pour établir une
politique communautaire dans le domaine de I'eau et de sa protection [3]. Les composés
pharmaceutiques sont évoqués comme composés potentiels a surveiller dans cette
directive-cadre. En 2013, une modification de cette directive crée une liste de vigilance
contenant les produits «qui, au vu des informations disponibles, sont susceptibles de
présenter un risque significatif pour ou via I'environnement aquatique au niveau de I'Union
et pour lesquelles les données de surveillance sont insuffisantes» [4]. Cette liste est
composée entre autres de 3 substances pharmaceutiques : le diclofénac (DCF), le 17pB-
estradiol (E2) et le 17a-éthinylestradiol (EE2), dont les structures et les propriétés physico-
chimiques sont présentées Figure 14. Dans cette partie seront présentées les méthodes
développées pour I'analyse des deux familles de composés pharmaceutiques dont font
partie ces produits : les anti-inflammatoires non-stéroidiens (NSAID pour non-steroidal anti-

inflammatory drug) et les hormones stéroidiennes.
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Cl
NH
Cl OH
O
Diclofénac 17B-estradiol 17a-éthinylestradiol
Masse molaire = 318 g.mol? Masse molaire = 272 g.mol! Masse molaire = 296 g.mol*
pKa=4,15 pKa=10,4 pKa=104
Solubilité dans I'eau = 2,37 mg.L! Solubilité dans I'eau = 3,6 mg.L! Solubilité dans I'eau = 11,3 mg.L*!
LogK,,, =4,51 Log K., = 4,01 LogK,, = 3,67

Figure 14 : Structure des composés pharmaceutiques ajoutées a la liste de vigilance de I'Union Européenne en 2013, ainsi

que leurs propriétés physico-chimiques. Log K, : coefficient de partage octanol/eau. Adapté de [5].

Ces composés ont une activité biologique a trés basse concentration, a partir du ng/L [6]. Les
outils analytiques utilisés pour analyser leur présence doivent donc étre capables de les
détecter et les quantifier a I’état de traces, dans des échantillons complexes comme les eaux
usées ou les eaux de surfaces, contenant de nombreuses autres molécules comme des

protéines ou de petites molécules organiques, ainsi que des particules ou des bactéries...

1.2 Méthodologies analytiques utilisées

Les principales méthodes analytiques utilisées pour détecter et quantifier ces polluants
émergents sont composées de plusieurs étapes dissociées (off-line) : une étape d’extraction
des composés cibles, une étape de séparation et une étape de détection. Ce sont le plus
souvent des techniques chromatographiques, ou assimilées, couplées a une détection par

spectrométrie.

1.2.1 Extraction et préconcentration

Afin de pouvoir analyser des composés cible a I'état de traces dans une matrice complexe
une étape d’extraction est nécessaire. Cette étape permet de séparer certains types de
composés du reste de la matrice en fonction de leurs propriétés physico-chimiques et de les

préconcentrer. Plusieurs techniques d’extraction sont utilisées pour I'analyse de traces de
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composés pharmaceutiques dans I'eau : I'extraction en phase solide, la microextraction en

phase solide et I'extraction liquide-liquide.

1.2.1.1 L’extraction en phase solide

L’extraction en phase solide, ou SPE (pour solid phase extraction), est la technique la plus
répandue de prétraitement pour I'analyse de traces de composés pharmaceutiques en
échantillons liquides [7]. Cette technique est basée sur l'utilisation d’une phase solide
poreuse, a travers laquelle I'échantillon est percolé. L’affinité des composés d’intérét pour la
phase solide, supérieure a leur affinité pour la matrice, entraine leur rétention sur la phase
solide et la matrice (solvant et composés non retenus) va étre éliminée. Les composés
d’intérét peuvent ensuite étre élués de la phase solide a I'aide d’'une phase mobile pour
laquelle ils présentent une affinité supérieure a leur affinité pour la phase stationnaire, afin
d’étre séparés puis détectés. Le couple phase solide/phase mobile doit donc étre sélectionné

en fonction des propriétés physico-chimiques des produits que I'on souhaite extraire.

ae ot
T1 + + T1
]
m
A Conditionnement
E Percolation de I'échantillon _
C Elimination des interférents, séchage Evaporation
sous azote ou par aspiration d'air I
D Elution Redissolution = Analyse

Figure 15 : Schéma des étapes d'une procédure d'extraction par SPE [8]
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Le mécanisme le plus utilisé pour piéger les cibles en SPE est I'interaction hydrophobe [9] et
les matériaux les plus répandus pour I'analyse de traces de polluants sont la silice modifiée
par greffage de groupements alkyles (C18 en général), les copolymeéres de polystyréne et de
divinylbenzéne et les copolymeéres de divinylbenzene et de vinylpyrrolidone. Ces derniers
contiennent des fonctions ionisables, permettant de retenir les composés par des
interactions électrostatiques en plus des interactions hydrophobes [10]. Dans les méthodes
étudiées, ces adsorbants a interactions mixtes sont les plus utilisés pour I'extraction de
composés pharmaceutiques dans I'eau, qui sont en général de petites molécules organiques
peu polaires. Cependant ces différentes phases solides ont une sélectivité limitée, et de
nombreux constituants de la matrice peuvent étre extraits en méme temps que les
composés d’intérét et perturber la séparation chromatographique ainsi que la détection

[11].

Pour une extraction plus sélective, des procédés basés sur la reconnaissance moléculaire
peuvent étre développés pour extraire un composé d’intérét a partir d’'une matrice tres
complexe. Des polymeres a empreinte moléculaire (MIP, pour molecularly imprinted
polymers) sont synthétisés de sorte a interagir de fagon sélective avec un composé ou une
famille de composés. Pour ce faire, une molécule empreinte (la molécule cible ou un
analogue) est ajoutée au mélange de polymérisation contenant les monomeres choisis pour
leur affinité avec cette molécule empreinte, un agent réticulant et un initiateur de
polymérisation. Aprés initiation de la polymérisation (généralement thermique ou
photochimique), les monomeres polymérisent autour de la molécule empreinte, créant des
cavités spécifiques. La polymérisation achevée, la molécule empreinte est éliminée de la
matrice polymérique a l'aide de solvants organiques, laissant place a des macropores
pouvant interagir spécifiquement avec la molécule cible et la retenir dans le polymere. La
rétention est basée sur une reconnaissance structurale de la cible, grace a un mélange

d’interactions hydrophobes et/ou électroniques, et de liaisons hydrogéne [8, 12].

Plusieurs MIP ont été synthétisés pour capter des produits pharmaceutiques, notamment
des NSAIDs. Sun et al. ont synthétisé un MIP sélectif du diclofénac composé de 2-
vinylpyridine et de diméthacrylate d'éthyléne glycol et I'ont placé dans une cartouche de SPE
[13]. lls ont utilisé cette extraction par MIP suivie d’une analyse par chromatographie liquide

couplée a une détection par spectroscopie UV pour analyser des échantillons d’eau
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provenant d’affluents et d’effluents d’'une station d’épuration, et ont comparé les
performances de la cartouche MIP a celles d’une cartouche de SPE classique (C18, diameétres
des particules = 55um). Cette cartouche permet de retenir sélectivement le diclofénac et de
le séparer des autres composés de I’échantillon, conduisant a sa quantification par
chromatographie liquide a haute performance couplée a une détection par spectroscopie UV
(HPLC-UV), alors que dans le cas d’une cartouche classique deux autres composés de
I’échantillon ne sont pas séparables du diclofénac, rendant sa quantification impossible

(Figure 16).

(a)

A+1+4B
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(b)
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Figure 16 : Chromatogrammes HPLC-UV d'un échantillon d'eau de surface aprés une étape d’extraction par SPE utilisant
(a) une cartouche C18 ou (b) une cartouche contenant un MIP sélectif du diclofénac. A et B : composés inconnus,

1: diclofénac. [13]

Méme si leur sélectivité n’est pas adaptée a I'extraction d’un grand nombre de composés,
les MIP ont été utilisés pour I'extraction simultanée de plusieurs composés d’'une méme
famille. Duan et al. ont synthétisé un MIP a base de diméthacrylate d’éthylene glycol,

d’azobisisobutyronitrile et de 2-vynilpyridine sélectif a 4 anti-inflammatoires non-stéroidiens
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(NSAIDs) en utilisant plusieurs molécules empreintes. lls ont utilisé ce MIP pour |'extraction
et la préconcentration des 4 cibles (ibuprofene, naproxéne, kétoproféne et diclofénac) a
partir d’échantillons d’eau pure, d’eau de surface et d’eau usée et ont comparé les
rendements de récupération obtenus avec leur MIP a ceux obtenus avec une phase C18 pour
chaque type d’échantillons. Les rendements de récupération obtenus avec le MIP sont
autour de 95 % pour tous les types d’échantillon, alors qu’avec une phase C18 ils diminuent
lorsque la complexité de la matrice augmente, chutant de 95 % pour I'eau pure a 75 % pour
I’eau usée. Ce résultat démontre qu’une extraction spécifique de quelques composés n’est
pas ou peu influencée par les matrices complexes. Cette étape d’extraction par MIP a été
couplée a une analyse par HPLC suivie d’'une détection par spectrométrie de masse tandem
(HPLC-MS/MS), les limites de détection obtenues allant de 2 a 12 ng/L sur 'ensemble de la

chaine analytique en fonction des composés [14, 15].
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Figure 17 : Schéma des étapes d'extraction par SPE utilisant des MIP [15]

1.2.1.2 La microextraction en phase solide

Développée a la fin des années 80 par Pawliszyn [16], la microextraction en phase solide
(SPME pour solide phase micro extraction) est une technique d’extraction dans laquelle une
phase solide est déposée sur une fibre de carbone puis immergée dans I’échantillon a

analyser. Différents matériaux sont disponibles commercialement, les plus utilisés étant les
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polymeéres polydiméthylsiloxane (PDMS) et polyacrylate (PA), les copolymeéeres de

divinylbenzéne et les revétements en carbone poreux (Carbowax® et Carboxen®).
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Figure 18 : Schéma d'un systéme de SPME [17]

La SPME offre la possibilité de travailler sans solvant, ce qui présente un intérét pour
I’environnement et pour le gain de préconcentration, avec un volume d’échantillon réduit.
Elle permet également d’extraire moins d’impuretés qu’en SPE, et les fibres sont
réutilisables, contrairement aux cartouches de SPE a usage unique. Cependant, les fibres
commercialisées sont fragiles. De plus, des composés de haute masse moléculaire (des
protéines par exemple) peuvent s’adsorber sur la fibre de fagon irréversible et
I'endommager, ce qui est un inconvénient non négligeable pour I'utilisation dans des

matrices complexes sans prétraitement. [17]

Cette technique d’extraction peut étre facilement couplée a la chromatographie gazeuse, en
introduisant directement la fibre dans le systeme d’injection d’échantillon : le systéeme
d’injection est chauffé, et les composés cibles volatils sont alors désorbés de la fibre par
désorption thermique. Lorsque les composés sont peu volatils, une étape de dérivation peut
étre mise en place (voir 1.2.2.2), qui peut étre effectuée avant I'extraction pour permettre

d’améliorer le rendement d’extraction.

L'utilisation de la SPME pour I’'analyse environnementale a fait 'objet d’'une revue en 2006
par Ouyang et Pawliszyn [18], cependant elle reste encore peu utilisée pour I'analyse de
composés pharmaceutiques, étant dominée par la SPE. En 2000, Moeder et al. ont
développé un procédé SPME couplé a la chromatographie gazeuse avec une détection par

spectrométrie de masse (GC-MS) pour I'analyse de 14 composés pharmaceutiques [19].
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Apres avoir optimisé le matériau de la phase solide et opté pour le polyacrylate, ils ont
obtenu des performances similaires a la SPE (cartouche C18) avec des limites de détection

de 0,1 a 10 pg/L sur I'ensemble de la chaine analytique.

L’extraction par sorption sur barreau (SBSE, pour stir-bar sorptive extraction) est une
variante de la SPME, dans laquelle la phase solide est déposée sur un barreau d’agitation
magnétique au lieu d’une fibre de silice, résultant en un volume de phase solide plus
important, permettant d’obtenir une meilleure extraction. Cependant le seul matériau
disponible commercialement pour la SBSE est le PDMS, limitant ['utilisation de cette
technique a I'extraction de composés hydrophobes [10]. Plusieurs équipes ont utilisé cette
technique d’extraction couplée a la GC-MS pour I'analyse d’hormones synthétiques et
d’autres perturbateurs endocriniens [20-22]. Des rendements de récupération variant de 20
a 100 % ont été obtenus, en fonction des composés extraits, les meilleurs rendements étant

obtenus pour les composés les plus hydrophobes (log Kow > 5).

1.2.1.3 Extraction liquide-liquide (LLE)

Cette technique d’extraction permet de séparer différents composés d’un mélange en
utilisant leur distribution entre deux liquides non-miscibles [23]. Bien que largement utilisée
a l'échelle industrielle, elle reste assez peu utilisée dans les méthodes d’analyse de
composés pharmaceutiques. En général elle est utilisée avant une étape de SPE comme
premier prétraitement pour nettoyer I'échantillon, et ainsi préconcentrer les composés
d’intérét sans concentrer les interférents lors de la SPE [24]. Ahrer et al. [24] ont ainsi
utilisée une étape d’extraction par LLE (en utilisant de I'hexane et du méthyl tert-butyl éther
comme solvants d’extraction) suivie d’'une étape de SPE pour prétraiter des échantillons
avant une analyse par électrophorese capillaire couplée a une détection par spectrométrie
de masse (CE-MS). La LLE couplée a la SPE ont permis d’enrichir 10 000 fois I’échantillon tout

en limitant I’enrichissement de composés de la matrice en partie éliminés lors de la LLE.
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Figure 19 : Schéma du principe de I'extraction liquide-liquide [23]

1.2.1.4 Extraction en ligne

Cette étape d’extraction est le plus souvent dissociée de I'étape d’analyse, mais de plus en
plus de méthodes l'intégrent dans le systeme chromatographique (extraction en ligne, en
anglais on-line extraction) [25]. Le couplage de la SPE en ligne et de I'analyse permet de
développer des méthodes plus rapides tout en réduisant la manipulation des échantillons
entre les différentes étapes, limitant le risque de contamination et de perte de matiere, et
rendant la méthode d’analyse compléetement automatisable. Les différents types de
matériaux utilisés en SPE hors ligne peuvent étre utilisés en SPE en ligne. Plusieurs systéemes
d’analyse intégrant la SPE en ligne sont disponibles commercialement, tous basés sur un
fonctionnement similaire : I’échantillon est injecté dans la cartouche SPE qui retient les
molécules cibles, les composés non retenus étant éliminés. Les composés retenus et
préconcentrés dans la cartouche SPE sont ensuite élués directement vers la colonne
chromatographique [26]. Certains systemes permettent d’extraire et d’analyser en parallele
(un échantillon est analysé pendant que le suivant passe dans la cartouche SPE), réduisant
ainsi les temps d’analyse [9]. Cependant ces systémes coltent cher et la plupart des

cartouches sont a usage unique.

Ces systémes d’extraction en ligne sont trés utilisés pour la détection et la quantification de
produits pharmaceutiques dans des échantillons biologiques mais sont encore peu
développés pour l'analyse environnementale. Quelques méthodes ont été développées,

notamment pour I'analyse d’hormones [27-30] (voir Tableau 3).
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Quintana et al. [31] ont développé une configuration originale pour le prétraitement en ligne
couplé a I'HPLC. Le systeme automatisé permet d’immobiliser une petite quantité
d’adsorbant (<5mg) dans un micro-conduit connecté au reste du réseau fluidique. Cet
adsorbant est renouvelé a chaque analyse. Ce systeme a été utilisé pour I'analyse de 6
résidus médicamenteux (5 NSAIDs dont le diclofénac et un régulateur de lipide, le
bézafibrate) dans de I'eau de surface avec une détection par spectroscopie UV et les
résultats ont montré une meilleure reproductibilité comparée aux méthodes utilisant le
méme adsorbant dans une extraction hors ligne, avec un rendement de récupération de
88%. D’apres les auteurs, ce systeme d’extraction en ligne permet de réduire de 25 fois les

colits opérationnels comparé aux autres systemes d’extraction en ligne.

1.2.2 Meéthodes de séparation

Une fois les échantillons prétraités, les composés d’intérét doivent étre analysés. Pour cela,
des techniques séparatives sont le plus souvent utilisées pour séparer les différents
composés extraits en vue de leur détection. La chromatographie liquide ou gazeuse, qui
sépare les composés selon leur affinité pour une phase stationnaire, est la technique
standard pour [I'analyse de traces, notamment de composés pharmaceutiques.

L’électrophorese capillaire a aussi montré son intérét pour ces analyses.

1.2.2.1 Chromatographie liquide

En chromatographie liquide, I’échantillon injecté est entrainé par une phase mobile dans une
colonne contenant la phase stationnaire. Comme pour la SPE, sa rétention dépendra de ses
interactions avec la phase stationnaire et avec la phase mobile. Les phases stationnaires les
plus répandues sont composées de particules de silice greffées avec des chaines alkyles (le
plus souvent C18), permettant de séparer les composés selon leur polarité. Apparu a la fin
des années 60, les systémes permettant de travailler a haute pression (HPLC, pour high
performance liquid chromatography) ont permis d’améliorer |‘efficacité et la résolution des
analyses tout en réduisant les temps d’analyse. Depuis les années 2000, la commercialisation
de nouveaux types de colonnes, notamment des colonnes avec des particules de diametre
réduit, a permis d’améliorer les performances des systéemes HPLC et de réduire les temps
d’analyse, faisant de cette technique (le plus souvent couplée a la spectrométrie de masse)

le standard pour I'analyse de traces.
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Récemment, plusieurs équipes [32, 33] ont développé des méthodes utilisant des colonnes
avec des particules de diametre inférieur a 2 um (appellées UPLC, pour ultra performance
liquid chromatography), permettant d’augmenter le débit en conservant une pression
inférieure a la limite du systéme, réduisant ainsi les temps d’analyse. Ces méthodes
montrent une trés bonne sensibilité, avec des limites de détection allant jusqu’a 0,01 ng/L

avec une détection par spectrométre de masse pour I'analyse de stéroides [33].

Le Tableau 3 présente une liste non exhaustive de séparation de composés pharmaceutiques

par HPLC.
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Tableau 3 : Liste non exhaustive d’applications de la chromatographie liquide pour I'analyse de traces de produits

pharmaceutiques dans I’eau. DCF : Diclofénac, E2 : 17B-estradiol, EE2 : 17a-éthinylestradiol. n.p. : non précisé

Cibles Matrice Prétraitement Méthode Temps LOD Ref
d’analyse
27 produits Eau usée, eau de SPE (interaction HPLC-ESI- 1h30 0,25-1ng/L [34]
phar_rr?aceuthues, surface et eau mixte) MS/MS  ou DCF : 0.25 ng/L
pesticides et potable HPLC-APCI-
personal care MS/MS
products
58 perturbateurs Eau usée, eau traitée, | SPE (interaction HPLC — ESI— | 2h30 0,1-1,6 ng/L [5]
endocriniens eau de syrface, eau mixte) MS/MS  ou DCF : 0,1 ng/L
souterraine et eau HPLC-APCI-
potable MS/MS E2:0,3 ng/L
EE2:0,3 ng/L
6 composés Eau de surface SPE en ligne HPLC-UV 55 min 0,02-0,36 ug/L [31]
pharmaceutiques (|n'teract|on DCF : 0,12 pg/L
mixte)
9 produits Eau traitée SPE (interaction HPLC-ESI- 2h 7-10ng/L [35]
pharmaceutiques mixte) MS/MS DCF : 7 ng/L
Diclofénac Eau usée et traitée SPE (MIP) HPLC- UV 1h30 n.p. [13]
21 composés Eau de surface, eau SPE (interaction HPLC-ESI- 3h30 1-25 ng/L [36]
pharmaceutiques usée mixte) MS/MS DCF : 10 ng/L
28 composés Eau de surface SPE (interaction HPLC-ESI- 2h  (hors | 0,05-4,2 ng/L [37]
?garmfceu\thues + mr:xte, prod:|ts MS/MS ligne) DCF : 0,4 ng/L
oestrogenes pharmaceutiques) 1h (en
SPE en ligne ligne)
(oestrogenes)
28 stéroides Eau usée, traitée et SPE (interaction UPLC-ESI- 5h 0,01- 1,44 ng/L [33]
eau de surface mixte) MS/MS £2:0,24 ng/L
EE2:0,19 ng/L
24 composés Eau de surface et eau | SPE (interaction HPLC-ESI- 1h30 1-125 ng/L [38]
pharmaceutiques potable mixte) MS/MS DCF : 1ng/L
42 produits Eau usée et traitée SPE (interaction HPLC-ESI- 2h45 0,6-55ng/L [39]
pharmaceutiques mixte) MS/MS
14 produits Eau de surface SPE (interaction UPLC-ESI- 5h 0,1-0,5ng/L [32]
pharmaceutiques mixte) MS/MS DCF : 0,1 ng/L
E2/EE2: 0,5 ng/L
40 produits Eau de surface et eau | SPE en ligne HPLC-ESI- 30 min 0,75-15 ng/L [40]
pharmaceutiques potable (mt.eractlor.\ mixte | MS/MS DCF : 2 ng/L
ou interaction
hydrophobe)
24 personal care Eau de surface, eau SPE (interaction HPLC-ESI- 1h45 0,1-16 ng/L [41]
products, souterraine, eau usée | hydrophobe) MS/MS DCF:0,3 -1 ng/L
perturbateurs
endocriniens et
edulcorants
34 composés Eau de surface SPE (interaction HPLC-ESI- n.p. 1,25-2,50 ng/L [42]
pharmaceutiques mixte) MS/MS

DCF: 2,50 ng/L

66




Chapitre | — Bibliographie générale

En observant le Tableau 3, il apparait clairement que la chromatographie liquide est une
technique d’analyse performante, permettant de séparer et de quantifier plusieurs dizaines
de cibles a la fois a partir d’échantillons réels, avec une sensibilité allant du dixieme de ng/L a

quelques dizaines de ng/L.

On observe que toutes les méthodes ont recours a un prétraitement par SPE, hors ligne ou
en ligne, les méthodes en ligne résultant en des temps d’analyse plus courts (<1h). La
détection par spectrométrie de masse est la plus utilisée, car plus sensible : I'unique
exemple de détection UV atteint une LOD de 0,12 ug/L dans le cas du diclofénac, contre 0,1
ng/L avec une détection par spectrométrie de masse. Cette derniére nécessite cependant un

appareillage plus lourd et colteux.

Bien que trés utilisée et pouvant conduire a de trés faibles limites de détection, La
séparation des composés par HPLC selon leur polarité peut poser probléme car certains

composés peuvent avoir des polarités trés proches et donc étre difficilement séparables.

1.2.2.2 Chromatographie gazeuse (GC pour gas chromatography)

En chromatographie gazeuse, la séparation des composés repose également sur leur
interaction avec une phase stationnaire, mais la phase mobile entrainant les analytes est un
gaz porteur inerte. La rétention des analytes est donc influencée uniquement par la nature
de la phase stationnaire. Les échantillons liquides sont chauffés dans la chambre d’injection,
entrainant la volatilisation des analytes et leur passage dans la colonne contenant la phase
stationnaire. La température de la colonne chromatographique gouverne la volatilité des

différents composés du mélange et influence donc la qualité de la séparation. [43]

Le couplage GC/MS est plus facile a mettre en place et plus robuste que le couplage
HPLC/MS (voir 1.2.3.1) car les composés sont déja a I'état gazeux, et les limites de détection
atteintes sont du méme ordre de grandeur. Cependant la GC se limite a 'analyse de
composés volatils et stables a haute température, de plus une étape de dérivation est bien

souvent nécessaire a I'analyse de composés pharmaceutiques.

Le Tableau 4 présente une liste non exhaustive de séparation de composés pharmaceutiques
par GC. Il est a noter que toutes ces méthodes utilisent une détection par spectrométrie de

masse.
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Tableau 4 : Liste non exhaustive d’applications de la chromatographie gazeuse pour I’analyse de traces de produits

pharmaceutiques dans I'eau. BSTFA : N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide, MSTFA : N-Methyl-N-
(triméthylsilyl)trifluoroacétamide, MTBSTFA : N-Methyl-N-tert-butyldiméthylsilyltrifluoroacétamide.
Cibles Matrice Prétraitement | Agent de dérivation Temps LOD Ref.
d’analyse
14 composés Eau traitée SPME (PA) BSTFA 1h 0,1-10 pg/L [19]
pharmaceutiques
(NSAID et PE)
4 oestrogenes Eau usée, eau SPE Anhydride 1h30 0,02 -0,24 ug/L | [44]
traitée et ea interaction entafluoropropionique
i u (i i p uoropropioniqu £2:0,02 g/l
de surface hydrophobe)
19 composés Eau usée, eau SPE Bromure de 16h <1-10ng/L [45]
pharmaceutiques de surface, eau (interaction pentafluorobenzyle
. DCF: <1 ng/L
souterraine, eau | hydrophobe))
potable
3 oestrogeénes Eau de surface SBSE (PDMS) Anhydride acétique 2h30 1-5 ng/L [20]
E2:2ng/L
EE: 5 ng/L
4 NSAID Eau potable et SPE MSTFA 21h 1,96 —5,55 ng/L | [46]
eau de surface (interaction
. DCF : 3,06 ng/L
mixte)
11 composés Eau traitée SPE BSTFA + 3h LOD minimum: | [47]
pharmaceutiques . . triméthylchlorosilane 0,01 pg/L
(interaction
mixte)
18 composés Eau de mer, eau | SPE MSTFA 2h30 0,1- 28,6 ng/L [48]
pharmaceutiques de surface, eau . .
(interaction DCF:0,7 ng/L
potable et eau .
X mixte)
usée
10 composés Eau de surface SPE Générateur de 2h 3-47 ng/L [49]
pharmaceutiques . . diazométhane
(interaction DCF: 3 ng/L
mixte)
28 perturbateurs Eau de surface SPE Chlorure de 6h 0,2-2,2 ng/L [50]
endocriniens et . . pentafluorobenzoyle
) (interaction DCF:1,1ng/L
composés .
. mixte)
pharmaceutiques
18 perturbateurs Eau de surface SBSE (PDMS) Acide acétique, 2h 0,1-22 ng/L [22]
endocriniens hloroformiate d'éthyle ,
e chiorotormi y E2: 2,81 ng/L
tétraéthylborate,
méthanol, BSTFA
31 composés Eau usée et eau | SBSE (PDMS) MTBSTFA, 8h 1-853 ng/L [21]
harmaceutiques de surface
P 4 Anhydride acétique DCF: 37 ng/L

et personal care
products
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Comme dans le cas de la chromatographie liquide, la chromatographie gazeuse permet
d’analyser quelques dizaines de composés simultanément, a partir d’échantillons réels.
Cependant, la sensibilité atteinte est moins importante. Par exemple, dans le cas du
diclofénac peu de méthodes atteignent une LOD inférieure au ng/L contrairement aux

méthodes HPLC.

Les méthodes de prétraitement utilisées sont plus variées en GC qu’en LC. La SPE reste tres
présente, et donne la meilleure sensibilité pour le diclofénac (0,7 ng/L) mais les méthodes de
SPME et de SBSE sont également utilisées, cette derniere donnant les meilleurs 