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RESUME en français 
 

Une des évolutions dans le domaine de l’analyse chimique concerne la miniaturisation des systèmes d’analyse. 
Cette tendance s’accompagne du développement de nouvelles approches expérimentales basées, par exemple, 
sur l’intégration de plusieurs étapes analytiques, couplées en ligne en système miniaturisé. Cette intégration, en 
ligne, d’étapes mettant en jeu des mécanismes de séparation différents et généralement orthogonaux, implique 
cependant d’être capable de définir des zones (segments de colonne vides et/ou remplis de phase stationnaire) 
présentant des chimies de surface adaptées. L’approche choisie pour la préparation de ces colonnes 
« multimodales », repose sur (1) la synthèse d’un monolithe de silice poreux « générique » dans des tubes 
capillaires de quelques dizaines de microns de diamètre interne et (2) la modification de surface localisée dans 
le capillaire permettant d’apporter des propriétés de surface complémentaires. Dans le cadre de cette thèse, 
deux procédés de fonctionnalisation innovants, initiés par photochimie, ont été développés pour la préparation 
des colonnes multimodales miniaturisées : la photopolymérisation, basée sur des réactions de polymérisation 
radicalaire, et la « photoclick chemistry », basée sur un greffage radicalaire contrôlé (et non plus une 
polymérisation). Un état de l’art de leur utilisation en sciences séparatives a été dressé pour chacun des 
procédés, afin de guider le choix des stratégies de greffage. Après une optimisation des conditions de greffage, 
les résultats présentés dans ce manuscrit montrent que ces procédés de fonctionnalisation sont rapides 
(fonctionnalisation en quelques minutes), efficaces, polyvalents (transposables à de multiples greffons) et 
localisables. Leurs potentiels respectifs dans la préparation des colonnes multimodales ont ensuite été 
démontrés pour la préconcentration/séparation en ligne de plusieurs composés. L’approche par « click 
chemistry » qui permet un meilleur contrôle du greffage, a été étendue au greffage de biomolécules pour la 
préparation de supports d’immunoaffinité. Ainsi, une colonne multimodale composée d’une première zone 
remplie de monolithe photogreffée avec des aptamères et une deuxième zone vide a été préparée pour la 
préconcentration/séparation électrocinétique en ligne de l’Ochratoxine  A. 
__________________________________________________________________________ 
TITRE en anglais : Photografted multimodal monolithic columns dedicated to miniaturized separation 
techniques 
_________________________________________________________________ 
RESUME en anglais 
 

Miniaturization of analytical processes is a general trend in analytical chemistry. Such trend is driven by the 
development of new experimental approaches based, for example, on hyphenated analytical steps or 
techniques. The in-line coupling of different and generally orthogonal/complementary separation mechanisms 
at the microscale, is dependent on the capability to define functional segments (open column segments and/or 
filled with stationary phase). Preparation of such "multimodal" capillary columns is based on (1) the in-capillary 
synthesis of a "generic" porous silica monolith and (2) on its localized chemical surface modification to define 
specific functional segments. Herein, two innovative photo-functionalization processes have been investigated 
for the preparation of multimodal miniaturized columns. The former, called photopolymerization is based on 
acrylate free radical polymerization reactions while the latter, called photografting, implements the thiol-ene 
"photoclick chemistry" reaction. These photo-initiated processes, after optimization, prove to be rapid (within 
few minutes), versatile (adapted to the grafting of various monomers) and localizable. Photopolymerization of 
acrylate monomers on activated silica monolith (using γ-methacryloxypropyltrimethoxysilane) gives rise to 
highly retentive columns due to the polymeric nature of the layer obtained. Photografting of octadecanethiol 
on vinylized silica columns leads to monolayer-like coating. The preparation of dedicated multimodal columns 
using such approaches was then successfully applied to the in-line preconcentration / separation of 
neuropeptides and preconcentration / fractionation of various neutral and charged compounds. The "click 
chemistry" approach which allows a better control of the reaction, has been extended to the grafting of 
biomolecules for the preparation of immunoaffinity supports. Thus, a multimodal column composed a 1-cm 
length aptamer-functionalized monolith at the entrance of a CZE open capillary has been prepared and 
successfully applied to the in-line preconcentration/electrokinetic separation of Ochratoxin A in white wine and 
beer. 
__________________________________________________________________________  
DISCIPLINE : Chimie Analytique 
________________________________________________________________________  
MOTS-CLES : Monolithe, silice, nanochromatographie, électrophorèse capillaire, fonctionnalisation, 
photopolymérisation, photoclick chemistry, colonne multimodale 
__________________________________________________________________________ 
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Introduction générale  
 

 

Une des évolutions dans le domaine de l’analyse chimique concerne la miniaturisation des systèmes 

d’analyse. Cette tendance s’accompagne du développement de nouvelles approches expérimentales 

basées, par exemple, sur l’intégration de plusieurs étapes analytiques, couplées en ligne en système 

miniaturisé. Cette intégration en ligne, d’étapes mettant en jeu des mécanismes de séparation 

différents et généralement orthogonaux, implique cependant d’être capable de définir des zones 

(segments de colonne vides et/ou remplis de phase stationnaire) présentant des chimies de surface 

adaptées. L’approche choisie pour la préparation de ces colonnes « multimodales », repose sur (1) la 

synthèse d’un monolithe de silice poreux « générique » dans des tubes capillaire de quelques dizaines 

de microns de diamètre interne et (2) la modification de surface localisée dans le capillaire permettant 

d’apporter des propriétés de surface complémentaires. Dans le cadre de cette thèse, deux procédés 

de fonctionnalisation innovants, initiés par photochimie, ont été développés pour la préparation des 

colonnes multimodales miniaturisées : la photopolymérisation, basée sur des réactions de 

polymérisation radicalaire et la « photoclick chemistry », basée sur un greffage radicalaire contrôlé (et 

non plus une polymérisation). 

La première partie de ce manuscrit décrit, dans un contexte assez large, l’évolution des systèmes 

chromatographiques miniaturisés depuis une trentaine d’années. Cette étude sur l’ensemble des 

systèmes chromatographiques miniaturisés a permis de définir les stratégies utilisées pour ce travail 

de thèse et met en évidence les raisons de ces choix. Cette partie se conclut par la mise en place du 

cahier des charges proposé pour la suite des travaux. 

Le premier chapitre est consacré au développement de la photopolymérisation. Afin de choisir le 

procédé de photopolymérisation le plus adapté pour la réalisation des colonnes multimodales par voie 

photochimique, un état de l’art de la fonctionnalisation de surface par des polymères a d’abord été 

dressé, indépendamment du mode d’initiation. Une étude plus ciblée sur la photopolymérisation est 

ensuite réalisée et met en évidence les différents paramètres à prendre en compte pour ce procédé. 

La deuxième partie de ce chapitre démontre la polyvalence de ce mode de fonctionnalisation et 

complète l’étude sur la photopolymérisation initiée au laboratoire. Ainsi, la photopolymérisation de 

monomères acrylamide a été réalisée et les résultats sont présentés sous forme de publication 

intitulée « Photopolymerization of acrylamide as a new functionnalization way of silica monoliths for 

hydrophilic interaction chromatography and coated silica capillaries for capillary electrophoresis ». Les 

principaux paramètres (concentration en monomère et temps d’irradiation) ont été optimisés en 

suivant l’évolution des propriétés chromatographiques (rétention/sélectivité et efficacité) à partir de 
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la séparation de nucléosides en mode HILIC. Le revêtement acrylamide a ensuite été utilisé en 

électrophorèse capillaire pour la suppression du flux électroosmotique et la réduction des 

phénomènes d’adsorption. La stabilité du greffage a également été étudiée en milieu acide et basique. 

La troisième partie de ce chapitre présente une étude de faisabilité d’un système d’analyse en ligne 

pour la préconcentration/séparation de la Met et Leu-enképhaline. Des essais de dérivation sur 

support en vue d’un couplage préconcentration/dérivation et séparation des peptides sont également 

présentés. 

Enfin, le deuxième chapitre  est dédié à la photofonctionnalisation par chimie « click ».   La première 

partie présentée sous forme d’une revue intitulée « Is click chemsitry attractive for separation 

sciences ? » dresse un état de l’art de son utilisation en sciences séparatives. Les différentes  réactions  

dites de « click » sont  présentées avec leurs avantages et inconvénients respectifs. Cette étude a guidé 

notre choix vers l’utilisation des réactions « ene-thiol ». Les conditions de photogreffage (nature et 

concentration des réactifs, photoinitiateurs, thiols, durée d'irradiation) ont ensuite été optimisées en 

suivant l’évolution de propriétés chromatographiques (rétention/sélectivité et efficacité) des colonnes 

photogreffées. Les résultats sont présentés dans une « short communication » intitulée « "Thiol-ene" 

photoclick chemistry as a rapid and localizable functionalization pathway for silica capillary monolithic 

columns ». Dans un deuxième article intitulé «Versatile ene-thiol photoclick reaction for preparation 

of multimodal monolithic silica capillary columns », la polyvalence de cette approche est mise en 

évidence par le greffage de différents réactifs thiolés de façon à couvrir différents modes 

chromatographiques : l’octadécanethiol pour la phase inverse, la cystéine pour le mode HILIC ou 

encore le mercaptoéthanesulfonate de sodium pour l’échange d’ions. La deuxième partie de l’article 

démontre l’intérêt de cette approche photochimique pour la préparation de colonnes capillaires 

monolithiques multimodales par photogreffages successifs et localisés de différents réactifs thiolés. 

L’approche par « click chemistry » a ensuite été étendue au greffage de biomolécules pour la 

préparation de supports d’immunoaffinité. Ainsi une colonne multimodale composée d’une première 

zone remplie de monolithe photogreffée avec des aptamères et une deuxième zone vide a été 

préparée pour la préconcentration/séparation électrocinétique en ligne de l’Ochratoxine A (OTA). Les 

résultats sont présentés dans  l’article « In-line coupling of an aptamer based miniaturized monolithic 

affinity preconcentration unit with capillary electrophoresis and Laser Induced Fluorescence 

detection » présenté dans la deuxième partie de ce chapitre.   
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Contexte 
 

 

Un des champs d’investigation scientifique majeurs de ces dernières décennies concerne la 

miniaturisation. Ce terme est commun à différents champs/niveau d’étude. Dans certains cas, la 

réduction d’échelle permet d’atteindre des propriétés physiques, chimiques et/ou physico-chimiques 

spécifiques ou exaltées alors que dans d’autres, la réduction d’échelle ouvre de nouvelles perspectives 

en termes d’utilisation.  

Une illustration des relations structure-propriétés concerne par exemple l’étude des nanomatériaux. 

En effet, certaines nanoparticules présentent des propriétés optiques et catalytiques uniques alors que 

les nanotubes de carbone présentent des propriétés mécaniques ou électriques singulières. Par 

ailleurs, la nature exploite depuis longtemps certaines propriétés liées à des effets d’échelle. Les arbres 

par exemple utilisent, entre autres, les forces capillaires pour alimenter le feuillage en sève, en 

s’appuyant sur un réseau de millions de petits capillaires, dont les diamètres varient entre des 

centaines de microns et une trentaine de nanomètres [1]. L’étude et la compréhension des 

phénomènes de transport et de mélange de fluide en système miniaturisé ont donné naissance à une 

discipline à part entière en plein essor, la microfluidique.  

Cette discipline, à l’instar de la microélectronique dans le domaine de l’informatique et des 

télécommunications, permet d’envisager la miniaturisation de systèmes fluidiques intégrant 

différentes fonctions, tout en étant portables. Les enjeux de la miniaturisation portent donc sur son 

formidable potentiel d’application. L’analyse chimique n’échappe pas à cette tendance dans la mesure 

où la miniaturisation ouvre des perspectives tant d’un point de vue scientifique que sociétaux. Dans le 

domaine de la santé par exemple, se développe le concept de médecine personnalisée. Cette 

émergence d’une telle médecine « à la carte » pour « le bon médicament, à la bonne personne, au bon 

moment » est de nature à bouleverser notre vision de la santé publique [2]. Dans cette tendance, on 

peut citer la commercialisation des capteurs de glycémie portables. 

Dans le domaine des techniques séparatives, la miniaturisation concerne en premier lieu la diminution 

des dimensions des colonnes de séparation. La miniaturisation permet également d’envisager de 

réaliser l’ensemble des étapes, de la préparation d’échantillon au rendu du résultat, en 

intégrant/couplant plusieurs étapes dans un même dispositif. Cette miniaturisation permet(tra) de 

répondre à certaines problématiques actuelles, liées notamment aux faibles volumes d’échantillon 

disponibles et à leur complexité. C’est également, d’un point de vue écologique, une voix permettant 

de réduire les consommations de solvants et dans certains cas l’exposition à des produits dangereux 

(dans le domaine du nucléaire par exemple).  
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Le schéma « classique » des méthodes analytiques de la fin du XXième siècle a subi une mutation depuis 

plus d’une décennie. L’évolution des besoins (en termes de complexité, de réduction des délais, de 

limites de détection, de quantité d’analyses à réaliser etc..) nécessite des développements 

technologiques constants pour répondre aux nouvelles exigences. Comme le montre la Figure 1, la 

miniaturisation, qui facilite l’intégration et donc l’automatisation, est une des réponses apportées.  

 

 
Figure 1: Diagramme présentant les relations entre les développements analytiques actuels et la tendance 

concernant les besoins analytiques actuels [3]. 
 

Ainsi, outre les challenges technologiques, la miniaturisation a pour finalité de répondre à des besoins 

de simplification, d’utilisation et d’automatisation des outils développés. 

 

Les débuts de la miniaturisation 

L’histoire de la miniaturisation des systèmes chromatographiques, comme celle d’autres techniques 

instrumentales, est liée aux progrès réalisés en parallèle dans d’autres domaines (fabrication des 

colonnes, systèmes de pompages, détection, électronique etc…). Ainsi, pour des raisons de simplicité 

de mise en œuvre, la miniaturisation des systèmes séparatifs a débuté fin des années 50 dans le 

domaine de la chromatographie en phase gazeuse. Ces développements ont été supportés d’un point 

de vue théorique par les résultats prometteurs des travaux de Golay portant sur la théorie de la 

dispersion en tube ouvert de petit diamètre interne (Open Tubular Column) [4]. Ces colonnes GC, 

appelées colonnes capillaires, se limitaient à des tubes métalliques (par exemple des tubes en cuivre 

de 1/16 in. O.D and 0.010 I.D) ou en nylon. Il est important de noter que cette miniaturisation des 

colonnes de séparation a nécessité, en parallèle, des adaptations au niveau des systèmes d’injection 

et de détection. Basé sur des techniques de fabrication empruntées à la microélectronique, Terry 

décrit en 1975, un système miniaturisé (microchip GC) intégrant sur une puce en silicium de quelques 

centimètres, une injection électromagnétique, une colonne de séparation sous forme de microcanaux 

gravés dans le silicium et une détection par conductivité (Figure 2)[1]. 
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Figure 2: Représentation schématique du premier chromatographe en phase gazeuse miniaturisé, réalisé par 

Terry en 1975. Adapté de [1]. 

Quelques années plus tard, l’apparition des tubes capillaires de silice fondue marque une nouvelle ère 

dans le domaine des sciences séparatives. Si ces tubes souples de très faible diamètre interne 

(quelques dizaines à quelques centaines de microns) et de très grandes longueurs ont été l’élément 

clé du développement de la chromatographie en phase gazeuse capillaire « moderne », ils ont 

également ouvert la voie, plus tardivement, à la miniaturisation des séparations en phase liquide. 

Compte tenu des difficultés technologiques plus importantes associées à un écoulement de phase 

mobile par voie hydrodynamique (impliquant un contrôle et une stabilité de nano débits, une 

étanchéité de la connectique sous pression…) la miniaturisation en phase liquide a débuté par le 

développement des techniques électrocinétiques avant de s’étendre aux techniques 

chromatographiques hydrodynamiques. 

 

Les premiers systèmes séparatifs en milieu liquide : les systèmes électrocinétiques 

L’arrivée des tubes capillaires de silice fondue a ouvert la voie aux systèmes miniaturisés 

d’électrophorèse capillaire (EC) qui utilisent désormais une phase mobile liquide (début des années 

1980). Les séparations sont réalisées en appliquant une différence de potentiel sur des électrodes 

placées en regard des extrémités du capillaire [5, 6]. Initialement, cette technique permet de séparer 

des espèces chargées (ions, molécules biologiques). La charge de surface du verre (liée à l’état 

d’ionisation des silanols de surface) entraîne, sous l’effet du champ électrique, un déplacement du 

liquide vers la cathode, c’est le flux électroosmotique. Les molécules chargées vont, en plus du flux 

électroosmotique, se déplacer vers l’électrode de charge opposée selon un mécanisme 

d’électromigration.  

A l’instar de la micro-GC, des dispositifs au format d’une puce en verre voient également le jour. Une 

représentation schématique d’une μchip CE est présentée Figure 3. Ce dispositif en croix intègre un 

canal d’injection, un canal de séparation et une zone dédiée à la détection. Les différentes étapes 
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d’injection et de séparation sont réalisées de façon électrocinétique, par application d’une différence 

de potentiel par le biais d’électrodes placées dans chaque puits du système.  

 

 

Figure 3: Représentation schématique d’une μchip CE. 
 

Plus chers et plus compliqués, les μchip CE offrent, par rapport au format capillaire, la possibilité 

d’intégrer plusieurs étapes d’analyse sur une même puce, en limitant les sources de dispersion. Cette 

possibilité de réaliser l’ensemble des étapes (traitement d’échantillon, injection, séparation et 

détection par exemple) a donné naissance au concept de laboratoire sur puce ou μTAS (micro Total 

Analysis System) dans les années 1990 [7]. L’objectif est alors de réaliser l’ensemble du processus 

d’analyse sur un même système miniaturisé (Figure 4).  

 

 
Figure 4: Représentation schématique d’un laboratoire sur puce [8]. 

 

Ce format sur puce est ainsi largement utilisé pour développer des systèmes d’analyse miniaturisés. 

De façon non exhaustive, nous pouvons citer des exemples de couplages d’étapes de 

préparation/préconcentration d’échantillon avant l’étape de séparation ou bien de systèmes intégrant 

des réactions de dérivation post-colonne pour permettre ou améliorer la détection. Litchtenberg et al. 

[9] proposent, par exemple, d’intégrer une étape de préconcentration électrocinétique en amont de 
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la séparation (Figure 5.A). Certaines configurations de canaux permettent également de réaliser des 

dérivations pré-colonne avec le mélange des réactifs de dérivation dans une chambre de mélange 

(Figure 5.B) [10]. Enfin, le groupe de Phillips propose même d’intégrer une étape de capture par 

immunoaffinité, directement dans le port d’injection afin d’analyser certaines molécules cibles de 

l’échantillon [11].  

 
Figure 5: Exemples de μchip CE intégrant plusieurs étapes d’analyse [9, 10]. 

 

L’étape de séparation électrophorétique peut également être accompagnée d’un système de collecte 

des fractions comme l’illustre la Figure 6.  

 

Figure 6: Schéma d’un système de séparation et de collecte sur puce [12]. 

 

Ces techniques électrocinétiques en milieu libre sont simples dans leur mise en œuvre mais se limitent 

à l’analyse de composées ioniques ou ionisables. Pour étendre la gamme de molécules analysables, 

certaines adaptations ont été envisagées. Hjertén [13] a démontré très rapidement la possibilité de 

réaliser des séparations en présence d’un gel, permettant la séparation de molécules chargées 

(protéines, ADN par exemple) en fonction de leur taille (rayon hydrodynamique). Dans le même esprit 

 

A             

 

B 
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de simplicité de mise en œuvre, il a été proposé de réaliser des séparations sous champ électrique, en 

présence de micelles dans l’électrolyte de séparation. On parle alors de chromatographie 

électrocinétique micellaire (MEKC)). Les micelles jouent le rôle de « pseudo-phase stationnaire », et 

l’électroosmose assure l’écoulement de la phase mobile. Comme en chromatographie en phase 

liquide, les molécules se séparent au cours de leur migration en fonction de leur différence d’affinité 

avec les micelles, ouvrant la technique à la séparation de molécules neutres.  

Compte-tenu des faibles possibilités d’ajustement des sélectivités des systèmes micellaires et des 

contraintes liées à leur utilisation (ajout de tensioactifs à la phase mobile en mode dynamique), 

différents supports (phases stationnaires) sont alors développés pour la préparation des colonnes 

miniaturisées, destinées dans un premier temps aux techniques d’électrochromatographie capillaire 

(CEC).  

L’approche la plus pratique, en termes de réalisation, concerne la préparation des colonnes capillaires 

en tube ouvert (OTC), dans lesquelles la surface interne du capillaire est recouverte avec une fine 

couche de phase stationnaire [14]. Cependant, les rapports de phases (volume de phase stationnaire 

/ volume de phase mobile) sont faibles, ce qui limite la rétention dans ce type de configuration. Ces 

systèmes en tubes ouverts seront, dans la même période (1990), également étudiés en 

chromatographie en phase liquide comme nous le verrons plus tard.  

Par la suite, les premières tentatives de transposition directe du mode de préparation des colonnes 

classiques de chromatographie en phase liquide au remplissage de colonnes capillaires par 

« empilement » (packing) sous pression ont permis la réalisation des colonnes capillaires particulaires. 

Ces colonnes présentent des surfaces spécifiques élevées (plusieurs centaines de m2/g) et donnent 

accès à toute la variété de supports chromatographiques. Néanmoins, le remplissage homogène et 

reproductible des colonnes ainsi que l’immobilisation des particules par la formation de frittés 

représentent un véritable défi technologique. En électrochromatographie, les différences de 

perméabilité entre les zones de frittés et le lit de particules sont une source d’instabilité du courant 

électrique et donc de manque de robustesse de ces techniques.  

Une alternative aux colonnes particulaires et aux contraintes de remplissage, vient de procédés visant 

à synthétiser/élaborer le support de chromatographie directement dans la colonne de séparation. Un 

premier modèle de phase stationnaire, les structures micro-fabriquées de type COMOSS (pour 

Collocated Monolithic Support Structure) ou réseau de piliers, a été développé grâce aux techniques 

de photolithographie. Ces structures sont représentées par un ensemble de plots ou de piliers 

ordonnés de façon étroite et dont la taille et la distribution peuvent être choisies et modulées (Figure 

7). Ces structures parfaitement ordonnées permettent ainsi de limiter la dispersion (élargissement de 

bande) des solutés [15]. 
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Figure 7: Représentation schématique (A) de l’entrée de la colonne COMOSS formée par un système diviseur 

de flux et (B) cliché MEB du dispositif microfabriqué [16]. 
 

L’introduction d’un support chromatographique a permis de réaliser des séparations complexes de 

composés chargés et/ou neutres au sein des systèmes miniaturisés. La diversité des supports proposés 

ouvre désormais la voie à de nouvelles applications avec l’intégration d’étapes de filtration, de dilution, 

de digestion, de préconcentration et autres. Dans l’exemple présenté Figure 8, des protéines sont 

analysées sur un microsystème intégrant 3 étapes d’analyse réalisées sur différents supports 

chromatographiques. Une première étape de digestion enzymatique est réalisée sur une phase 

particulaire, suivie d’une étape de préconcentration. La séparation des peptides est ensuite réalisée 

par électrochromatographie sur une structure COMOSS [17]. 

 
Figure 8: Présentation de la puce proposée par le groupe de Régnier pour la digestion, préconcentration et 

séparation en ligne de peptides. D’après [17]. 

 

1 : digestion par de la trypsine immobilisée 
sur des particules de silice (5μm) 

2 : préconcentration par chromatographie 
d’affinité sur des particules de silice 
fonctionnalisées Cu(II) : sélection des 
peptides contenant de l’histidine 

3 : électrochromatographie de ces peptides 
sur une structure COMOSS (phase inverse) 

 Application : albumine de sérum bovin 
marquée à la FITC 

Un fritté = une 
structure 
COMOSS 
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Ces structures présentent des avantages non négligeables en termes de miniaturisation en raison 

notamment de la facilité d’intégration. Ces structures, tout comme les microsystèmes en canal ouvert, 

ont donc naturellement été utilisées en nano-chromatographie.  

Les rétentions générées restent néanmoins faibles en raison du faible rapport surface / volume. De 

plus, la préparation de ces colonnes nécessite une expertise poussée en photolithographie et 

microtechnologie. Dans les années 2000, un intérêt particulier s’est alors porté vers la mise en œuvre 

de phases stationnaires monolithiques en capillaire dont les propriétés structurales s’avèrent très 

intéressantes en électrochromatographie. En effet, la structure continue des monolithes, composée 

d’un squelette mésoporeux et d’un réseau de macropores interconnectés, confère au matériau une 

grande perméabilité associée à une grande surface spécifique (Figure 9).  

 
Figure 9: Image MEB d'un monolithe de silice avec un agrandissement du squelette de silice et des macropores. 

 

Les monolithes sont regroupés dans différentes classes selon le type de monomère utilisé. La 

polymérisation de monomères organiques (monomères acrylate ou styrène par exemple) conduit à 

l’obtention de monolithes organiques, alors que le procédé sol-gel, à partir de précurseurs de silice 

(tetraméthoxysilane (TMOS) ou tetraéthoxysilane (TEOS) par exemple), conduit à des monolithes de 

silice. De façon intermédiaire, l’incorporation de précurseurs de silice porteurs de fonctions organiques 

permet d’obtenir des monolithes dit hybrides par co-condensation avec un précurseur de silice de type 

TMOS (synthèse « one-pot »). La Figure 10 présente un microsystème en verre dans lequel un 

monolithe organique a été synthétisé par irradiation UV, de façon à localiser le monolithe dans le canal 

de séparation [18].  

Mésopores : 13 nm Macropores : 2 μm 

Porosité > 80% 
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Figure 10: (A) Représentation schématique du microsystème (E, échantillon ; PM, phase mobile ; P, «poubelle») 
et photographie par microscopie électronique à balayage de la coupe transversale du microsystème et du canal 
où a été synthétisé un monolithe à base d’acrylate. (B) Electrochromatogramme correspondant à la séparation 
de 13 hydrocarbures aromatiques polycycliques sur un tel microsystème. 1, naphtalène. 2, acénaphtylène. 3, 
acénaphtène. 4, fluorène. 5, phénanthrène. 6, anthracène. 7, fluoranthène. 8, pyrène. 9, benz(a)anthracène. 10, 
chrysène. 11, benz(b)fluoranthène. 12, benzo(k)fluoranthène. 13, benzo(a)pyrène. Phase mobile, tampon Tris 5 
mM pH 8 – acétonitrile (2/8). Lsép = 7 cm. (C) Electrochromatogramme correspondant à la séparation de 6 
peptides dérivés avec le naphtalène2,3-dicarboxaldéhyde sur un tel microsystème.1, inhibiteur de la papaïne. 2, 
proctoline.3, opioide. 4, Ile-angiotensine III. 5, angiotensine III. 6, GGG. Phase mobile, tampon borate 25 mM – 
acétonitrile (7/3). Adapté de [18]. 
 

La synthèse localisable des monolithes organiques par photopolymérisation, la grande variété de 

monomères disponibles permettant de couvrir l’ensemble des modes chromatographiques et la 

stabilité au pH de ces matériaux expliquent leur utilisation en microsystème fluidique. Si les monolithes 

inorganiques sont plus difficilement localisables en microsystème, leur structure chimique de base 

(silice) ainsi que leur mode de fonctionnalisation identique à celui des phases particulaires de silice, 

rapprochent leur comportement de celui des supports de silice particulaires majoritairement utilisés 

en chromatographie. Ils ne gonflent pas comme certains monolithes organiques en fonction du type 

de solvant utilisé dans la phase mobile. Ces supports sont généralement utilisés au format capillaire, 

le procédé sol-gel permettant leur ancrage directement à la paroi en silice du capillaire.  

 

Le Tableau 1 [15] présente les avantages et les inconvénients des différentes stratégies permettant 

d’introduire une phase stationnaire dans des microcanaux ou des capillaires de faible diamètre interne. 

 

Tableau 1: Avantages et inconvénients des différentes phases stationnaires utilisées en systèmes miniaturisés 
[15].  
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Les prémices de la chromatographie en phase liquide en système miniaturisé  

Le développement de la nanochromatographie en phase liquide a non seulement été lié à celui des 

colonnes chromatographiques mais également à celui des systèmes de pompage (permettant de 

générer des débits de l’ordre de quelques dizaines à quelques centaines de nanolitres par minute) et 

d’une connectique adaptée en termes de pression et de dispersion.  

Comme il a été mentionné précédemment, les supports utilisés en électrochromatographie ont, en 

parallèle, été testés en chromatographie en phase liquide au format miniaturisé. Les premiers 

systèmes de chromatographie en phase liquide sur puce sont apparus dans les années 90. Manz et al  

[19] ont décrit un système miniaturisé de séparation chromatographique sur puce en canal vide. Le 

microsystème présenté Figure 11 intègre une colonne gravée dans un support de silicium et une 

détection conductimétrique grâce à des électrodes placées en fin de colonne. Si la théorie concernant 

la dispersion en colonne capillaire ouverte (OTC) de quelques microns de diamètre interne prédit des 

colonnes de hautes efficacités pour de faibles pertes de charge par rapport aux colonnes remplies, ces 

systèmes manquent de capacité de charge [15]. Ces systèmes imposent, en outre, de bien maitriser 

l’injection (quelques nanolitres) pour éviter la surcharge et la dispersion mais également d’avoir des 

détections assez sensibles, compte-tenu des contraintes à l’injection. Par contre, les pertes de charges 

sont faibles ce qui permet de travailler avec de grandes longueurs de colonnes. 

 

   
Figure 11: Représentation schématique d’une micropuce LC intégrant une colonne de séparation gravée dans un 
support de silicium et une détection conductimétrique en sortie de colonne et une illustration du montage. 
Adapté de [19]. 

 

Les structures produites par lithographie (réseau de piliers ou COMOSS), comme mentionné 

précédemment pour l’électrochromatographie, apportent une plus grande surface spécifique 

d’interaction que les tubes ou canaux ouverts. Mais ces surfaces, même après élaboration de couches 

poreuses [20-23], restent limitées au regard de celles développées par des matériaux poreux 

(particulaires ou monolithiques). Néanmoins, leur compatibilité avec les procédés d’élaboration de 
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puce facilite leur intégration. La Figure 12 présente une puce fluidique comprenant un canal de 

séparation COMOSS et un mélangeur passif post-colonne permettant de réaliser une détection SERS 

[24]. 

 

 

Figure 12: (a) Représentation schématique de la puce proposée par Taylor et al [24], MP (mobile phase), S 
(sample), SW (sample waste), O (outlet), and DR (detection reagent). Images MEB de b) la zone de dérivation 
post-colonne et c) la structure COMOS dans le canal de séparation, (d) : représentation schématique du 
pluronique modifié avec l’AgNP, (e et f) : Images du système de pompage et de la vanne d’injection multiports.  

 

Dans les séparations chromatographiques miniaturisées mettant en œuvre des phases stationnaires 

poreuses (particules ou monolithes), le format capillaire devient prédominant lorsque l’écoulement de 

la phase mobile est assuré en mode hydrodynamique. En effet, la stabilité mécanique des μsystèmes 

(gravés ou moulés) n’est pas compatible avec les pressions à appliquer à l’entrée de canaux de 

séparation remplis [25]. Par exemple, les microsystèmes en matériau organique (cyclic olefin 

copolymer ou COC) ne supportent pas des pressions supérieures à 20 bars [26], ce qui limite les 

longueurs de séparation à quelques centimètres dans le cas d’un écoulement hydrodynamique. 

Initialement développés pour l’analyse à grande vitesse à une échelle non miniaturisée mais 

rapidement supplantés dans ce domaine par les particules submicroniques et/ou superficiellement 

poreuses,  les monolithes de silice vont très rapidement prouver leur intérêt majeur dans le domaine 

de la miniaturisation de la chromatographie en phase liquide. En effet, leur mode d’élaboration 

(synthèse in-situ directement à l’intérieur du capillaire) et leurs propriétés intrinsèques (surfaces 

spécifiques de plusieurs centaines de m²/g, perméabilité élevée de l’ordre de 10-13- 10-14 m², faible 

résistance au transfert de masse) en font des outils de choix pour la nano-LC. 

Ces propriétés permettent de préparer des colonnes capillaires monolithiques de silice de grandes 

longueurs (supérieures à un mètre de long) [27], générant  de très grandes capacités de pics, pour des 

pertes de charge acceptables (100 à 200 bars). Ces colonnes permettent, en outre, de réaliser des 

analyses à partir de très faibles quantités d’échantillon (quelques microgrammes de lysat cellulaire) 
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[28] et d’identifier, en une seule analyse, plusieurs dizaines de milliers de peptides trypsiques sans 

avoir recours à des techniques de préfractionnement préalables (« one-shot » analysis). Ces colonnes 

de grandes longueurs ont par exemple été utilisées pour étudier l’expression de plusieurs lignées 

cellulaires et permettre de les classer selon le profil protéomique obtenu (cellules souches 

pluripotentes induites humaines (iPSC) ou fibroblastes) [28] (Figure 13). 

 

 
Figure 13: Illustration représentant à gauche le couplage entre une colonne monolithique de silice (longueur : 
2m, diamètre interne : 100 μm) et l’entrée du spectromètre de masse (nanospay) et à droite l’analyse du profil 
protéomique obtenue pour différents lysats cellulaires et leur classement selon leur origine (fibroblaste ou iPS) 
[28]. 
 

Outre le nombre de peptides identifiés, la sensibilité de la détection par spectrométrie de masse 

semble également être améliorée sur ces colonnes. L’effet de suppression d’ion causé par la co-élution 

des peptides est drastiquement réduit sur ces colonnes de grandes efficacités [27]. 

 

La chromatographie en phase liquide multimodale à l’échelle miniaturisée  

Les systèmes de pompage permettent désormais de contrôler des nano-débits dans les colonnes et les 

détecteurs ont été adaptés au format nano. L’écoulement du fluide, contrôlé par pression, permet de 

s’affranchir des variations du flux électroosmotique souvent dépendant du support et à l’origine 

d’analyses peu robustes en électrochromatographie. Néanmoins, l’intégration d’étapes dans les 

systèmes miniaturisés de chromatographie liquide s’avère plus difficile à mettre en place (surtout au 

format capillaire).  Le couplage d’étapes peut être réalisé selon deux approches, « on-line » et « in-

line ». Dans l’approche « on-line », le support de préparation d’échantillon (sous forme de pré-

colonne) est couplé au système de séparation via une interface. Une première configuration, proposée 

par plusieurs auteurs [29-31] consiste à installer la précolonne sur une vanne 6 ou 10 voies sur laquelle 

sont connectées une pompe analytique et la colonne de séparation (Figure 14). Lorsque la vanne est 

en position chargement, l’échantillon est percolé à travers la précolonne. Les molécules d’intérêt sont 
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alors piégées et retenues sur le support. L’élution des composés est ensuite assurée en basculant la 

vanne en position élution. La phase mobile est percolée sur la précolonne pour décrocher les composés 

qui sont ensuite transférés puis séparés sur la colonne chromatographique. 

 

 
Figure 14: Représentation schématique d’un couplage « on-line ».  

 

Ce système présente l’avantage de pouvoir réaliser des étapes de rinçage sur la précolonne sans que 

les impuretés ou composés indésirables ne transitent par la colonne de séparation. Néanmoins, le 

montage requis est particulièrement volumineux et complexe et doit être judicieusement optimisé 

afin de réduire la dispersion importante lors du transfert des composés de la précolonne à la colonne 

de séparation. 

Le groupe de Liu a également proposé ce type d’approche sur format puce (Figure 15.A) pour la 

préconcentration/séparation de peptides marqués à la fluorescéine [32]. La puce proposée est 

constituée de deux colonnes monolithiques de géométries différentes. Un système de vannes reliées 

à la puce permet de contrôler la réalisation des différentes étapes de préconcentration/séparation. 

Fin des années 2000, les premières μchip HPLC sont commercialisées. Agilent propose notamment la 

« Chip Agilent » constituée d’une précolonne de préconcentration, d’une colonne de séparation et 

d’une nano-aiguille métallisée utilisée comme nano-electrospray (Figure 15.B). Les deux colonnes sont 

remplies de particules maintenues par des restrictions au niveau des extrémités. Ce dispositif a permis 

la préconcentration de divers analytes (glycopeptides, oligosaccharides, phosphopeptides, 

anthocyanines…) dans des matrices relativement complexes de type sérum, lait maternel, peaux de 

raisin [33-35]. 
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Figure 15: Différents couplages on-line sur puce proposés par A) Liu et al. Adapté de [32], et B) Agilent [36]. 

 

La capacité de séparation de ces systèmes reste tout de même limitée par les longueurs réduites des 

colonnes utilisées. 
 

Dans la deuxième approche dite « in-line », les différentes étapes sont réalisées au sein d’une même 

colonne « multimodale » (avec différentes zones). L’échantillon est alors transféré directement vers la 

zone de séparation, ce qui permet de réduire considérablement la dispersion du système. Ce concept 

amorce l’analyse multidimensionnelle dans les systèmes miniaturisés et offre de nouvelles 

perspectives dans l’analyse d’échantillons complexes. Le mode MudPit (pour Multidimensional Protein 

Identification Technology) permet par exemple d’analyser des mélanges complexes de peptides. La 

colonne de séparation utilisée peut contenir plusieurs zones différentes comme présenté dans les 

travaux du groupe de Yates [37] (Figure 16). L’échantillon est d’abord chargé sur une première zone 

de phase inverse permettant de dessaler l’échantillon en milieu aqueux. Cette étape est indispensable 

pour éliminer les sels qui sont non compatibles avec une détection par spectrométrie de masse. Les 

peptides sont ensuite élués pour être préconcentrés sur une zone échangeuse d’ions. Enfin, les 

peptides sont élués par fractions (changement de pH, créneaux de force ionique croissantes) pour être 

séparés sur une dernière zone en phase inverse. Ce type d’application illustre clairement l’intérêt 

d’intégrer plusieurs étapes dans un même capillaire. 
 

 
Figure 16: Représentation schématique de la colonne multimodale proposée par le groupe de Yates pour 

l’analyse de peptides en mode MudPit [37]. 

A) B) 
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Cette intégration d’étapes, mettant en jeu des mécanismes de séparation différents et souvent 

orthogonaux, nécessite cependant d’être capable de 

définir, au sein d’une même colonne, des zones 

présentant des chimies de surface différentes. Une 

première solution consiste à introduire des phases 

particulaires de fonctionnalités variées dans des 

zones ciblées de la colonne. Cependant, les difficultés 

de remplissage déjà évoquées avec les phases 

particulaires, de même que la réalisation souvent 

laborieuse des frittés semble un frein à cette 

approche. Une alternative intéressante est alors 

obtenue avec les phases monolithiques qui peuvent 

être synthétisées directement dans la colonne. Afin 

de définir les différentes zones de la colonne 

multimodale, deux approches ont été proposées. 

Dans la première approche, plusieurs monolithes 

présentant des chimies de surface différentes sont 

synthétisés de façon séquentielle. Le groupe de Hanfa 

Zou, par exemple, synthétise différents monolithes 

organiques par photopolymérisation, ce qui permet 

de localiser différents supports de façon contigüe 

dans la colonne capillaire [38]. La deuxième approche 

consiste à localiser physiquement la synthèse des 

différents monolithes par remplissage partiel de la 

colonne avec les mélanges de synthèse. Par exemple, 

Chen et al [39] synthétisent sur une première zone un 

monolithe de silice en intégrant un monomère fonctionnel directement dans le mélange de synthèse 

tandis que la deuxième zone est constituée d’un monolithe de silice qui est ensuite fonctionnalisé 

thermiquement avec un thiol (Figure 17). Ces approches impliquent cependant la réalisation de 

plusieurs synthèses, ce qui s’accompagne de différences de textures, sources d’inhomogénéité 

d’écoulement. De plus, une réoptimisation totale des synthèses est nécessaire pour chaque 

changement de chimie de surface et représente un investissement de temps important.  

 

 

 

Figure 17: Elaboration d'un capillaire bimodale 
(segment A, colonne de piégeage et segment B,
colonne de séparation) par synthèse localisée de 
monolithe de silice. Chaque segment est
fonctionnalisé de façon différente. Les images de 
microscopie optique (C1) et de fluorescence (C2)
sur une section de capillaire permettent de
visualiser les différentes zones. Les images MEB de
chaque monolithe (C3 et C4) montrent des
différences de morphologie. Adapté de [39]. 
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Perspectives  

Au regard de l’évolution des méthodes séparatives vers une miniaturisation et une intégration de plus 

en plus poussée, il nous semble intéressant de poursuivre les études portant sur le développement de 

colonnes capillaires multimodales/multiphasiques afin d’ouvrir la voie à des analyses d’échantillons 

complexes de manière automatisée et donc simplifiée. Le format capillaire est peu onéreux 

comparativement au format de puce fluidique et aussi particulièrement pratique d’utilisation. En effet, 

il existe maintenant des systèmes de pompage commerciaux robustes et simples d’utilisation (ne 

nécessitant pas de diviseur de débit par exemple) et une large gamme de connectique « dédiée » pour 

relier les colonnes miniaturisées à leur environnement (pompe, détecteur, injecteur). Ce point est 

particulièrement important en chromatographie en phase liquide où les pressions élevées (plusieurs 

centaines de bars) augmentent les risques de fuites et où chaque volume mort est une source de 

dégradation de la qualité de séparation. Enfin, ce format est polyvalent, il convient aussi bien pour des 

utilisations en chromatographie en phase liquide que pour d’autres applications potentielles en 

électrochromatographie capillaire ou en chromatographie en phase gazeuse.  
 

Si l’utilisation de phases stationnaires monolithiques présente, de notre point de vue, des avantages 

considérables en miniaturisation (synthèse in-situ), l’intégration de différentes fonctions chimiques de 

surface pour obtenir des supports multiphasiques/multimodaux en capillaire requiert néanmoins le 

développement de nouvelles approches d’élaboration. L’approche envisagée consiste à synthétiser un 

seul support monolithique « générique » efficace, afin de s’affranchir des problèmes d’hétérogénéité 

longitudinale de perméabilité rencontrés lors de la synthèse de supports différents. La 

fonctionnalisation devra permettre, ensuite, de créer les différentes zones fonctionnelles. La solution 

envisagée (présentée Figure 18) concerne l’utilisation d’une approche photochimique. Cette approche 

permet de réaliser des réactions localisables, de façon rapide pour éviter les phénomènes de diffusion 

entre les zones lors du greffage de la surface. Malgré la simplicité apparente de cette approche, peu 

de travaux ont été réalisés dans ce sens. Notre approche est et reste actuellement originale dans le 

monde des colonnes monolithiques de silice. 

 
Figure 18: Représentation schématique de l'approche de photofonctionnalisation envisagée dans ce travail de 

thèse. 
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Cahier des charges de l’approche envisagée  
 

L’objectif est d’étudier et de développer des procédés simplifiés pour le développement des colonnes 

multimodales/multiphasiques. Parmi les différents supports disponibles, notre choix s’est porté sur les 

monolithes de silice qui présentent de nombreux avantages. En plus d’être synthétisables in-situ, ces 

matériaux poreux possèdent une très grande surface spécifique et une perméabilité élevée (de l’ordre 

de 10-13 m2) qui permet de travailler avec des colonnes de grandes longueurs et d’accroître l’efficacité 

et la capacité de pics, sans perte de charge prohibitive. Ce travail de thèse s’appuiera donc sur 

l’expertise acquise par l’équipe Techsep dans la synthèse des monolithes de silice. A titre d’exemple, 

la courbe de Van Deemter Figure 19 présente les performances en termes d’efficacité 

chromatographique des monolithes de silice synthétisés en capillaire au laboratoire. La parfaite 

connaissance des caractéristiques physicochimiques et des propriétés des monolithes initiaux 

(perméabilité, morphologie, efficacité)  permettra de relier toute évolution des propriétés 

chromatographiques aux différentes étapes de fonctionnalisation afin de les optimiser. L’approche 

choisie est donc de pré-fonctionnaliser la surface de ce monolithe de référence avec des silanes 

fonctionnels puis d’amorcer la fonctionnalisation photochimique de monomères fonctionnels sur ces 

supports. 

 

 

Figure 19: Courbe de Van Deemter réalisée sur une colonne de monolithe de silice Lt = 39 cm, d.i. = 75 μm, 
phase mobile : ACN/eau (95/5 ; v/v), détection UV à 214 nm, soluté injecté : caféine. 

 

Différentes approches photochimiques peuvent être envisagées. Deux procédés de fonctionnalisation 

rapides et localisables seront exploités. Le premier procédé, basé sur des réactions de 

photopolymérisation, sera détaillé dans le premier chapitre. Si la polymérisation thermique de 

différents monomères a d’ores et déjà mis en évidence la possibilité d’obtenir des colonnes de capacité 

importante grâce à des couches épaisses de polymères synthétisés sur la surface [40],  le contrôle de 

la taille des polymères formés reste à améliorer pour assurer le maintien des performances initiales 

du matériau. Une deuxième approche de fonctionnalisation par photo « click chemistry » sera 
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présentée dans le chapitre 2. Ce procédé, basé sur un greffage radicalaire contrôlé (et non plus une 

polymérisation), devrait permettre un meilleur contrôle du greffage. Après optimisation des conditions 

de polymérisation/greffage, la polyvalence de ces procédés et leurs potentiels respectifs dans la 

préparation des colonnes multimodales seront démontrés à travers diverses applications. 
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CHAPITRE 1 

 

 

 

Préparation de colonnes multimodales par 

photopolymérisation localisée de monolithes de silice 

- 

Application à la préconcentration/séparation en ligne  

de la Met et Leu-enképhaline 
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Introduction
 

 

Lorsque ces travaux de thèse ont commencé, l’approche innovante et originale de 

photopolymérisation soulevait plusieurs interrogations. Premièrement, la polymérisation réalisée 

généralement sur des surfaces planes [1-3] ou dans des formats « batchs » [4-6] était ici envisagée sur 

des matériaux mésoporeux et en milieu confiné (à l’intérieur d’un capillaire). Bien que la silice soit 

connue pour être transparente aux UV, il n’était pas certain que l’irradiation, réalisée à travers le 

matériau, permette de créer des couches homogènes sur l’ensemble d’une section du monolithe. Ce 

point lié à l’hétérogénéité radiale est critique en chromatographie, de façon à conserver les 

performances intrinsèques du support chromatographique en termes d’efficacité. Néanmoins, 

l’initiation photochimique, réalisée sur un capillaire rempli au préalable de monomère, devrait 

permettre d’obtenir un greffage homogène en longueur, contrairement à certaines réactions de 

fonctionnalisation (par silanisation par exemple) réalisées en mode dynamique, sous circulation du 

mélange de greffage. Dans ce type de greffage, les réactifs réagissent au fur et à mesure de leur 

introduction dans le capillaire, ce qui nécessite parfois de retourner la colonne en cours de réaction 

pour éviter de créer des gradients de densité de greffage entre le port d’entrée des réactifs et la sortie 

du capillaire [7]. Dans le cas où, il n’y a pas un renouvellement des réactifs au cours de la réaction, 

l’approche par photochimie soulève également la question de la quantité de monomères disponibles 

dans le volume de solution de greffage. En effet, dans un greffage photochimique, la concentration en 

monomère dans le volume de la zone à greffer (correspondant au volume mort de cette zone) doit 

être suffisamment importante pour obtenir des densités de greffage intéressantes. Enfin, l’objectif à 

terme visant à obtenir des chimies de surface variées nécessite de pouvoir greffer une large gamme 

de monomères dans des conditions compatibles avec les propriétés intrinsèques du monolithe 

(stabilité, perméabilité, efficacité).  

Afin de choisir le procédé de photopolymérisation le plus adapté pour la réalisation des colonnes 

multimodales par voie photochimique, un état de l’art de la fonctionnalisation de surface par des 

polymères a d’abord été dressé, indépendamment du mode d’initiation. Une étude plus ciblée sur la 

photopolymérisation sera ensuite présentée.  
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I. Partie bibliographique 
 

I.1. Etat de l’art de la fonctionnalisation de surface par des polymères  

La fonctionnalisation de surfaces par des films de polymères est utilisée depuis longtemps dans des 

domaines aussi divers que l’optique, l’automobile, la chimie ou encore pour des applications médicales 

et dentaires (Tableau 2).  

 

Tableau 2 : Exemples d’applications des films de polymères en surface. D’après [8]. 

Monomères Polymères-Tronc Propriétés Applications 
Monomères à fonction 
ammonium quaternaire 
Acrylonitrile, acrylate de 
cuivre, d’argent 
Monomères mercuriels 
covalents 
Greffons microradioactifs à 
faible période 

Cellulose (viscose, papier, 
coton) 

Bactéricide 
Sporicide 
Anticryptogamique 
Antiseptique 

Milieux autostériles 
(stérilisation d’effluent par 
filtration à grand débit) 
Matériaux imputrescibles 

Acrylate de calcium 
Acrylate de baryum 

Cellulose (viscose, papier, 
coton) 

Hémostatique 
Opacité aux RX 

Applications médicales et 
spéciales 

Monomères fluorés 
(perfluorés) 

Cellulose (viscose, papier, 
coton) 

Imperméabilisation 
Perméation 
Antitaches 
Inertie chimique 
Hydrophobie 
Antisalissure 

Textiles divers 
Protection contre les 
environnements agressifs 
Anti-adhérent ou antifriction 
Revêtement 

Monomères ioniques : 
Acide acrylique, 
méthacrylique, acrylate de 
diéthylaminoéthyle 
quaternisé ou non, dérivés 
sulfoniques de l’acrylamide, 
dérivé de la 8-hydroxy 
quinoléine 

Tout support Echange d’ions faibles et 
forts séquestrants et 
complexants spécifiques 
Propriétés variables selon 
la nature de l’agent associé 

Techniques séparatives 
diverses pour l’épuration, 
l’extraction, la purification, la 
chromatographie, etc. 
Préconcentration 
Membranes d’électrodialyse 
Propriétés barières 

 

La modification de la surface d’un matériau par une couche de polymère permet généralement 

d’introduire de nouvelles caractéristiques comme la dispersibilité dans un milieu organique, la 

protection contre la corrosion, la biocompatibilité… Suivant leur nature chimique, les polymères ont la 

capacité de modifier les propriétés de surface en réponse à des stimuli environnementaux (e.g. qualité 

du solvant, température, lumière). En chromatographie, la fonctionnalisation de phases stationnaires 

par des polymères est utilisée principalement  pour obtenir des rapports de phase plus intéressants 

et/ou des chimies de surface variées [9-12], ou encore pour apporter aux supports des propriétés 

particulières (exemples des polymères thermosensibles [13-15]). Différentes stratégies sont 

présentées dans la littérature pour introduire des polymères sur une surface. 
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I.1.1. Stratégies de greffage des polymères  

Le greffage de polymères sur une surface peut se faire soit de manière non-covalente, par 

physisorption des chaînes de polymère grâce à des interactions faibles (électrostatiques, Van der 

Waals, liaisons hydrogène), soit de manière covalente en créant une liaison covalente entre les chaînes 

du polymère et la surface.  

I.1.1.1. Greffage non covalent par physisorption 

D’une manière générale, la physisorption de polymères sur une surface est réalisée par l’interaction 

de l’une des extrémités de la chaîne polymérique avec la surface [16](Figure 20). Cette physisorption 

est rendue possible par l’utilisation d’un solvant dit « sélectif » (favorisant l’adsorption) qui permet de 

contrôler l’adsorption ou la désorption des polymères. Néanmoins, les supports formés sont sensibles 

aux solvants et les polymères peuvent se désorber (processus réversible). Au vu de la grande diversité 

des phases mobiles utilisées en chromatographie, cette technique ne peut être envisagée pour la 

préparation de colonnes chromatographiques. De plus, la physisorption des polymères ne permet pas 

d’obtenir un greffage localisé sur la surface. 

 
Figure 20: Représentation schématique de la physisorption de polymères en surface. 

 

I.1.1.2. Greffage covalent 

Le greffage covalent de polymères en surface reste la technique la plus appropriée pour la préparation 

des phases stationnaires. Les supports fonctionnalisés sont beaucoup plus résistants et mieux définis. 

Trois approches sont proposées dans la littérature pour le greffage covalent de polymères: « grafting 

to », « grafting from » et « grafting through ». 

 

 

 

Polymère 
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 « Grafting to » 

Le « grafting to » est une méthode d’immobilisation qui consiste à faire réagir un polymère déjà 

« préformé » avec des sites appropriés de la surface [17, 18] (Figure 21). Une étape de 

fonctionnalisation préalable de la surface est souvent requise pour assurer l’ancrage du polymère sur 

la surface. Cette technique offre une grande diversité de combinaisons polymère-support. Cependant, 

l’inconvénient majeur de cette technique concerne les densités de greffage relativement faibles liées 

à une augmentation de l’encombrement stérique au fur et à mesure de l’avancement du greffage des 

« poils » de polymères sur la surface [19, 20]. De plus, la texture mésoporeuse du support 

monolithique peut être un frein à la diffusion des polymères pré-formés à l’intérieur du réseau poreux, 

limitant la surface accessible au greffage (risque d’exclusion des polymères).  
 
 

 

 
Figure 21: Principe de la fonctionnalisation par « grafting to ». 

Une polymérisation à partir de la surface, mettant en œuvre des monomères en solution, semble donc 

plus appropriée.  
 

  « Grafting from » 

Cette deuxième approche « grafting from » permet, quant à elle, de faire grandir des chaînes de 

polymère directement à partir de la surface du monolithe [21, 22]. Un amorceur de polymérisation est 

préalablement greffé de manière covalente à la surface du matériau, puis activé dans une première 

étape d’initiation. L’ajout du monomère dans le milieu réactionnel permet ensuite d’amorcer la 

polymérisation en surface (Figure 22). Les monomères réactionnels ne subissent pas de gêne stérique 

et diffusent facilement vers la surface en expansion pour former des « brosses de polymères ».  
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Figure 22: Principe de la fonctionnalisation par « grafting from ». 
 

Cette approche met en jeu des réactions de polymérisation radicalaire initiées à partir de la surface 

(SIP) qui peuvent être soit libres, soit contrôlées (réactions ATRP (Atom Transfer Radical 

Polymérization) et NMP (Nitroxide Mediated Polymerization)) pour une meilleure maîtrise de la taille 

et de la polydispersité des polymères synthétisés. 

Plusieurs auteurs ont déjà rapporté l’efficacité de cette approche pour la fonctionnalisation de 

colonnes chromatographiques à base de silice [13, 23-26]. Néanmoins, les réactions SIP présentent 

plusieurs inconvénients pour la préparation de colonnes multimodales. Premièrement, certaines 

réactions ne peuvent être initiées que thermiquement (cas des réactions NMP) ou sont catalysées par 

un complexe de métal de transition (cas des réactions  ATRP) et ne peuvent donc pas être localisées. 

De plus, dans le cas des réactions ATRP, l’utilisation d’ions métalliques difficilement éliminables à 

l’issue de la polymérisation, peut entraîner une pollution du matériau et semble donc peu judicieuse. 

Enfin, toutes les réactions  initiées à partir de la surface impliquent la présence de fonctions spécifiques 

(par exemple des fonctions nitroxydes, azo ou peroxyde) sur la surface du monolithe, fonctions qui 

doivent être introduites au préalable  par une réaction de silanisation. Or, il s’avère difficile de trouver 

des silanes commerciaux porteurs de ces fonctions, ce qui impose souvent de préparer l’amorceur via 

une succession d’étapes [23, 24]. Par exemple, Boven et al [27] ont traité des billes de verre par du 3-

aminopropyltriéthoxysilane (γ-APS) pour obtenir des groupements amine sur la surface. Les amorceurs 

azo ont été ensuite immobilisés à travers la formation de liaisons amide entre la surface modifiée par 

le γ-APS et un amorceur de type azo fonctionnalisé par un chlorure d’acide. Ils ont pu ainsi synthétiser 

des chaînes de poly (méthacrylate de méthyle). Pour des raisons pratiques, cette méthode de greffage 

impliquant de multiples étapes ne sera pas envisagée. 
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 « Grafting through » 
 

L’approche « grafting through » représente le moyen le plus simple de greffer des polymères en 

surface [28, 29]. Cette approche impose simplement de pré-fonctionnaliser la surface du monolithe 

avec un silane porteur d’une double liaison en bout de chaîne (acrylate, methacrylate, acrylamide…). 

Le monomère fonctionnel introduit en solution est ensuite polymérisé soit directement à la surface du 

monolithe soit d’abord en solution puis greffé sur la surface (Figure 23).  

 
Figure 23: Principe de la fonctionnalisation par « grafting through ». 

Les différents travaux réalisés selon cette approche, la plus largement utilisée pour la 

fonctionnalisation in-situ des monolithes compte tenu de sa simplicité et de la grande diversité des 

monomères polymérisables, sont détaillés dans le paragraphe suivant. 

 

I.1.2. Le « grafting through » comme outil de fonctionnalisation des monolithes  

De nombreux travaux rapportent la fonctionnalisation de monolithes de silice par cette approche de 

« grafting through » à partir de monomères variés (Tableau 3). Les réactions radicalaires décrites sont 

exclusivement initiées par voie thermique et nécessitent généralement plusieurs heures. Cependant, 

ces travaux démontrent la possibilité de couvrir l’ensemble des modes chromatographiques tels que 

la phase inverse [30-32], l’échange d’ions (anions ou cations) [33-35] ou la chromatographie 

d’interactions hydrophiles HILIC [33, 36-38].  
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Si ces travaux soulignent la polyvalence du processus, peu d’informations sont néanmoins fournies sur 

l’optimisation des paramètres expérimentaux et les performances comparées des colonnes obtenues 

par polymérisation et silanisation classique. En effet, parmi les différents travaux rapportés, seul le 

groupe de Ikegami [30-32] a réalisé une étude comparative entre deux colonnes monolithiques 

greffées avec des chaînes C18, soit par polymérisation (colonne ODM) soit par fonctionnalisation 

classique avec un silane monofonctionnel C18 (colonne ODS). Pour la préparation de la colonne ODM, 

le support monolithique est dans un premier temps activé avec le 3-

méthacryloxypropyltrimethoxysilane et le monomère octadécylméthacrylate (C18) est ensuite 

polymérisé pendant 3 heures à 60°C. Les auteurs ont d’abord étudié l’influence de la concentration en 

monomère et en initiateur (AIBN) dans le mélange réactionnel sur les colonnes ODM et ont ensuite 

comparé les propriétés chromatographiques des deux colonnes ODM et ODS.  

 
Le Tableau 4 ci-dessous présente l’influence de la concentration en monomère sur les caractéristiques 

chromatographiques des matériaux ODS et ODM, évaluées par le biais du test de Tanaka [39]. 

Tableau 4: Influence de la concentration du monomère sur les propriétés chromatographiques des colonnes 
fabriquées (kAB = rétention de l’amylbenzène, α(CH2) = sélectivité méthylène, kT = rétention du triphénylène, 
α(T/O) = sélectivité triphénylène/o-terphényl, kC = rétention de la caféine et α(C/P) = sélectivité caféine/phénol) 
[32]. 

 

La rétention de l’amylbenzène (kAB) et la sélectivité méthylène (αCH2) augmentent avec la concentration 

du monomère. Ces augmentations indiquent que la quantité ou la taille des chaînes polymériques 

augmentent avec la teneur en monomère dans le mélange réactionnel. Les auteurs ont également 

noté que, quelles que soient les conditions de polymérisation utilisées, les rétentions obtenues sur 

colonne ODM étaient plus élevées que celles obtenues après un greffage mono-couche par silanisation 

classique ODS (dans une phase mobile MeOH/eau). Il est également intéressant de noter que le gain 
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en rétention en milieu ACN/eau est plus faible que celui observé en MeOH/eau. Les auteurs expliquent 

ce comportement par une meilleure solvatation des chaînes polymériques de la phase stationnaire en 

milieu ACN/eau. 

La sélectivité triphénylène/o-terphényl (αT/O) est un facteur qui permet, quant à lui, d’évaluer la 

sélectivité stérique de la phase stationnaire dans la mesure où les deux solutés possèdent le même 

caractère hydrophobe mais un encombrement stérique différent [39]. Le greffage par polymérisation 

conduit à l’obtention de colonnes monolithiques caractérisées par une sélectivité stérique plus élevée 

que celle des colonnes ODS. Cette sélectivité augmente avec l’augmentation de la teneur en 

monomère. A contrario, la silanisation des colonnes avec l’ODS conduit à l’obtention de mono-couches 

denses ne présentant pas de reconnaissance de forme marquée.  

Les résultats obtenus sont en accord avec d’autres études réalisées sur des colonnes particulaires par 

polymérisation de l’octadécylméthacrylate [40, 41] démontrant la nature polymérique des couches 

obtenues.  

D’un point de vue cinétique, les auteurs ont remarqué que l’efficacité des colonnes (évaluée par le 

biais de la hauteur équivalente à un plateau théorique) diminuait de façon significative pour des 

teneurs en monomère élevées (correspondant à l’ajout de 200 μl de monomère dans le mélange 

réactionnel) (Figure 24).  

 

 

Figure 24: Hauteurs de plateaux théoriques obtenues pour l’uracile et le pentylbenzène en fonction de la 
quantité de monomère utilisée dans le mélange de polymérisation ([AIBN]fixe = 4,8 mg/mL),  : phase mobile 
MeOH/eau (80/20, v/v),  :phase mobile ACN/eau (80/20 , v/v) [32].  
 

Pour de faibles concentrations en monomère, le procédé de polymérisation étudié n’affecte pas les 

performances intrinsèques du monolithe.  L’augmentation de la rétention semble être directement 

liée à l’augmentation de l’épaisseur des couches polymériques formées. Toutefois, lorsque celles-ci 

deviennent trop importantes à l’entrée des mésopores, la diffusion moléculaire est restreinte ce qui 
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conduit à une perte d’efficacité. Par conséquent, il semble important de maîtriser les conditions de 

polymérisation afin de déterminer le meilleur compromis entre augmentation de la rétention et 

maintien de l’efficacité.  

Les différences de comportement observées entre les phases mobiles à base d’ACN et à base de MeOH 

sont expliquées par les auteurs par la plus faible viscosité de l’ACN et son plus grand pouvoir de 

solvatation des chaînes polymériques.  

Comme nous venons de le souligner, ces colonnes ODM présentent des sélectivités singulières par 

rapport aux colonnes ODS. Ces propriétés proviennent de la nature polymérique des couches de 

surface mais peuvent également être liées à la présence des fonctions ester (dans le bras espaceur) 

non présentes dans les colonnes ODS [30]. La Figure 25 ci-dessous illustre l’apport en termes de 

sélectivité des colonnes ODM par rapport aux colonnes ODS pour la séparation d’un mélange de 

tocophérols (Figure 25.1) et de xylenols (Figure 25.2). 

 

Figure 25: 1) Séparation des tocophérols sur des colonnes ODM et ODS (25 cm x 200 μm d.i.). Phase mobile : 
MeOH/eau (95/5 ; v/v). Marqueur de temps mort : thiourée. Détection UV à 295 nm. T = 30°C. Solutés : 1. δ-
tocophérol, 2. β-tocophérol, 3. γ-tocophérol, 4. α-tocophéro. 2) Séparation de xylenols sur des colonnes ODM et 
ODS. Phase mobile : MeOH/eau (60/40 ; v/v). Marqueur de temps mort : Uracil. Détection UV à 254 nm. 1. 3,4-
xylenol, 2. 3,5-xylenol, 3. 2,4-xylenol, 4. 2,6-xylenol [30]. 
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La fonctionnalisation par polymérisation permet de contrôler le rapport de phases (évalué par les 

valeurs de facteur de rétention des alkylbenzènes) par le biais de la concentration en monomère 

(pourcentage volumique entre 20 et 60%) dans le mélange de polymérisation [38].  Il est ainsi possible 

d’obtenir des colonnes plus rétentives que les colonnes greffées par silanisation classique. Cette 

augmentation du rapport de phases se fait néanmoins, au-delà d’une concentration seuil en 

monomère, au détriment de l’efficacité de la colonne. Cependant, à teneur en monomère fixée, la 

perte d’efficacité de la colonne consécutive à la polymérisation peut être limitée en augmentant la 

concentration de l’initiateur dans le mélange de polymérisation. 

Ces résultats obtenus en polymérisation initiée thermiquement ont mis en évidence le potentiel de la 

polymérisation selon une approche « grafting through » pour la fonctionnalisation des monolithes de 

silice. Néanmoins les réactions initiées thermiquement sont longues, souvent laborieuses et surtout 

non localisables. Une approche par photopolymérisation est donc envisagée. 

 

I.2. La photopolymérisation ou « grafting through » photo-initié 

L’initiation photochimique est une alternative intéressante à l’initiation thermique car elle permet, par 

l’irradiation d’une zone ciblée délimitée par des masques de lumière [42-44], de localiser la 

fonctionnalisation (Figure 26). 

  

 

Figure 26: Principe de la fonctionnalisation par photopolymérisation. 
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Contrairement à la polymérisation thermique qui requiert plusieurs heures, la polymérisation initiée 

photochimiquement est rapide et ne nécessite que quelques minutes. Une comparaison des 

caractéristiques de la photopolymérisation et de la polymérisation thermique est donnée Tableau 5. 

 

Tableau 5: Caractéristiques de la photopolymérisation / Polymérisation thermique. 

Caractéristiques Photopolymérisation Polymérisation 
 thermique 

Durée de la réaction Quelques minutes Quelques heures 

Contrôle spatial de la 
fonctionnalisation 

Oui car la polymérisation 
intervient uniquement dans les 

zones exposées aux 
irradiations UV 

Impossible à cause de la 
diffusion  

Contrôle temporel Oui Oui 

 

I.2.1. Paramètres expérimentaux en photopolymérisation 

La Figure 27 met en évidence les différents facteurs pouvant influencer le greffage par 

photopolymérisation. L’effet de chacun des facteurs est présenté ci-dessous. 

 

 

Figure 27: Facteurs influençant le greffage par photopolymérisation. 

 

 

Greffage par 
photopolymérisation

Monomère 

Conditions 
d'irradiation Photoinitiateur
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 Effet du photoinitiateur  

Le choix du photo-initiateur est dicté par les conditions de longueur d’onde auxquelles il est possible 

de travailler techniquement (transparence du matériau, disponibilité des lampes) et par sa solubilité 

dans le solvant de solubilisation des monomères [45, 46] (Tableau 6). Une concentration minimale en 

photoinitiateur est nécessaire pour amorcer la photopolymérisation. L’augmentation de la 

concentration en photoinitiateur augmente la vitesse de polymérisation ainsi que le nombre de 

radicaux formés et donc le taux de greffage. Néanmoins, une concentration trop importante en 

photoinitiateur entraîne également une augmentation des réactions de terminaison. 

Tableau 6: Caractéristiques de quelques photoinitiateurs. 

Photo-initiateur Benzophénone BME AIBN AIBA 

 max  d’absorption 
(nm) 

254 254 345 365 

Solvants adaptés acétone, méthanol, 
éthanol, éther, THF 

acétone, méthanol, 
éthanol, THF 

chloroforme, 
acrylonitrile 

acétone, dioxane, 
méthanol, éthanol, 

DMSO et eau 
 

 Effet des conditions d’irradiation  

Les conditions d’irradiation peuvent être définies par 3 paramètres : la longueur d’onde d’irradiation, 

l’intensité lumineuse et le temps d’irradiation. Il faut utiliser une intensité lumineuse et une longueur 

d’onde d’illumination adaptées pour permettre l’activation du photoinitiateur choisi [47]. 

La longueur d’onde d’irradiation λ doit correspondre à une longueur d’onde d’absorption du 

photoinitiateur utilisé afin de générer des radicaux indispensables au processus de polymérisation 

[48].  

Le temps de polymérisation t fixe quant à lui l’énergie W d’irradiation reçue d’après la relation 

suivante : 

Equation 1 

Où P représente la puissance d’irradiation reçue par unité de surface (appelée aussi intensité 

lumineuse). Il existe un temps d’irradiation minimal nécessaire à la conversion des monomères et donc 

à leur greffage. Pour une concentration en monomère donnée, l’augmentation du temps d’irradiation 

résulte en une augmentation du taux de greffage. Il faut néanmoins contrôler ce temps d’irradiation 

afin de ne pas risquer l’obstruction des pores consécutive à la polymérisation. 
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 Effet du monomère  

Il a été démontré que la nature du monomère influence les vitesses de polymérisation. L’importance 

de la nature du monomère sur le taux de conversion est clairement illustrée sur la Figure 28 ci-dessous 

[49]. Les monomères acrylates présentent la plus forte réactivité et le taux de conversion de 100 % est 

rapidement atteint.  

 

Figure 28: Evolution du taux de conversion en fonction du temps pour différents monomères utilisés, (1) acrylate, 
(2) vinyléther, (3) cycloepoxide, (4) méthacrylate et (5) glycidyl éther [49]. 
 

Les méthacrylates présentent une réactivité beaucoup plus faible que les acrylates bien qu’ils 

présentent des structures semblables. La faible valeur de la constante de vitesse de propagation kp du 

monomère méthacrylate par rapport à l’acrylate permet d’expliquer cette différence. 

De plus la concentration du monomère influence la vitesse de photopolymérisation. En effet, un 

greffage réalisé avec une faible concentration est inefficace, quel que soit le temps d’irradiation. A 

contrario, une forte concentration du monomère induit un greffage efficace même pour un faible 

temps d’irradiation [42]. 

 Autres facteurs 

Le solvant utilisé lors de la fonctionnalisation doit répondre à plusieurs critères. Il doit avoir une faible 

absorptivité dans le domaine des longueurs d’onde d’irradiation (dans notre cas, dans le domaine des 

UV). Il doit également solubiliser tous les composants de la solution de polymérisation, i.e. le 

monomère fonctionnel et le photoinitiateur.  

En considérant une gamme de température allant de 25°C à 70°C, certains auteurs ont montré que 

l’efficacité du photografting augmentait avec la température [50]. Cependant, il faut noter 

qu’appliquer une « forte » température lors de l’irradiation UV nécessite un montage spécifique et est 

susceptible d’amorcer la polymérisation dans une zone non irradiée. 

Temps d’irradiation (s)
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En conclusion, il a été démontré qu’il était possible de fonctionnaliser des colonnes capillaires remplies 

de monolithe de silice par photopolymérisation. Cette approche implique tout de même de prendre 

en compte plusieurs paramètres afin d’optimiser au mieux le greffage et d’obtenir des colonnes 

chromatographiques efficaces, avec des rétentions élevées.  

 

I.2.2. Etat de l’art de la photopolymérisation sur monolithe de silice 

Lorsque ces travaux de thèse ont commencé, seules deux publications,  l’une proposée par le groupe 

de Zajickova en 2012 [51] et la seconde par notre groupe de recherche [52], rapportaient l’utilisation 

de la photopolymérisation (approche « grafting through ») pour la fonctionnalisation d’un monolithe 

de silice par voie photochimique.  

Dans les travaux de Zajickova [51], le monolithe de silice était d’abord pré-activé par le 3-

méthacryloxypropyltriméthoxysilane (γ-MAPS), puis la photopolymérisation était réalisée après 

remplissage d’un capillaire transparent aux UV (revêtement Teflon) avec un mélange de 

polymérisation comprenant 5% de benzophénone (photoinitiateur) dans le 2,2,3,3-pentafluoropropyl 

méthacrylate (PFM) (Figure 29). L’étape de fonctionnalisation était conduite sous irradiation UV à 254 

nm, pendant 5 minutes.  

 

Figure 29: Processus de photopolymérisation du monolithe de silice proposé par le groupe de Zajickova [51]. 

 

L’étude menée par ces auteurs a montré que le temps d’irradiation avait une influence importante sur 

les propriétés de rétention des colonnes photopolymérisées. En effet, comparativement aux procédés 

initiés par la chaleur pour lesquels il est possible d’ajuster simultanément et indépendamment la 

température et le temps de la réaction, en photochimie il s’avère plus difficile de maîtriser la puissance 



47 
 

lumineuse d’irradiation. L’effet du temps d’irradiation sur la rétention et l’efficacité de la colonne est 

illustré sur la Figure 30 ci-dessous.  

 

Figure 30: Séparation d’une série d’alkylbenzènes sur la colonne photogreffée avec le PFM pendant (a) : 5 min 
et (b) 0,5 min. Colonne 25 cm x 100 μm d.i., phase mobile : ACN/eau (40/60 ; v,v), D = 1 μL/min, détection à 214 
nm. Solutés : (1) thiourée, (2) propylbenzène, (3) hexylbenzène [51]. 

 

Bien que la réaction soit beaucoup plus rapide qu’en initiation thermique (5 minutes contre 3 heures 

en thermique à 60°C), le procédé, dans l’état, conduit à une perte d’efficacité des colonnes.  

Le second article [52] repose sur des travaux de thèse effectués antérieurement au laboratoire et 

décrit l’optimisation des conditions expérimentales pour la photopolymérisation d’un monolithe de 

silice par des monomères laurylacrylate. L’influence de plusieurs paramètres de la 

photopolymérisation a  été évaluée pour la préparation de colonnes monolithiques photogreffées avec 

des chaînes C12. Le monolithe de silice pré-fonctionnalisé avec du ƴ-methacryloyloxy)propyl 

trimethoxysilane, a été photopolymérisé avec  du lauryl acrylate dans les différentes conditions 

présentées Tableau 7. 

Temps (min)
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Tableau 7: Facteurs de rétention de l'amylbenzène obtenus avec différentes conditions de 
photopolymérisation du lauryl acrylate. D’après [52]. 

 

L’influence de chaque paramètre a été évaluée en suivant la rétention de l’amylbenzène en phase 

inverse (kAB). Les valeurs des facteurs de rétention obtenues,  ont conduit à plusieurs conclusions. 

Premièrement, l’utilisation de la BME comme initiateur permet d’avoir une initiation plus efficace 

qu’avec l’AIBN et conduit ainsi à des rétentions plus importantes. Deuxièmement, une augmentation 

de la concentration en monomère dans le mélange réactionnel entraîne une augmentation de la 

rétention consécutive à une polymérisation plus importante. Cependant, une polymérisation trop 

poussée, consécutive à l’augmentation simultanée de la teneur en monomère à 55% et de la durée 

d’irradiation à 20 minutes, entraîne une obstruction des macropores et conduit au bouchage de la 

colonne. Enfin, le temps d’irradiation ne semble pas être un facteur limitant puisque 10 minutes 

d’irradiation avec un pourcentage en monomère de 72% conduisent à une rétention maximale. Il est 

intéressant de noter que deux irradiations successives (avec renouvellement de la solution de greffage) 

avec un pourcentage en monomère de 37% conduisent à des rétentions similaires à celles obtenues 

avec une seule irradiation et un pourcentage en monomère de 72%. Cet aspect est intéressant surtout 

dans le cas de réactifs qu’il n’est pas possible de solubiliser à des teneurs aussi élevées. 

Une étude comparative a ensuite été réalisée entre deux colonnes monolithiques greffées C12 par 

polymérisation thermique (3h 80°C) et par photopolymérisation (10 min sous UV). La rétention de 

l’amylbenzene sur ces deux colonnes est comparable ce qui prouve que la photopolymérisation 

réalisée en quelques minutes est aussi efficace qu’une polymérisation thermique de plusieurs heures.  

La répétabilité et la stabilité du greffage par photopolymérisation ont également été étudiées. Un RSD 

<6% a été obtenu sur les facteurs de rétention et la stabilité du greffage a été démontrée en milieu 

organique et aqueux après percolation d’un volume équivalent à 100 fois le volume du capillaire. Des 

essais supplémentaires ont également montré que la photopolymérisation n’altérait pas les propriétés 

intrinsèques du monolithe (efficacité, perméabilité). 

La polyvalence de ce mode de fonctionnalisation a été démontrée à travers le greffage de différents 

monomères. Des séparations en phase inverse et en échange d’ions ont été réalisées (Figure 31). 

a) Facteurs de rétention obtenus avec une 
phase mobile 80/20 ACN/eau (v/v) 

b) Deux photogreffages successifs 
c) Colonne bouchée au cours de la 

photopolymérisation 
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Figure 31: 1) Séparation de 5 alkylbenzènes sur une colonne monolithique photopolymérisée avec des chaînes 
C12 : di=75μm, linjection-détection= 8,5 cm, L=10cm, Phase mobile 80/20 ACN/eau (v/v), débit = 250 nL/min, détection 
à 254 nm, [soluté] = 10 mg/mL, 1 : propylbenzène, 2 : pentylbenzène, 3 : hexylbenzène, 4 : heptylbenzène, 5 : 
octylbenzène. 2) Séparation de 5 anions inorganiques sur une colonne monolithique photogreffée avec du [2-
(methacryloyloxy)ethyl]trimethylammonium chloride : di=75μm, linjection-détection= 8,5 cm, L=10cm, Phase mobile : 
sodium perchlorate 10 mM, détection à 200 nm, 1 : odate (400 mg/L), 2 : bromate (600 mg/L), 3 : Nitrite (200 
mg/L), 4 : bromide (600 mg/L), 5 : Nitrate (200 mg/L). D’après [52]. 

 

Enfin, le greffage d’un monomère fluorescent sur une zone ciblée du capillaire a mis en évidence 

l’aspect localisable de ce mode de fonctionnalisation avec l’utilisation d’un masque de lumière (Figure 

32). 

 

Figure 32: Image de microscopie en fluorescence d’un monolithe de silice 
photopolymérisé avec du 2-naphthyl acrylate pendant 5 min. D’après [52]. 

Irradiations UV 
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II. Résultats et discussion 
 

 

II.1. « Photopolymerization of acrylamide as a new functionnalization way of silica 
monoliths for hydrophilic interaction chromatography and coated silica capillaries for 
capillary electrophoresis » 
 

Les premiers travaux expérimentaux font suite et complètent l’étude sur la photopolymérisation 

initiée au laboratoire dans le cadre des travaux de R. El Debs [1].  

Comme présenté précédemment, la polymérisation de différents monomères a permis de couvrir les 

modes chromatographiques de phase inverse et d’échange d’ions. Cependant, le mode HILIC qui 

représente une alternative intéressante aux modes de chromatographie en phase normale et inverse 

n’avait pas encore été exploité. Ainsi, la photopolymérisation de monomères acrylamide a été réalisée 

et a fait l’objet d’un premier article intulé « Photopolymerization of acrylamide as a new 

functionnalization way of silica monoliths for hydrophilic interaction chromatography and coated silica 

capillaries for capillary electrophoresis », présenté dans la deuxième partie de ce chapitre. Les 

principaux paramètres (concentration en monomère et temps d’irradiation) ont été optimisés en 

suivant l’évolution des propriétés chromatographiques (rétention/sélectivité et efficacité) à partir de 

la séparation de nucléosides en mode HILIC. Le revêtement acrylamide a ensuite été utilisé en 

électrophorèse capillaire pour la suppression du flux électroosmotique et la réduction des 

phénomènes d’adsorption. La stabilité du greffage a également été démontrée en milieu acide et 

basique.
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II.2. Colonnes multimodales modifiées par photopolymérisation pour l’analyse 

d’enképhalines par couplage « in-line » μ-SPE/dérivation sur support/CZE/LIF  

 

L’objectif de la troisième partie de ce chapitre est de démontrer l’intérêt de la localisation du greffage 

pour la réalisation de colonnes multimodales. L’application retenue pour illustrer le potentiel de ces 

colonnes multimodales est l’analyse de neuropeptides (Met-enképhaline et Leu-enképhaline)  

incluant, « in-line », une étape de préparation d’échantillon par micro-extraction sur phase solide 

(μSPE sur silice photopolymérisée C12), de dérivation sur support, puis de séparation par 

électrophorèse capillaire (CZE sur capillaire sans FEO, photopolymérisé acrylamide) avant une 

détection par spectrométrie de fluorescence induite par laser (LIF). Une étude bibliographique sur 

l’analyse de ces peptides recense tout d’abord les principales méthodes utilisées à l’heure actuelle 

pour réaliser cette analyse et dresse un cahier des charges de la méthode à développer. Une étude de 

faisabilité d’un système d’analyse en ligne pour la préconcentration/séparation de la Met et Leu-

enképhaline est ensuite présentée. La dérivation sur support est  ensuite  étudiée de façon « off-line » 

afin d’optimiser les différents paramètres de dérivation. Bien que le couplage de l’ensemble des étapes 

ne soit pas totalement achevé, les résultats sont tout de même présentés dans cette troisième partie. 
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II.2.1. Etude bibliographique  

 

De par leur forte implication dans des mécanismes de réponses immunitaires [2], la détection des 

peptides de type opioïdes représente aujourd’hui un enjeu de taille dans l’industrie pharmaceutique 

et le domaine du biomédical. On distingue parmi ce groupe de neurotransmetteurs la catégorie des 

enképhalines avec, entres autres, la Met-enképhaline et Leu-enképhaline qui présentent des 

propriétés analgésiques semblables à la morphine et permettent ainsi d’atténuer ou même de 

supprimer les sensations de douleur [3]. Du fait de leur capacité à diminuer la vitesse de 

renouvellement de la noradrénaline et  à augmenter celle de la dopamine, ces molécules se retrouvent 

indirectement impliquées dans les pathologies neurologiques telles que la maladie de Parkinson, 

d’Alzheimer, la schizophrénie ou encore la dépression [4, 5]. La présence de ces composés à des faibles 

concentrations (0,1 à 0,01 ng/mL) et dans des matrices biologiques complexes et disponibles en faibles 

quantités, nécessite l’utilisation de systèmes séparatifs miniaturisés adaptés. L’électrophorèse 

capillaire représente actuellement une technique de choix dans l’analyse de composés bioactifs,  par 

son pouvoir de séparation élevé, la rapidité des analyses, le faible volume d’échantillon nécessaire ou 

encore son faible coût d’exploitation [6-8]. Cependant, du fait des faibles quantités analysées, la 

sensibilité de cette technique reste parfois limitée. Ainsi, afin d’améliorer les limites de détection, 

plusieurs approches sont proposées dans la littérature. Bien que les techniques de préconcentration 

électrophorétique telles que la focalisation isoélectrique (IEF) ou encore le « Large Volume Sample 

Stacking » (LVSS) permettent d’obtenir des facteurs de préconcentration très élevés,  elles ne 

permettent pas de purifier l’échantillon et les conditions d’injection doivent satisfaire certains critères 

parfois contraignants en termes de conductivité de l’échantillon, de pH…[9]. L’intégration d’une étape 

préalable de purification/préconcentration chromatographique  par extraction sur phase solide (sur 

pré-colonne), en amont de la séparation est actuellement l’alternative la plus robuste et la plus 

adaptée à l’analyse d’échantillons complexes. Le couplage de cette pré-colonne avec l’étape de 

séparation peut se faire de façon « in-line » ou « on-line » comme présenté dans la partie « Contexte ». 

Le Tableau 8 ci-dessous énumère les différentes stratégies proposées dans la littérature pour l’analyse 

de la Met et de la Leu-enképhaline.
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La quantification des peptides dans le liquide céphalorachidien implique de pouvoir atteindre des 

limites de détection inférieures au ng/mL. D’après les différents travaux rapportés dans le Tableau 8, 

de telles limites de détection peuvent être obtenues en combinant une étape de préconcentration 

avec une détection ultra-sensible de type spectrométrie de masse (MS) ou fluorescence induite par 

laser (LIF). Bien moins onéreuse, la détection LIF nécessite cependant une étape préalable de 

dérivation afin d’apporter au peptide un groupement fluorophore. Plusieurs systèmes de dérivation 

ont été envisagés dans la littérature, mettant en jeu différents couples d’agents fluorogènes et 

nucléophiles. Largement utilisé pour la stabilité des dérivés formés et la rapidité de la réaction de 

dérivation [26], le système naphtalene-2,3-dicarboxaldéhyde/cyanure (NDA/CN- ) reste aujourd’hui le 

plus utilisé dans l’analyse de peptides [27-31], d’acides aminés [32, 33] ou encore de lipides [34]. Cette 

réaction de dérivation met en jeu une molécule de NDA qui réagit sur l’amine primaire du composé à 

dériver en présence d‘ions nucléophiles CN-. Marlène Lacroix et al. ont également rapporté l’utilisation 

de la NDA comme agent fluorogène mais avec le N,N-dimethylaminoethanethiol comme nucléophile 

[35] pour la dérivation d’enképhalines. Cependant, les composés dérivés formés avec ce type de 

nucléophile présentent des fluorescences nettement moins importantes. D’autres systèmes, toujours 

à base de NDA mais avec des nucléophiles tels que le 2-mercaptoethanol ou l’éthane thiol, conduisent 

à des temps de dérivation intéressants de quelques secondes et des rendements de dérivation encore 

plus importants [36-38]. Néanmoins, les produits de dérivation sont particulièrement instables et 

l’intensité de fluorescence de la solution diminue considérablement au bout de quelques minutes [36]. 

Enfin, bien d’autres systèmes tels que les systèmes 3-(p-carboxybenzoyl) quinoline-2-carboxaldehyde 

(CBQ)/CN-, 3-(2-furoyl) quinoline-2-carboxaldehyde (FQ) /CN- ou encore avec la fluorescéine 

isothiocyanate (FITC) ont également été utilisés dans la dérivation de peptides [39], d’acides aminés 

[40] et de protéines [41] mais les temps de réaction de dérivation souvent longs représentent un frein 

majeur dans le cas d’une analyse en ligne. De plus, les prix des composés CBQ et FQ restent excessifs. 

La dérivation en système miniaturisé peut être réalisée selon plusieurs approches différentes [42]. La 

dérivation pré-colonne consiste à dériver préalablement les composés en solution, avant de les injecter 

dans le capillaire de séparation [28, 29, 33]. Bien que cette approche soit la plus simple à mettre en 

œuvre, une dilution de l’échantillon dans la solution de dérivation est nécessaire et rend délicate 

l’analyse d’échantillons déjà très dilués. De plus, dans le cas de la préconcentration par LVSS présentée 

par Siri et al [22], la dérivation des peptides est réalisée  de façon off-line sur des volumes 

d’échantillons de 500 μL. Cette approche n’est donc pas très adaptée à l’analyse de faibles volumes 

d’échantillon. Enfin, certains composés dérivés n’étant pas très stables, une dégradation partielle 

avant l’injection peut entraîner des variations dans la quantification des pics d’intérêt. Dans l’approche 

dite in-colonne, le composé à dériver ainsi que les agents de dérivation sont injectés dans un ordre 

approprié permettant, à partir de leurs vitesses et sens d’électromigration relatifs, leur mélange 
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directement dans le capillaire [43]. Bien qu’il soit possible, dans cette approche, d’analyser des faibles 

volumes d’échantillon, les conditions de dérivation doivent être compatibles avec les conditions de 

séparation en électrophorèse capillaire et certains produits de dérivation ainsi que ceux de 

dégradation sont également analysés dans le capillaire, ce qui peut altérer les séparations. Les 

proportions du composé à dériver et des agents de dérivation doivent être également judicieusement 

choisies afin d’éviter des dérivations multiples dans le cas de composés disposant de plusieurs sites de 

dérivation. Une troisième approche dite post-colonne consiste à séparer au préalable les composés 

non dérivés. Les réactifs de dérivation sont ensuite injectés en continu en sortie de colonne et la 

réaction de dérivation à lieu dans un réacteur [37, 38]. La conception de la cellule de dérivation reste 

un challenge important dans ce type d’approche et un équipement assez complexe est requis (Figure 

33). De plus, du fait de l’injection en continu des agents de dérivation dans le détecteur, le bruit de 

fond est souvent important au cours de l’analyse et la dispersion des pics est augmentée dans la cellule 

de dérivation. 

 

 
Figure 33: Schéma de principe d’un dispositif de dérivation post-colonne. 

 

Une dernière approche peut également être envisagée et consiste à réaliser la dérivation, en ligne, 

directement sur un support solide intégré en amont de la zone de séparation. Le principe consiste à 

fixer préalablement l’un des deux réactifs sur ce support (soit le composé à dériver soit l’agent 

fluorogène) et à injecter le reste des réactifs dans une deuxième étape. Une étape de lavage permet 

ensuite l’élimination de tous les composés non retenus ou non consommés sur le support. Enfin,  une 

étape d’élution permet d’éluer les composés dérivés, pour les séparer dans la deuxième zone. Le 

protocole de dérivation étant réalisé en un temps très court et immédiatement avant la séparation, il 
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ne devrait pas y avoir de dégradation des composés dérivés ni de produits de dégradation interférents 

sur le chromatogramme ou l’electrophérogramme. De plus avec une telle configuration, il est possible 

d’intégrer sur un seul et unique support, la purification, la préconcentration et la dérivation de 

l’échantillon ce qui est  particulièrement intéressant dans le cas des analyses de traces. 

Actuellement, seuls quelques groupes ont proposé la dérivation sur support, avec par exemple le 

groupe de Tao [41] pour la dérivation de protéines sur cartouche SPE ou encore le groupe de Felhofer 

[44] pour la dérivation d’amines primaires sur particules de silice fonctionnalisées. Cependant, l’étape 

de dérivation n’est pas directement couplée à la zone de séparation. 

 

La première partie de ce travail sera consacrée à l’étude de faisabilité d’un système d’analyse en ligne 

pour la préconcentration/séparation de la Met et Leu-enképhaline. La colonne multimodale utilisée 

présente deux zones avec, en tête de colonne, une partie monolithe de silice de 2 cm 

photofonctionnalisée C12 (par photopolymérisation) qui permettra la préconcentration des peptides. 

Le reste du capillaire vide, photofonctionnalisé en surface par de l’acrylamide (toujours par 

photopolymérisation), constituera la zone de séparation des peptides en CZE. Ces travaux ont été 

brièvement décrits dans la publication « Photopolymerization of acrylamide as a new functionalization 

way of silica monoliths for hydrophilic interaction chromatography and coated silica capillaries for 

capillary electrophoresis » présentée dans la deuxième partie de ce chapitre. Une description plus 

détaillée du protocole d’analyse est ici proposée. Dans la deuxième partie, l’objectif est de développer 

un système d’analyse pour la préconcentration/dérivation et séparation en ligne de la Met et la Leu-

enképhaline. Ce système devrait permettre de gagner en sensibilité grâce à la détection par 

fluorescence. Pour des raisons de praticité, la dérivation sur support a d’abord été optimisée en « off-

line ». Bien que les résultats de préconcentration /dérivation sur support aient été concluants avec 

cette approche « off-line », les essais de couplage « en-ligne » de l’intégralité des étapes ont soulevé 

de nombreuses difficultés. La préconcentration/dérivation/séparation en ligne de la Met et la Leu-

enképhaline n’est actuellement pas achevée mais les résultats obtenus en « off-line » seront tout de 

même présentés dans cette troisième partie. En effet, un couplage avec la spectrométrie de masse 

(CZE-ESI-TOF-MS) a été récemment installé au sein du laboratoire et devrait permettre d’identifier les 

composés et de comprendre leur migration au sein du capillaire. De même, la dérivation de peptides 

pourrait éventuellement présentée un intérêt pour leur détection en spectrométrie de masse. Les 

travaux de Marlène Lacroix rapportent une étude sur la dérivation de peptides en amont d’une 

détection par spectrométrie de masse mais l’efficacité de cette approche en termes d’efficacité (gain 

en sensibilité et/ou spécificité) n’a pas été clairement démontré [30].  

Enfin, la dérivation en « off-line » pourrait être utilisée, à terme, par exemple pour la dérivation sur 

des embouts de micropipettes remplis de monolithe.  
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II.2.2. Partie expérimentale 

II.2.2.1 Etude de faisabilité d’un système d’analyse en ligne pour la préconcentration/séparation 

de la Met et Leu-enképhaline  

 Protocole de percolation/élution des peptides sur capillaire C12/Acrylamide 

La préconcentration/ séparation en ligne de la Met et Leu-enképhaline est réalisée dans un capillaire 

composé d’une courte section (2 cm) de monolithe de silice photopolymérisé C12, permettant la 

préconcentration des peptides, et d’une section de capillaire vide d’environ 30 cm, photogreffée 

acrylamide, pour leur séparation en électrophorèse capillaire. Les conditions détaillées pour la 

préparation de la colonne sont données dans la publication « Photopolymerization of acrylamide as a 

new functionalization way of silica monoliths for hydrophilic interaction chromatography and coated 

silica capillaries for capillary electrophoresis ». Le protocole de percolation/élution des peptides est 

présenté Figure 34.  

 

Figure 34: Protocole de percolation/élution des peptides dans un capillaire C12/Acrylamide. 

 

Les peptides sont, dans un premier temps, percolés dans de l’eau pour permettre une pré-

concentration en phase inverse. Le capillaire est ensuite rincé avec l’electrolyte de séparation pour 

préconditionner le capillaire avec l’électrolyte avant l’étape de séparation. Afin d’optimiser la 

séparation des deux peptides, un tampon phosphate de 10 mM à un pH de 3,6 proche du pka des 

peptides est choisi comme électrolyte de séparation pour maximiser l’écart de mobilité entre les deux 

peptides (Figure 35). 
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Figure 35 : Molécules de Met et Leu-enképhaline. 

 

Un créneau d’élution de 2 cm (environ 100 nL), contenant 75% de MeOH et 25% de tampon phosphate 

à pH 2,2 est ensuite injecté sur le monolithe afin d’éluer les peptides (étape d’élution). Le pH de 2,2 

est important car il assure l’ionisation des peptides dans le créneau d’élution. En effet, la mobilité 

électrophorétique des peptides étant reliée à leur état de charge, il est important de maximiser leur 

charge dans le créneau d’élution, afin de leur permettre de « sortir » du créneau d’élution par 

électromigration lors de la mise sous tension. L’étape de séparation est réalisée par électrophorèse 

capillaire en appliquant une tension positive de +20 kV aux bornes du capillaire. Les peptides portant 

une charge nette positive, migrent en direction de la cathode sous l’effet de l’électromigration et du 

flux électroosmotique résiduel. 
 
 

 Influence du revêtement acrylamide dans la zone de séparation des peptides 

Les premiers essais de préconcentration des deux peptides ont été réalisés sur une colonne capillaire 

contenant une partie monolithe de silice de 2 cm photopolymérisée C12 et une partie vide du capillaire 

sans revêtement acrylamide (avec uniquement des fonctions acrylates résultant de la 

préfonctionnalisation en surface).  L’électrophorégramme obtenu lors de l’injection de 200 nL d’une 

solution à 10 μg/L de chacun des deux peptides (Figure 37-a) met en évidence une résolution 

insuffisante. La relation reliant la résolution aux différents paramètres expérimentaux et grandeurs  

électrophorétiques (dans le cas où la diffusion est la seule source de dispersion) est présentée Figure 

36.  

Rs =  

Figure 36: Formule de la résolution en chromatographie avec Rs : résolution, V : tension,  Δμ= différence 
de mobilité électrophorétique, μ = moyenne des mobilités apparentes, l : longueur jusqu’à la détection, 
L : longueur totale du capillaire et Dm : coefficient de diffusion.  

 

 

Met-enképhaline Leu-enképhaline 
pKa= 3,2-3,5 

- 

- 
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D’après cette relation, une amélioration de la résolution peut être obtenue par : 

- Une augmentation de la différence de mobilité électrophorétique Δμep. Le pH de 3,6 
(proche du pKa des peptides) retenu pour la séparation est le pH optimum permettant de 

maximiser la valeur de Δμep [45,46]. 

- Une augmentation de la tension aux bornes du capillaire V. Des essais réalisés avec des 
tensions variant de +10kV à +30kV n’ont pas permis de mettre en évidence une différence 
significative sur la qualité de séparation des peptides. Une tension de +20 kV a été 
maintenue pour la suite des essais.  

- Une diminution de la mobilité électroosmotique dans le capillaire μeo (réduction de μ). 
Une diminution voire suppression du flux électroosmotique dans la partie vide du capillaire 
(zone de séparation) devrait permettre l’amélioration de la séparation.  

 

Un revêtement acrylamide, connu pour ses propriétés de suppression de flux électroosmotique et de 

revêtement anti-adsorption a été photopolymérisé dans la partie vide du capillaire. La valeur du flux 

électroosmotique mesurée à environ 10-6 cm2/V/s (contre 10-4 cm2/V/s) à pH 8,3 montre l’efficacité du 

revêtement. L’électrophorégramme obtenu après préconcentration (1μL de solution à 10 μg/mL), 

élution et séparation des peptides est présenté Figure 37-b. Il met en évidence une nette amélioration 

de la résolution suite à la suppression du flux électroosmotique. 

La comparaison des mobilités apparentes pour le 1er peptide élué (Met) avec et sans suppression de 

flux illustre clairement l’intérêt du revêtement acrylamide. 

 

 

 

Figure 37: Séparation de la Met et Leu-enképhaline par électrophorèse capillaire après préconcentration 
sur monolithe C12 a) sans revêtement acrylamide et b) avec revêtement acrylamide. Longueur totale de 
capillaire = 33 cm, longueur injection-détection = 8,5 cm, di = 75 μm. Tampon phosphate 10 mM pH 3,6. Tension 
= a) 10kV b) 20kV. Solution de Met et Leu-enk à 10 μg/mL. Volume percolé de a) 200 nL b) 1μL. Elution 
avec 50 nL de MeOH/tampon phosphate pH 2,2 (75/25). 

a) Sans revêtement acrylamide 
b) Avec revêtement acrylamide 

- 
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 Evaluation de la limite de détection atteignable avec ce système 

Au cours de la percolation des peptides dans le capillaire, ces derniers sont retenus sur le monolithe 

photopolymérisé C12 selon un mécanisme de partage en phase inverse. Cependant, la rétention des 

peptides sur support C12 n’étant pas infinie, il est intéressant d’évaluer le volume maximal théorique 

de percolation pour éviter toute perte de peptide liée à son déplacement sur le monolithe au cours de 

la percolation. Une estimation de ce volume est obtenue à partir des équations des modèles de 

rétention des peptides sur monolithe C12 (L= 10 cm) qui permettent de calculer la vitesse du peptide 

sur le monolithe selon l’équation : Vitesse du peptide (cm/min) = . 

La valeur de k est obtenue en extrapolant la rétention dans 100% d’eau (milieu de percolation des 

peptides lors de la préconcentration en ligne).  

Pour la Met-enk : ln k= -0,142 % MeOH+5,121 

Pour la Leu-enk : ln k = -0,142 % MeOH+ 5,728 
 

Le volume maximal théorique de percolation a été estimé à une vingtaine de microlitres (valeur 

calculée pour la Leu-enk). Un premier essai a été réalisé en percolant 10 μL d’une solution de Met et 

Leu-enk à 40 ng/mL. L’électrophorégramme obtenu est présenté Figure 38.  

 

 

Figure 38: Electrophorégramme obtenu en percolant 10 μL d’une solution de Met et Leu-enk à 40 ng/mL. 
Détection à 214 nm. 

 

Pour évaluer la limite de détection atteignable avec ce système, un deuxième essai a été réalisé en 

percolant une solution de Leu-enk quatre fois plus diluée (10 ng/mL). Un rapport signal/bruit de 6 a 
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été obtenu dans ces conditions (Figure 39). Ces résultats mettent en évidence la limitation de notre 

système pour détecter des faibles concentrations. Il n’est pas envisageable, même en percolant un 

volume trois fois plus important, d’atteindre les limites de détection souhaitées (< ng/mL). 

 

 

Figure 39: Electrophorégramme obtenu en percolant 7,5 μL d’une solution de Leu-enk à 10 ng/mL. 
Détection à 214 nm. 

 

 Conclusions et perspectives 

Ces premiers travaux ont permis de démontrer la faisabilité des couplages en ligne réalisés au sein de 

colonnes multimodales. Cependant, dans le système présenté précédemment, la détection UV ne 

permet pas d’atteindre notre objectif de détecter les enképhalines à des teneurs inférieures au ng/mL. 

Pour atteindre les limites de détection souhaitées, la détection UV a été remplacée par une détection 

en fluorescence induite par laser (LIF), beaucoup plus sensible. La  détection des peptides par 

fluorescence implique néanmoins une étape de dérivation qui devra être intégrée au système 

d’analyse. 
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II.2.2.2 Elaboration d’un protocole d’analyse en ligne pour la préconcentration/ 

dérivation/séparation de la Met et Leu-enképhaline 

 

La colonne multimodale utilisée pour la préconcentration/dérivation/séparation en ligne de la Met et 

Leu-enk est la même que celle présentée précédemment. Elle se compose d’une première zone de 2 

cm remplie de monolithe et photopolymérisée C12 et d’une zone vide photopolymérisée avec de 

l’acrylamide pour la séparation électrocinétique des deux composés. Pour la dérivation de la Met et 

Leu-enk, le système NDA/CN- a été choisi pour son efficacité et la stabilité des composés formés. La 

réaction de dérivation est présentée Figure 40. 

 

 

 

Figure 40: Réaction de dérivation des peptides avec le système NDA/CN-. 

 

Le protocole de dérivation en ligne proposé est présenté Figure 41. La première étape consiste à 

percoler la NDA sur le monolithe. Celle-ci sera fixée selon un mécanisme de rétention en phase inverse. 

La NDA étant plus hydrophobe que les peptides, il s’avère plus judicieux de percoler la NDA avant les 

peptides pour éviter que ces derniers ne soient élués au moment de la percolation de la NDA. Afin 

d’éliminer l’excès de NDA qui n’aurait pas été fixé au support, un rinçage de la colonne avec de l’eau 

est ensuite réalisé. La deuxième étape du protocole consiste à percoler les peptides dans une solution 

aqueuse à pH 7 (pH de dérivation) contenant des ions CN- nécessaires à la dérivation. Les peptides 

devraient ainsi réagir avec la NDA fixée sur le support. Une étape de rinçage est ensuite envisagée avec 

une solution pH 7, contenant uniquement des ions CN- (sans peptide). Le capillaire est ensuite rempli 

avec l’électrolyte de séparation. La composition de cet électrolyte devra être judicieusement choisie 

pour éviter l’élution des peptides dérivés pendant cette phase de conditionnement avec l’électrolyte 

de séparation. Enfin, les peptides dérivés seront élués en percolant un créneau de méthanol (du 

volume du monolithe) puis la séparation des peptides sera réalisée électrocinétiquement.  

  

NDA 
(naphthalene-2,3_dicarboxaldehyde) 

Peptide Peptide dérivé 
fluorescent 
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Figure 41: Protocole proposé pour la préconcentration/dérivation/séparation en ligne de la Met et Leu-Enk. 
 

Avant d’optimiser les conditions de dérivation sur support il est nécessaire de vérifier que les peptides 

dérivés se séparent dans un capillaire vide photopolymérisé acrylamide (conditions de 

photopolymérisation présentées dans la publication « Photopolymerization of acrylamide as a new 

functionalization way of silica monoliths for hydrophilic interaction chromatography and coated silica 

capillaries for capillary electrophoresis »). Après dérivation, ils ne présentent plus de fonction amine 

primaire ionisée positivement et ne pourront migrer que sous tension négative compte tenu de leur 

charge partielle négative, liée à l’ionisation partielle de leur fonction acide carboxylique. 

 

II.2.2.2.1. Séparation de la Met et Leu-enképhaline dérivées à la NDA en tube vide 

acrylamide 

 Choix de l’électrolyte de séparation 

Afin d’optimiser les conditions de séparation des peptides dérivés dans un capillaire acrylamide, une 

solution de peptides dérivés à 5 nM (dérivation en solution selon le protocole présenté dans l’Annexe 

1) est injectée en CZE dans des électrolytes de séparation de pH différents. Pour éviter l’adsorption 

des peptides dérivés sur le revêtement acrylamide, 10% d’ACN sont ajoutés dans chaque électrolyte. 

Les électrophorégrammes présentés Figure 42 mettent en évidence une séparation optimale des 

peptides dérivés à pH 3,6. 
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a)  

b)  

c)     

Figure 42: Séparation des peptides dérivés  en capillaire vide photopolymérisé 
acrylamide. Tampon 90/10 Phosphate 10 mM/ACN  a) pH 4,65 b) pH 4,05 et c) 
pH 3,6. Injection 20 nL, Tension -30 kV, l=10 cm, L=30 cm, Détection LIF ( ex = 
410 nm). 

 Créneau d’élution 

Afin de simuler les conditions d’élution dans le cas du couplage en ligne C12/Acrylamide, des créneaux 

d’injection de 1,5 cm (proche de la taille du monolithe) de différentes compositions sont injectés dans 

le capillaire vide photogreffé acrylamide. Un pourcentage élevé en solvant organique permettra 

d’éluer les peptides dérivés (retenus selon un mécanisme de phase inverse) mais l’injection d’un long 

créneau de faible conductivité est susceptible d’entraîner des ruptures de courant dans le système, 

voire un échauffement local lié au champ électrique élevé dans les zones de faible conductivité. Le pH 

du créneau d’élution est fixé à 7 avec un tampon phosphate afin de maximiser l’ionisation de la 

fonction acide carboxylique des peptides dérivés pendant cette étape. En effet, lors de la mise sous 

tension pour l’étape de séparation, une ionisation maximale permettra l’électromigration rapide des 

peptides dérivés hors du créneau d’élution. Ainsi, pour chaque composition d’élution, l’analyse CZE est 

répétée 5 fois pour vérifier la stabilité du courant au fil des analyses. L’injection d’un créneau de 1,5 

pH 4,65 

Rs = 2,1 

pH 4,05 

Rs = 2,9 

pH 3,6 

Rs = 4,7 
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cm composé de 90/10 ACN/Phosphate 10 mM pH 7 entraîne une difficulté à stabiliser le courant au 

cours de l’analyse et,  à l’issue de quelques injections, l’efficacité des pics semble complètement 

détériorée (Figure 43). Cela pourrait éventuellement s’expliquer par un échauffement dans le 

capillaire, lié à la résistance électrique élevée du créneau, qui détériorerait le revêtement acrylamide 

et l’efficacité des pics. Ce phénomène semble irréversible. 

 
Figure 43: Injection d’un créneau de 1,5 cm d’une solution de Met et Leu dérivés 
dans 90/10 ACN/Phosphate 10 mM pH 7. Electrolyte : 90/10 Phosphate 10 mM 
pH 3,6/ACN, Tension -30 kV, l=10 cm, L=30 cm, Détection LIF ( ex = 410 nm). 

 

Dans le cas de créneaux d’élution 85/15 ACN/pH 7 10 mM et 80/20 ACN/pH 7 10 mM, la stabilité du 

courant est améliorée et ce sur plusieurs injections successives. La qualité des pics reste constante au 

fur et à mesure des injections. Pour la suite des essais, un créneau d’élution composé de 85/15 

ACN/Phosphate 10 mM pH 7 sera choisi. 

 

 Récapitulatif des conditions optimales de séparation des peptides dérivés en 

capillaire acrylamide 
 

Les conditions de séparation des peptides dérivés en capillaire photopolymérisé acrylamide 

précédemment optimisées sont résumées Tableau 9. 

Tableau 9: Récapitulatif des conditions optimales de séparation des peptides dérivés dans un 
capillaire photopolymérisé acrylamide (L=30 cm, l=10 cm). 

Electrolyte de séparation 90/10 Phosphate 10 mM pH 3,6 / ACN 

Tension - 30 kV 

Composition du créneau 

d’élution 
85/15 ACN/ Phosphate 10 mM pH 7 

0,E+00

5,E+06

1,E+07

2,E+07

2,E+07

3,E+07

0 1 2 3 4 5 6

RF
U

Temps (min)

1ère injection

5ème injection
Met dérivée 

Leu dérivée 
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Afin de s’affranchir d’éventuels problèmes liés à l’analyse en ligne, la dérivation sur support  a d’abord 

été optimisée (concentration des réactifs, ordre d’injection, temps de contact etc…) de façon off-line.  

 

II.2.2.2.2 Mise au point de la dérivation en off-line 

Le principe de l’étude de la dérivation off-line est présenté Figure 44. Ce procédé implique la réalisation 

de deux étapes successives. Dans une première étape, la dérivation du peptide est optimisée sur une 

colonne monolithique photopolymérisée C12 de 10 cm. Le peptide dérivé  sur le monolithe est ensuite 

élué en continu et récupéré dans un volume connu de solvant, puis analysé par CZE dans un tube vide 

de silice vierge, avec détection par fluorescence. Pour des raisons de simplification, seule la dérivation 

avec la Met-enk a été  étudiée. 

 

Figure 44: Principe de la dérivation off-line. 

Pour permettre une interprétation correcte des résultats, plusieurs paramètres de l’analyse CZE ont 

d’abord été vérifiés : linéarité et répétabilité de l’analyse CZE-LIF des peptides dérivés en solution, 

détermination du volume maximal injectable en injection en hydrodynamique, choix de l’électrolyte. 

Les résultats sont présentés dans l’Annexe 2 et les conditions optimales choisies sont reportées 

Tableau 10. Ces conditions seront fixées pour toute la partie « Optimisation de la dérivation sur 

support ». 
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Tableau 10: Conditions optimales pour l’analyse CZE des peptides récupérés après dérivation sur 
support. L = 30 cm, l = 20 cm. 

Electrolyte de séparation Phosphate sodium 22,5 mM pH 7 avec 10% d’ACN 

Tension -15 kV 

Injection 0,1 psi 15 secondes 
 

a) Optimisation de la dérivation sur support  

 Protocole de dérivation sur support 

La dérivation sur support est réalisée dans un capillaire de 10 cm entièrement rempli de monolithe 

photopolymérisé C12. La première étape du protocole consiste à percoler une solution de NDA à 2,9 

mM. Cette étape est suivie d’un rinçage à l’eau de la colonne pour éliminer la NDA non fixée sur le 

support. Le peptide est à son tour percolé dans une solution à pH 7 contenant les ions CN- à 21,5 mM. 

Une étape de rinçage est ensuite réalisée avec une solution pH 7 contenant uniquement des ions CN- 

(sans peptide) pour éliminer la fraction éventuelle de peptides qui n’aurait pas réagi. Enfin les peptides 

dérivés, sont élués en percolant environ 2μL de méthanol (quatre fois le volume du capillaire) et l’éluât 

est récupéré dans 150 μL d’une solution eau/MeOH (50/50, v/v) pour assurer la solubilité des dérivés. 

 Optimisation des conditions de percolation de la NDA 

Un des paramètres clés dans l’optimisation de la dérivation sur support concerne la quantité de NDA 

fixée au préalable sur le monolithe. En effet, il est important de vérifier que cette quantité ne 

représente pas un facteur limitant pour la dérivation des peptides. Cette quantité  de NDA fixée sur le 

support peut être calculée à partir des traces UV obtenues pendant la percolation de la NDA en continu 

(Figure 45) selon le calcul suivant : 

Quantité de NDA (nmol) = Débit  mobile × (Tplateau-Tm) × CNDA × 1000 

Avec : 

- Débit  mobile (μL/min) =  

Dc (mm): diamètre du capillaire = 0,075 mm 

Ld (mm): distance injection-détection = 260 mm 

Tm (min) : Temps mort de la colonne de l’injection à la détection (dépendant des conditions de 

percolation) 

- Tplateau (min) = temps d’arrivée de la NDA jusqu’au détecteur (pris à 50% de la hauteur du 
plateau) 

- CNDA (mol/L) = concentration de la NDA percolée = 2,9.10-3 mol/L 
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Figure 45: Signal UV à 254 nm pendant la percolation de la NDA. 

 

L’arrivée de la NDA jusqu’au détecteur, visualisée par une augmentation de l’absorbance, met en 

évidence qu’un équilibre de rétention est atteint. 

Cette quantité de NDA peut être modifiée en fonction du milieu de percolation. En effet, si la NDA est 

percolée dans une solution riche en solvant organique, l’équilibre de rétention entre la NDA et le 

monolithe sera plus vite atteint et la quantité de NDA fixée à l’équilibre sur le monolithe sera moindre. 

Ainsi, la NDA a été percolée sur le monolithe C12 dans des solutions eau/ACN dans différentes 

proportions avec une concentration fixée à 2,9 mM. Un maximum de 70% d’eau est fixé car la NDA 

n’est plus soluble pour des teneurs en eau > 70%. La quantité de NDA fixée sur le monolithe en fonction 

des conditions de percolation est donnée Tableau 11. 

 

Tableau 11: Quantité de NDA fixée en fonction des conditions de percolation, [NDA] = 2,9 mM. 

Conditions de percolation 

de la NDA                 

(% ACN / % Eau) 

50/50 40/60 30/70 

Quantité de NDA fixée 

(nmol) 
1,75 3,19 6,66 

 

 

Notre objectif étant d’analyser des concentrations inférieures au ng/mL (avec des volumes percolés 

de quelques μL), la quantité de NDA sera toujours en excès par rapport à la quantité de peptide 

percolée et ce pour les trois conditions de percolation proposées. Pour exemple, si l’on percole 10 μL 

d’une solution de peptide à 0 ,1 ng/mL cela représente une quantité de peptide d’environ 0,2 pmol. La 
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quantité de NDA n’est donc pas un facteur limitant pour la dérivation. Pour la suite des essais, la 

percolation de la NDA sera réalisée dans 50/50 ACN/eau. 

 

 Stabilité de la Met dérivée  

Les dérivés fluorescents présentent souvent une stabilité limitée dans le temps [47]. Le couplage off-

line n’étant pas automatisé, il est nécessaire de déterminer le temps maximal « autorisé » entre 

l’élution du peptide dérivé et l’analyse CZE pour éviter une dégradation de l’échantillon.  

Cette étude de stabilité de la Met dérivée a été conduite dans la solution à l’issue de l’élution c'est-à-

dire dans un mélange eau/MeOH (50/50, v/v). Une solution de Met dérivée a été analysée en CZE après   

différents laps de temps après l’étape d’élution. La Figure 46 met en évidence la formation d’un pic de 

dégradation de la Met dérivée au-delà de 2h entre la percolation et l’analyse CZE. 
 

a)         
                                     

b)   

Figure 46: a) Analyse CZE à différents temps d’une solution de Met dérivée récupérée 
après percolation de 8 μL de Met à 0,25 mg/mL sur monolithe C12. b) Evolution du signal 
de fluorescence de Met dérivée en fonction du temps après élution. Percolation de la 
NDA à 2,9 mM dans 50/50 ACN/eau. 
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 Détermination expérimentale du volume maximal de percolation de la Met 

Pour éviter toute perte de peptide liée à son déplacement sur le monolithe au cours de la percolation, 

il est nécessaire de déterminer le volume maximal de percolation. Ainsi, des volumes croissants de 

Met à 2,5 μg/mL sont percolés après percolation de la NDA. Les résultats des analyses CZE présentés 

Figure 47 mettent en évidence l’arrivée d’un plateau pour des volumes de percolation > 20 μL.  Il sera 

donc judicieux pour la suite de percoler des volumes < 20 μL. 

 
Figure 47: Aire du pic de Met dérivée obtenue en CZE après percolation et dérivation sur monolithe C12 de 
volumes croissants de Met à 2,5 μg/mL. Percolation de la NDA à 2,9 mM dans 50/50 ACN/eau. RSD <10 % (n=3). 
 

 Linéarité de la dérivation sur support 

Après optimisation des conditions de percolation de la NDA (percolation dans 70/30 ACN/eau) et de 

la Met-enk (volume maximal de 20 μL), la linéarité de la dérivation sur support a été étudiée en 

percolant des concentrations croissantes de Met avec un volume fixe de 15 μL. Les aires des pics de 

Met dérivée obtenues en CZE sont présentées Figure 48. 
 

  

Figure 48: Aire du pic de Met dérivée analysée en CZE en fonction de la concentration de Met percolée. 
Percolation de la NDA à 2,9 mM dans 50/50 ACN/eau, volume fixe de Met percolé = 15 μL. 
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On constate que la dérivation est linéaire pour des concentrations en Met percolées variant de 0,025 

à 2,5 μg/mL. 

 Influence du temps de dérivation 

Il est possible, au cours du protocole, de rajouter un « temps de dérivation » après l’étape de 

percolation de la Met afin de laisser réagir la NDA avec la Met plus longtemps dans le cas d’une réaction 

non immédiate. Cela consiste à mettre en pause l’analyse pendant un laps de temps donné. Afin de 

vérifier si ce temps supplémentaire s’avère nécessaire, deux dérivations similaires sont réalisées sur le 

monolithe C12, la première avec un temps de dérivation de 20 min et la seconde sans temps de 

dérivation. Les résultats présentés dans le Tableau 12 ne montrent pas de différence significative entre 

l’analyse avec temps de dérivation et l’analyse sans (compte tenu des écart-type obtenus avec 3 

répétitions). La réaction de dérivation semble donc être immédiate. 

Tableau 12: Influence du temps de dérivation sur la dérivation sur support. Percolation de la NDA 
à 2,9 mM dans 50/50 ACN/eau, volume fixe de Met percolé = 15 μL. 

Temps de dérivation 

après la percolation de la 

Met (min) 

0 20 

Aire du pic de Met 

dérivée en CZE 
(85 ± 4).104 (82 ± 4).104 

 
 

 Récapitulatif des conditions optimales de dérivation sur support  

L’ensemble des conditions précédemment optimisées pour la dérivation sur support est résumé 

Tableau 13. 

Tableau 13: Récapitulatif des conditions optimales de dérivation sur support. 

Temps maximal autorisé 

entre l’étape d’élution et 

l’analyse CZE 

2h 

Volume maximal de 

percolation des peptides 

20 μL/ 500 nL de 

monolithe 
 

 

Après avoir optimisé la dérivation en « off-line », le protocole a été transposé pour l’analyse en ligne 
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b) Essais de préconcentration/dérivation/séparation en ligne 

 

Les essais de préconcentration/dérivation/séparation en ligne ont soulevé plusieurs difficultés. 

Premièrement, nous avons pu constater que certaines colonnes se bouchaient au fur et à mesure des 

analyses. Après plusieurs essais nous avons constaté que la structure du monolithe était l’un des 

phénomènes à l’origine du problème. En effet une très faible variation de la morphologie du monolithe 

et notamment une faible diminution de la taille des macropores, semble favoriser le bouchage 

progressif des monolithes. Pour remédier à ce problème, des contrôles systématiques de la structure 

du monolithe et de la perméabilité de la colonne ont été mis en place avant chaque analyse. Les 

colonnes ne présentant pas les structures et/ou perméabilités adéquates sont systématiquement 

écartées pour cette application. Dans un deuxième temps, nous avons pu constater que la réduction 

progressive de la perméabilité des colonnes au cours de leur utilisation s’accompagnait de la présence, 

à l’intérieur du capillaire, de cristaux orange visibles au microscope optique. Pour déterminer l’origine 

de ces cristaux, plusieurs conditions de dérivation ont été testées hors capillaire (en solution). Ainsi, 

nous avons pu mettre en évidence que certains réactifs (tels que la NDA et le CN-) produisaient, contre 

toute attente, des produits de dérivation fluorescents, à l’origine de la précipitation des cristaux 

orange dans la colonne. Un changement  de nucléophile a été envisagé mais des résultats similaires 

ont été obtenus, démontrant que ce phénomène n’était pas lié à la nature du nucléophile. Néanmoins, 

ce problème a été résolu en intercalant et adaptant des étapes de rinçage entre chaque étape du 

protocole de dérivation.  

Dans un deuxième temps, la dérivation/ séparation en ligne réalisée sur des colonnes différentes a 

conduit à des électrophorégrammes présentant des profils de fluorescence très différents (nombre de 

signaux, intensités relatives, position en temps). De nombreux pics sont parfois détectés sur 

l’électrophorégramme et il s’avère difficile d’identifier chacun d’entre eux, avec une simple détection 

LIF. Des blancs réalisés (sans percolation de peptides) ont effectivement mis en évidence la présence 

de plusieurs pics sur l’électrophorégramme. Il est possible que certains pics correspondent aux réactifs 

de dérivation ou à des produits de dérivation secondaires. L’expérience nous a montré qu’un signal de 

fluorescence pouvait être obtenu à partir de composés non fluorescents ou bien même lors de 

changements de phase mobile ce qui complique considérablement l’identification des composés 

d’intérêt. Ces variations de profils électrophorétiques pourraient provenir d’une faible variation du flux 

électroosmotique d’une colonne à une autre voire d’une analyse à une autre. En effet, les peptides 

dérivés ont des mobilités électrophorétiques très proches (en valeur absolue) de celle du flux 

électroosmotique résiduel (mobilité électrophorétique de la Met dérivée d’environ 5.10-5 cm2/V/s et 

flux électroosmotique résiduel proche de 7.10-6 cm2/V/s dans le cas idéal). Ainsi, une légère variation 

du flux électroosmotique résiduel, dont le sens de migration est opposé à celui des peptides dérivés,  



 86 
 

peut considérablement  ralentir la migration des composés dans la colonne. Ces difficultés n’avaient 

pas été rencontrées dans le cas de la préconcentration/séparation en ligne des peptides non dérivés. 

Deux explications peuvent être envisagées. Premièrement, dans le cas de la 

préconcentration/séparation en ligne des peptides non dérivés, ces derniers migraient dans le sens du 

flux électroosmotique. Dans l’analyse en ligne des peptides dérivés ces derniers migrent dans le sens 

inverse du flux électroosmotique. De plus les peptides dérivés présentent des mobilités 

électrophorétiques plus faibles que les peptides non dérivés ce qui accentue l’influence de l’impact du 

flux électroosmotique sur les temps de migration. Par conséquent si le flux électroosmotique est du 

même ordre de grandeur que la mobilité électrophorétique des peptides dérivés, ils ne pourront être 

détectés (Figure 49). 

 

 

 

Figure 49: Migration des peptides dérivés dans la colonne selon la valeur du flux électroosmotique a) Flux 
électroosmotique quasi nul ou très inférieur à 5.10-5 cm2/V/s b) Flux électroosmotique > 5.10-5 cm2/V/s. 

 

Plusieurs essais ont été réalisés afin de mesurer la valeur du flux électroosmotique en utilisant 

différents marqueurs de flux tels que la butylamine dérivée à la NDA ou encore un créneau de 

méthanol. Cependant, il s’avère difficile d’identifier clairement le marqueur en fluorescence (manque 

de spécificité de la détection). 

Parallèlement, il a également été constaté qu’une quantité importante de réactifs de dérivation 

(utilisés en large excès)  étaient élués avec les peptides et pouvaient altérer le revêtement acrylamide. 

Des essais complémentaires  ont été réalisés en fixant une quantité moins importante de NDA sur le 

monolithe, mais plusieurs pics étaient toujours détectés sur l’électrophorégramme. D’autres essais ont 

également été réalisés dans un capillaire C12 sans revêtement acrylamide, en rajoutant des ions Ca2+ 

dans l’électrolyte de migration pour diminuer le flux électroosmotique. Néanmoins, la répétabilité des  

résultats obtenus n’a pas été améliorée de façon significative. Pour la suite des essais, il s’avère 

essentiel de mieux maîtriser le flux électroosmotique dans le capillaire. Seule une détection en 

a) 

b) 



 87 
 

spectrométrie de masse permettra d’identifier clairement la nature des pics observés  et de mieux 

comprendre le sens de migration des composés dans le capillaire.  
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Introduction 
 

Les résultats obtenus par photopolymérisation radicalaire libre ont montré que ce procédé était rapide 

(fonctionnalisation en quelques minutes), efficace et polyvalent (transposable à de multiples 

monomères). Cependant, nous avons pu constater que certaines colonnes capillaires se bouchaient au 

cours de la photopolymérisation mettant en évidence une limitation importante avec ce type de 

fonctionnalisation. En effet, la taille des couches polymériques, difficile à contrôler, et la formation 

possible de polymères en solution peuvent conduire à une obstruction partielle voire totale des 

méso/macropores du monolithe. Ainsi, afin d’éviter ces phénomènes de bouchage et de mieux 

contrôler la fonctionnalisation de surface, une autre approche de photofonctionnalisation, basée sur 

la photo-click chemistry, a été envisagée et fera l’objet de ce deuxième chapitre.  

Afin d’évaluer le potentiel de ces réactions dites de chimie « click » pour la fonctionnalisation de la 

silice, un état de l’art de leur utilisation en sciences séparatives a été réalisé sous forme d’un article de 

revue intitulée « Is click chemistry attractive for separation science ? », présenté en première partie 

de ce chapitre. Plusieurs avantages de ce type de réaction ont été mis en évidence tels que des 

rendements théoriques de greffage proches de 100%, la spécificité des réactions ou encore la 

possibilité (pour certaines) d'être initiées photochimiquement, pour un greffage rapide et localisé.  

Plus spécifiquement, l’approche par « Thiol-ene click chemistry » a retenu notre attention. Le proton 

de la fonction thiol est connu pour être facilement abstractible et le radical thiyl qui en résulte réagit 

rapidement sur des composés insaturés (alcènes, alcynes, acrylates…).  

Les deux approches de photochimie click, version « thiol-ene » (avec greffage de l’octadecène sur un 

support thiolé) et version « ene-thiol » (avec greffage de l’octadécanethiol sur un support porteur 

d’une insaturation) ont été évaluées expérimentalement. Les résultats sont présentés dans une « short 

communication » intitulée « "Thiol-ene" photoclick chemistry as a rapid and localizable 

functionalization pathway for silica capillary monolithic columns ».  

L’article suivant, «Versatile ene-thiol photoclick reaction for preparation of multimodal monolithic 

silica capillary columns », met en évidence la polyvalence de l’approche « ene-thiol » retenue pour le 

greffage de différents réactifs thiolés, de façon à couvrir différents modes chromatographiques : 

l’octadécanethiol pour le mode inverse, la cystéine pour le mode HILIC ou encore le 

mercaptoéthanesulfonate de sodium pour l’échange d’ions. La deuxième partie de cet article 

démontre l’intérêt de cette approche photochimique pour la préparation de colonnes capillaires 

monolithiques multimodales par photogreffages successifs et localisés de différents réactifs thiolés. 

Des exemples d'applications de colonnes multimodales comprenant un segment d'échange de cations 
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en amont d’un segment greffé C18 sont présentés pour le fractionnement et la séparation sélective de 

cations et de composés neutres ainsi que pour la pré-concentration et la séparation en ligne de β-

bloquants. 

Dans la deuxième partie de ce chapitre, cette approche de photo-click a été étendue au photogreffage 

de biomolécules spécifiques pour l’élaboration de supports d’affinité, l’objectif étant de coupler ces 

supports avec une zone de séparation pour l’analyse en ligne de l’Ochratoxine A dans diverses 

matrices. Deux types de biomolécules ont été choisies pour la réalisation des supports d’affinité à 

savoir : les anticorps et les aptamères qui présentent une très grande affinité et spécificité vis-à-vis des 

antigènes associés et permettent d’établir des interactions fortes avec la molécule cible. 
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I. Développement d’un procédé de 
photofonctionalisation par photoclick chemistry 

 
 

I.1. Etat de l’art sur l’utilisation de la « click chemistry » en sciences séparatives 
 

La review suivante intitulée « Is click chemistry attractive for separation sciences ? » est consacrée à 

l’utilisation de la chimie « click » dans le domaine des sciences séparatives et plus spécifiquement en 

chromatographie. La première partie de la review expose les différentes réactions de click chemistry  

utilisées, ainsi que leurs avantages/inconvénients respectifs. Plusieurs approches sont ensuite 

présentées pour la fonctionnalisation de supports chromatographiques organiques/inorganiques par 

chimie « click ». Enfin, la dernière partie énumère les multiples applications rapportées dans la 

littérature qui utilisent ce type de réaction pour la préparation des phases stationnaires, en fonction 

des différents modes chromatographiques. D’après cette étude sur le potentiel de la chimie « click » 

en sciences séparatives, ces réactions offrent des rendements très intéressants (parfois proches de 

100%) et permettent de couvrir l’ensemble des modes chromatographiques, y compris celui de la 

chromatographie d’affinité par le greffage de molécules biologiques. Si les avantages en termes de 

densité de greffage, de reproductibilité et de stabilité ne semblent pas très signifiants, l’intérêt des 

réactions de click réside néanmoins dans la possibilité de pouvoir être, pour certaines, initiées 

photochimiquement et de permettre un greffage contrôlé et orienté de ligands sur la phase 

stationnaire. Cette particularité est d’autant plus intéressante dans le cas du greffage de biomolécules 

qui requièrent une orientation particulière afin d’assurer la reconnaissance des molécules cibles. 
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I.2  Fonctionnalisation de monolithes de silice par « thiol-ene » et « ene-thiol » photoclick 
chemistry   

 

Après avoir étudié les différentes réactions de click utilisées en sciences séparatives, la réaction 

mettant en jeu une fonction thiol et une fonction alcène a été retenue pour la suite des travaux. Cette 

réaction de fonctionnalisation peut être réalisée selon deux approches différentes : version « thiol-

ene » et version « ene-thiol ». 

La première, présentée Figure 50, consiste à préfonctionnaliser le support monolithique avec un 

composé thiolé et à greffer le composé d’intérêt par sa double liaison. Cette approche implique la 

présence d’une double liaison dans le composé à greffer (acrylate, alcène…). La réaction est initiée 

directement en surface du monolithe, à partir de la formation d’un radical libre après abstraction de 

l’hydrogène du thiol par un photoinitiateur. Le radical est ensuite impliqué dans des étapes de 

propagation et de transfert de chaîne conduisant à la formation de liaisons thioether. Ces liaisons sont 

stables chimiquement et ne devraient pas conférer au support d’interactions secondaires néfastes 

d’un point de vue chromatographique. Dans cette configuration, il peut y avoir croissance d’un 

polymère par une réaction additionnelle d’homo-polymérisation. Cependant, il a été montré que cette 

polymérisation pouvait être contrôlée selon la nature des alcènes utilisés, permettant ainsi de 

maîtriser la taille de la couche polymérique en surface. 

 
Figure 50: Représentation schématique du mécanisme de la réaction « thiol-ene » 

L’approche inverse, nommée « ene-thiol » permet de greffer des composés thiolés sur un monolithe 

préfonctionnalisé avec une fonction alcène (Figure 51). Comme illustré Figure 51, la réaction « ene-

thiol » conduit au greffage d’une seule molécule (voire deux) sur la surface et non plus d’une couche 

polymérique. Cela devrait permettre d’accéder à une couverture de surface mieux définie qu’avec une 

polymérisation mais à des rétentions plus faibles.  
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Figure 51: Représentation schématique du mécanisme de la réaction inverse « ene-thiol » 

 

Les deux approches présentent donc chacune leurs  avantages et inconvénients respectifs en termes 

de contrôle de chimie de surface et de rétention. 

 Les deux versions « ene-thiol » et « thiol-ene » ont été comparées en suivant la rétention de composés 

hydrophobes sur des colonnes photogreffées C18. Les résultats présentés dans la « short 

communication » suivante intitulée « « Thiol-ene » photoclick chemistry as a rapid and localizable 

functionalization pathway for silica capillary monolithic columns » mettent en évidence des rétentions 

bien plus importantes avec la version « ene-thiol ». Cette approche a donc été retenue pour la suite 

des travaux. Les conditions de photogreffage, (nature et concentration des réactifs, photoinitiateurs, 

thiols, durée d’irradiation) ont ensuite été optimisées en suivant l’évolution de propriétés 

chromatographiques (rétention/sélectivité et efficacité). Il a été montré qu’une irradiation de 5 min 

avec une concentration en thiol de 0,8 M était suffisante pour obtenir des rétentions maximales. Les 

résultats démontrent également la possibilité d’obtenir des rétentions équivalentes en réalisant des 

irradiations successives avec des concentrations en thiol moins importantes ce qui est 

particulièrement intéressant dans le cas de réactifs onéreux et/ou disponibles en faibles 

concentrations. Enfin, les mesures d’efficacité (jusqu'à 160 000 ptx/m) et de perméabilité obtenues 

sur les colonnes photogreffées prouvent que les propriétés intrinsèques du monolithe ne sont pas 

altérées après le photogreffage par chimie click. 
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I.3 Polyvalence de la  « ene-thiol » photoclick chemistry pour la fonctionnalisation de 

monolithes de silice 
 

L’article suivant intitulé « Versatile ene-thiol photoclick reaction for preparation of multimodal 

monolithic silica capillary columns » met en évidence la polyvalence du photogreffage par le greffage 

de différents réactifs thiolés pour couvrir plusieurs modes chromatographiques : l’octadécanethiol 

pour la phase inverse, la cystéine pour le mode HILIC ou encore le mercaptoéthanesulfonate de sodium 

pour l’échange d’ions. Il a été vérifié que la concentration en thiol optimale (0,8 M) pour accéder à la 

plus grande densité de greffage  est identique quelle que soit la nature du thiol utilisé. Ainsi, dans le 

cas d’un changement de monomère, seul le solvant et l’initiateur doivent être adaptés en fonction de 

leur solubilité dans le solvant du monomère. La deuxième partie de l’article démontre l’intérêt de cette 

approche photochimique pour la préparation de colonnes capillaire monolithiques multimodales par 

greffages successifs et localisés de différents réactifs thiolés. Des exemples d’applications (preuves de 

concept) de colonnes multimodales comprenant un segment d’échange de cations en amont d’un 

segment greffé C18 sont présentés pour le fractionnement et la séparation sélective de cations et de 

composés neutres ainsi que pour la préconcentration et la séparation en ligne de β-bloquants. 
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II. Préparation de supports d’affinité pour la 
préconcentration sélective de solutés cibles - Couplage 
avec l’électrophorèse capillaire 
 
Dans la seconde partie, cette nouvelle approche de fonctionnalisation par « ene-thiol » photo-click a 

été étendue au greffage de biomolécules (anticorps et aptamères) pour la préparation de colonnes 

capillaires multimodales intégrant un support d’affinité couplé en ligne avec une étape de séparation. 

L’objectif est de purifier et de préconcentrer de façon extrêmement sélective, rapide et automatisée 

des composés cibles contenus à de faibles teneurs dans des matrices complexes.  
 

Dans le cadre du greffage de biomolécules telles que les anticorps, la version « ene-thiol » permet un 

greffage « orienté » des protéines qui possèdent relativement peu de fonctions thiol 

(comparativement aux fonctions amine), alors que le grand nombre d’amines distribuées sur 

l’ensemble d’une protéine conduit à des greffages aléatoires, lorsque ces fonctions sont impliquées 

dans l’immobilisation sur un support. 

Une première approche basée sur l’utilisation d’anticorps a d’abord été explorée. L’immobilisation 

d’anticorps par le biais de la chimie « ene-thiol » implique de fragmenter spécifiquement les anticorps 

au niveau de leur pont disulfure central, afin de pouvoir greffer les fragments d’anticorps « LH » via 

leur fonction thiol ainsi libérée, sur un support pré-fonctionnalisé vinyle. (Figure 52).  Le greffage par 

cette fonction thiol est « orienté » et devrait garantir l’accessibilité du paratope situé en extrémité de 

chaîne, à l’issue du greffage. 

 
Figure 52: Présentation des différentes étapes de préparation du support d’immunoaffinité. 
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Pour des raisons de coût, les premiers essais de fragmentation spécifique ont été réalisés sur des 

anticorps de lapin non spécifiques. L’optimisation des paramètres de fragmentation, en présence de 

cystéamine, a permis d’obtenir majoritairement les fragments « LH » d’intérêt, le suivi de la 

fragmentation étant assuré par électrophorèse capillaire sur gel (CGE). Ces fragments, après dessalage 

et élimination de l’excès de cystéamine, ont ensuite été greffés avec succès sur le support 

monolithique.  Le greffage a été suivi par une méthode de dosage permettant la quantification des 

amines sur le support (méthode au bleu de Coomassie). L’ensemble des résultats obtenus détaillés en 

Annexe 3 démontre la validité de l’approche. Cependant, la transposition de l’étape de fragmentation 

avec des anticorps spécifiques anti-OTA a présenté des différences significatives par rapport aux 

anticorps non spécifiques de lapin. La fragmentation réalisée sur les anticorps anti-OTA n’est pas aussi 

spécifique et engendre la formation de nombreux autres fragments inactifs (destruction des 

paratopes). Ce type de fragmentation, anticorps-dépendant, nécessite donc une ré-optimisation plus 

poussée dans le cas des anticorps anti-OTA. Par manque de temps, la seconde approche plus 

innovante, basée sur l’utilisation d’aptamères (sondes oligonucléotidiques dans notre cas) a été 

privilégiée. Ces molécules présentent de nombreux avantages en termes de stabilité et d’activité, 

particulièrement dans le cas des colonnes multimodales. En effet, le couplage en ligne de colonnes 

d’affinité avec une étape de séparation (ici l’électrophorèse capillaire) nécessite une compatibilité 

totale entre les différentes étapes. A titre d’exemple, les conditions de séparation électrocinétique 

(nature de l’électrolyte, pH, flux électroosmotique…) doivent être compatibles avec les conditions de 

reconnaissance et de maintien de l’activité de l’immunoadsorbant, conditions qu’il est plus facile 

d’atteindre avec des aptamères qu’avec des anticorps. De plus, la qualité finale d’un support d’affinité 

est également liée à sa stabilité dans le temps et au temps de régénération qu’il requiert entre deux 

analyses. Déjà avantageux en termes de coût, de pureté et de reproductibilité de synthèse lot-à-lot, 

les aptamères sont plus stables que les anticorps et possèdent des temps de régénération plus rapides 

(quelques minutes contre quelques heures). De plus, les aptamères synthétisés à façon sont facilement 

modifiés à une de leurs extrémités par ajout d’une fonction réactive (comme un thiol ou une amine) 

ou d’un marqueur (biotine, fluorophore par exemple). 

Ainsi, une colonne multimodale composée d’une première zone remplie de monolithe photogreffé 

avec des aptamères thiolés et une deuxième zone vide a été préparée pour la 

préconcentration/séparation électrocinétique en ligne de l’Ochratoxine A. Les résultats ont été publiés 

dans l’article « In-line coupling of an aptamer based miniaturized monolithic affinity preconcentration 

unit with capillary electrophoresis and Laser Induced Fluorescence detection », présenté dans la 

deuxième partie de ce chapitre. La qualité du photogreffage d’aptamères a d’abord été évaluée sur 

des colonnes monolithiques de 10 cm de longueur par chromatographie d’échange d’ions. L’étude des 

rétentions de β-bloquants a montré qu’un greffage efficace et répétable (variation inter-capillaires < 
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10%) était obtenu en seulement 5 min d’irradiation. La localisation du photogreffage a également été 

démontrée en utilisant un aptamère modifié par un marqueur coloré permettant de visualiser la zone 

irradiée de la colonne. Les conditions d’analyse pour la préconcentration/séparation en ligne ont 

ensuite été optimisées afin d’assurer une compatibilité entre les différentes étapes du protocole 

(percolation/rinçage/élution/séparation). Les résultats ont montré que le protocole était linéaire pour 

des quantités d’OTA percolées variant de 0,1 à 10 pg avec des taux d’extraction de 93 ± 2 %. De même, 

une répétabilité satisfaisante (RSD < 10%) a été obtenue pour l’ensemble du protocole d’analyse. Enfin, 

ce dispositif a été appliqué pour la préconcentration/séparation en ligne de l’OTA présente dans du 

vin et de la bière à des concentrations de quelques ppb, avec un temps d’analyse total toujours 

inférieur à 30 min et ce de manière totalement automatisée. 
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Conclusion générale et Perspectives 
 

 

La miniaturisation des techniques séparatives est une tendance qui s’est amorcée dans les années 60. 

Actuellement, les efforts se focalisent sur l’intégration dans un même système de plusieurs étapes 

analytiques complémentaires. Un des challenges porte sur le développement de systèmes séparatifs 

intégrant plusieurs zones de fonctionnalités complémentaires. Dans cette optique, les procédés 

(rapides, polyvalents et  localisables) de photofonctionnalisation de phases stationnaires 

monolithiques, semblent parfaitement adaptés pour la préparation de ces nouveaux outils. Ce travail 

de thèse s’est donc focalisé sur (1) l’étude et l’optimisation de différentes approches permettant de 

préparer des colonnes monolithiques multimodales au format capillaire et (2) l’illustration de leur 

potentiel à des fins analytiques. 

Une première approche de fonctionnalisation basée sur la mise en œuvre de réactions de 

photopolymérisation a été étudiée. Ces travaux font suite à des premiers résultats encourageants 

présentés dans une précédente thèse au laboratoire. De façon à démontrer la polyvalence de cette 

approche, des colonnes chromatographiques monolithiques fonctionnalisées avec une couche de 

polyacrylamide ont été développées par photopolymérisation.  

Les principaux paramètres (concentration en monomère et temps d’irradiation) ont été optimisés en 

suivant l’évolution des propriétés chromatographiques (rétention/sélectivité et efficacité) à partir de 

la séparation de nucléosides en mode HILIC. Les résultats ont montré qu’une irradiation de 5 min avec 

un pourcentage de monomère de 5% (massique) permet d’obtenir des rétentions élevées, sans altérer 

les propriétés intrinsèques initiales du monolithe de silice (Hmin = 6 ± 1 μm et perméabilité = (4,6 ± 

1,1).10-14 m2). Bien que l’augmentation de la quantité d’acrylamide dans le mélange réactionnel 

conduise à une augmentation des rétentions, une augmentation excessive, au-delà de 10% (massique) 

s’accompagne d’une diminution de l’efficacité. Ce comportement a été attribué à la formation de 

couches de polyacrylamide suffisamment épaisses en surface qui altèrent l’accessibilité des mésopores 

et augmentent la résistance au transfert de masse. Cependant, en restant dans une gamme de 

concentration en acrylamide évitant de détériorer l’efficacité intrinsèque du monolithe, les rétentions 

des nucléosides sur ces monolithes photopolymérisés sont supérieures ou égales à celles obtenues sur 

des monolithes greffés déjà rapportés dans la littérature (monolithe greffé thermiquement avec le 

polyacrylamide et monolithe hybride portant une fonction acrylamide).  

Ce revêtement acrylamide a également été utilisé pour recouvrir la paroi interne d’un tube vide 

d’électrophorèse capillaire dans le but de supprimer le flux électroosmotique et de réduire les 
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phénomènes d’adsorption en surface. Un flux de (2,9 ± 1,1).10-6 cm2/V/s a été obtenu à pH 8,3 (tampon 

Tris-borate 44,5 mM) contre plus de 4.10-4 cm2/V/s en absence de revêtement. La stabilité du greffage 

a été vérifiée en milieu acide (pH 3,6) et basique (pH 8,3) et ce pour des temps d’exposition de plus de 

90 heures. Enfin, le potentiel de cette approche pour la préparation des colonnes multimodales a été 

démontré à travers la réalisation d’une colonne intégrant un segment de monolithe 

photofonctionnalisé avec le lauryl acrylate (C12) dans un capillaire de silice recouvert d’un revêtement 

polyacrylamide photopolymérisé.  

Ce système miniaturisé a été utilisé pour la préconcentration et la séparation en ligne de deux 

neuropeptides (la Met et Leu-enképhaline) suivies de leur détection par spectrophotométrie UV. Afin 

de réduire les limites de détection et de les rendre compatibles avec l’analyse d’échantillons réels, une 

dérivation sur support a été envisagée à l’issue de l’étape de préconcentration, pour effectuer une 

détection par fluorescence induite par laser (LIF). Si la dérivation des peptides sur support a été 

optimisée (choix de l’ordre de percolation des réactifs, concentrations..), le couplage en ligne de 

l’ensemble des étapes n’est aujourd’hui pas achevé. En effet, malgré de multiples essais, la spécificité 

de la détection par LIF ne s’est pas révélée suffisante pour identifier de façon fiable les produits et 

sous-produits de réaction. Le couplage avec la spectrométrie de masse récemment installée au sein 

du laboratoire (ESI-TOF) devrait permettre de finaliser cette étude. Cependant, les résultats obtenus 

en dérivation « off-line » sur support, ont été concluants et pourront être transposés pour d’autres 

applications (par exemple pour la dérivation sur des embouts de pipette remplis de monolithe).  

Si cette approche par photopolymérisation a permis d’atteindre les objectifs en termes de rapidité, 

polyvalence et localisation, elle a néanmoins soulevé quelques difficultés pratiques liées au contrôle 

de la polymérisation (taille des polymères greffés, difficulté de rincer les colonnes après 

polymérisation) et de la disponibilité des groupements réactifs (acrylate/méthacrylate) sur des 

molécules biologiques par exemple. 

De façon à s’affranchir de certaines de ces limitations une approche alternative de 

photofonctionnalisation par « click-chemistry » sans catalyseur a été étudiée. L’efficacité des réactions 

de photogreffage « thiol-ene » et « ene –thiol » (selon la nature respective des fonctions immobilisées 

sur le support ou présentes en solution) a d’abord été comparée en suivant la rétention de composés 

hydrophobes sur des colonnes photogreffées avec l’octadecanethiol (C18). Les résultats ont mis en 

évidence des rétentions plus élevées i.e des taux de greffage plus élevés avec la version ene-thiol, c’est 

à dire en greffant des composés thiolés sur des monolithes vinylisés. De plus, dans cette configuration, 

il ne peut y avoir de polymérisation en solution (polymères susceptibles de boucher la colonne) car les 

fonctions polymérisables sont fixées sur le support et les fonctions activables (thiols) sont présentes 

en solution. Cette approche a donc été préférée pour la suite des travaux. Les principaux paramètres 
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de cette photofonctionnalisation ont été étudiés (nature et teneur en photo-initiateur, durée 

d’irradiation et concentration en monomère) en suivant l’évolution de propriétés chromatographiques 

(rétention/sélectivité et efficacité). Il a été montré qu’une irradiation de 5 min avec une concentration 

en thiol de 0,8 M était suffisante pour obtenir des rétentions maximales. Les résultats démontrent 

également la possibilité d’obtenir des rétentions équivalentes en réalisant des irradiations successives 

avec des concentrations en thiol moins importantes, ce qui est particulièrement intéressant dans le 

cas de réactifs onéreux et/ou disponibles en faible concentration. Les mesures d’efficacité et de 

perméabilité obtenues sur les colonnes photogreffées prouvent que les propriétés intrinsèques du 

monolithe ne sont pas altérées après le photogreffage par chimie click (N = 160 000 ptx/m). Enfin, les 

mesures de sélectivité stérique (k triphenylene/k O-terphenyl) ont montré que le greffage par « photo-

click » était de type monocouche, similaire au greffage par silanisation classique.  

La polyvalence du procédé a ensuite été démontrée à travers le greffage de différents réactifs thiolés : 

l’octadécanethiol pour la phase inverse, la cystéine pour le mode HILIC ou encore le 

mercaptoéthanesulfonate de sodium pour l’échange d’ions. Il a été vérifié que la concentration en 

thiol préalablement optimisée de 0,8 M restait valable quelle que soit la nature du thiol utilisé. Une 

étude plus poussée réalisée sur une colonne photogreffée avec le mercaptoéthanesulfonate de 

sodium a mis en évidence un double mécanisme de rétention par phase inverse/échange d’ions selon 

le taux de greffage sur la colonne et la composition de la phase mobile. Enfin, l’intérêt de cette 

approche pour la préparation des colonnes multimodales a été démontré à travers différents exemples 

d’applications. Deux colonnes multimodales comprenant un segment d’échange de cations en amont 

d’un segment greffé C18 ont été préparées avec succès pour le fractionnement et la séparation 

sélective de cations et de composés neutres ainsi que pour la préconcentration et la séparation en 

ligne de β-bloquants. 

Cette nouvelle approche de fonctionnalisation a ensuite été étendue au greffage de biomolécules pour 

la préparation de colonnes capillaires multimodales intégrant un support d’immunoaffinité couplé en 

ligne avec une étape de séparation. Ainsi, une colonne multimodale composée d’une première zone 

remplie de monolithe photogreffé avec des aptamères et une deuxième zone vide a été préparée pour 

la préconcentration/séparation électrocinétique en ligne de l’Ochratoxine A. La qualité du 

photogreffage d’aptamères a d’abord été évaluée sur des colonnes monolithiques de 10 cm de 

longueur par chromatographie d’échange d’ions. L’étude des rétentions de β-bloquants a montré 

qu’un greffage efficace et répétable (variation inter-capillaires < 10%) était obtenu en seulement 5 min 

d’irradiation. La localisation du photogreffage a également été démontrée en utilisant un aptamère 

modifié par un marqueur coloré permettant de visualiser la zone irradiée de la colonne. Les conditions 

d’analyse pour la préconcentration/séparation en ligne ont ensuite été optimisées afin d’assurer une 
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compatibilité entre les différentes étapes du protocole (percolation/rinçage/élution/séparation). Les 

résultats ont montré que le protocole était linéaire pour des quantités d’OTA percolées variant de 0,1 

à 10 pg avec des taux d’extraction de 93 ± 2 %. De même, une répétabilité satisfaisante < 10% a été 

obtenue pour l’ensemble du protocole d’analyse. Enfin, ce dispositif a été appliqué pour la 

préconcentration/séparation en ligne de l’OTA présente dans du vin et de la bière à des concentrations 

de quelques ppb avec un temps d’analyse total toujours inférieur à 30 min. 

 

En conclusion les deux voies de photofonctionnalisation explorées ont répondu à nos objectifs en 

termes de rapidité, d’efficacité, de polyvalence et de localisation dans une zone délimitée. De même 

leur potentiel respectif pour la préparation des colonnes multimodales a clairement été démontré.  

A court terme, les essais de préconcentration/dérivation/séparation en ligne de la Met et Leu-

enkephaline doivent être finalisés à l’aide d’une étude complémentaire utilisant une détection par 

spectrométrie de masse. D’autres applications combinant des zones de chimie différentes vont être 

explorées notamment celle permettant le fractionnement de digestat de protéines en mode d’échange 

d’ions, suivi d’une séparation en phase inverse. Si l’intérêt d’un tel couplage en ligne a d’ores et déjà 

été démontré avec des colonnes courtes et remplies de particules, il devrait prendre tout son sens en 

augmentant la capacité de pics de la seconde dimension par le biais de l’allongement de la zone de 

séparation en phase inverse, rendue possible par la perméabilité des monolithes. De plus, une 

stratégie 3D MudPit (combinant une première zone de phase inverse C18 pour le dessalage des 

échantillons, suivie des deux zones d’échange d’ions pour le fractionnement et de phase inverse pour 

la séparation) devient facilement envisageable compte tenu de la localisation de la 

photofonctionnalisation.  

A moyen terme, l’approche du photografting ayant été validée, et les couples de fonctions 

photoactivables identifiés avec leurs avantages et inconvénients respectifs, il convient maintenant de 

développer un, voire des monolithes hybrides possédant directement à leur surface les fonctions 

polymérisables et/ou activables photochimiquement. Cet objectif pourra être atteint en développant 

une synthèse de type « one-pot process » d’un monolithe de silice hybride générique qui permettra 

de s’affranchir de l’étape de préfonctionnalisation utilisée au cours de ce travail.  
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ANNEXES 
 

 
 
Annexe 1 : Préparation d’une solution de Met dérivée 

 
Une solution de Met dérivée à 1 μM est préparée en ajoutant : 
 

- 250 μL d’une solution de NDA à 2,9 mM dans un mélange 50/50 (ACN/eau) 
- 50 μL de tampon phosphate 100 mM pH 7,2   
- 50 μL de NaCN à 43 mM dans l’eau  
- 100 μL de Met-Enk à 0,5 mg/mL dans l’eau.  

 
La solution est ensuite placée dans l’obscurité pendant 15 min afin d’assurer la dérivation complète 

de la Met. La solution est ensuite diluée pour obtenir la concentration souhaitée.  
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Annexe 2 : Optimisation des conditions d’analyse de la Met dérivée en CZE 

 

Afin d’optimiser les conditions d’analyse de la Met dérivée en CZE, plusieurs paramètres ont été 

étudiés : conditions de séparation, linéarité du signal de fluorescence en fonction de la concentration 

et temps maximal d’injection. 

 Conditions de séparation CZE de la Met dérivée 

Afin de s’assurer de la détection et de la séparation de la Met dérivée (du FEO) en tube vide, une 

solution de Met préalablement dérivée (Annexe 1) est préparée, diluée 200 fois dans l’eau puis 

injectée en CZE. Les paramètres opératoires (nature et pH du tampon, tension) ont été optimisés de 

façon à séparer la Met dérivée du flux électroosmotique. L’électrophorégramme obtenu après 

optimisation est présenté Figure 53. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53: Analyse CZE de la Met préalablement dérivée à 5 nM. Tampon de séparation : Phosphate 
sodium 22,5 mM pH 7 avec 10% d’ACN. Tension +15 kV. Longueur totale du capillaire = 30 cm. Longueur 
Injection-Détection = 20 cm. Injection 0,1 psi 15 sec. Détection LIF ( ex = 410 nm). 

 

 Linéarité de fluorescence 

La linéarité de la réponse de fluorescence en CZE est un paramètre clé à vérifier puisqu’il nous 

permettra de conclure sur la qualité de la dérivation sur support et de quantifier les résultats. Pour ce, 

un volume constant de Met préalablement dérivée en solution (Annexe 1) est injecté à différentes 

concentrations dans les conditions d’analyse optimisées précédemment en CZE. La Figure 54 

représentant l’aire du pic de Met dérivée en fonction de la concentration en Met dérivée, met en 

évidence la linéarité de la réponse de fluorescence pour des concentrations variant de 0,1 à 14,3 μg/mL 

et ce jusqu’à des hauteurs de pics de 180 RFU.  

 

μep Met dérivée = 9.10-5 cm2/V/s 

μeo = 3,4 .10-4 cm2/V/s 
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Figure 54: Aire du pic de Met dérivée en fonction de la concentration en Met dérivée. Tampon de 
séparation : Phosphate sodium 22,5 mM pH 7 avec 10% d’ACN. Tension +15 kV. Longueur totale du 
capillaire = 30 cm. Longueur Injection-Détection = 20 cm. Injection fixe à 0,1 psi 10 sec. Dilutions des 
solutions dans 50/50 MeOH/eau. Détection LIF ( ex = 410 nm). 

 

 Injection maximale en CZE 

Afin d’augmenter le rapport signal/bruit du pic de Met dérivée, il est possible d’augmenter le volume 

d’injection en CZE (par le biais de la durée d’injection). Cependant, le volume injecté génère de la 

dispersion externe et au-delà d’un certain volume, l’élargissement du pic associé est non négligeable 

par rapport à la dispersion liée à la séparation. Le cas échéant, cet élargissement se fait au détriment 

de la hauteur des pics et le gain en hauteur de signal (conditionnant le rapport signal/bruit), n’est 

plus proportionnel à l’augmentation du volume injecté. Ce paramètre a donc été étudié en injectant 

à 0,1 psi pendant différents temps, une solution de Met préalablement dérivée à 100 ng/mL. Les 

hauteurs de pic obtenues en fonction du temps d’injection sont présentées Figure 55. 

 

Figure 55: Etude du temps maximal d'injection en CZE à 0,1 psi. Solution de Met dérivée à 100 ng/mL dans 
50/50 MeOH/eau. Tampon de séparation : Phosphate sodium 22,5 mM pH 7 avec 10% d’ACN. Tension 
+15 kV. Longueur totale du capillaire = 30 cm. Longueur Injection-Détection = 20 cm. Détection LIF ( ex = 
410 nm). 
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La courbe obtenue présente une première partie linéaire, pour laquelle le signal augmente de façon 

proportionnelle au volume injecté, puis atteint un palier à environ 15 secondes d’injection (25 nL 

injectés).  

D’après la courbe, une injection de plus de 15 secondes à 0,1 psi ne permet plus d’augmenter la 

hauteur du pic. Une injection maximale de 0,1 psi 15 secondes a donc été choisie.  
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Annexe 3 : Préparation d’une colonne multimodale avec photo-greffage 
orienté de fragments d’anticorps 
 

Cette annexe présente les essais réalisés pour la préparation d’une colonne multimodale avec photo-

greffage orienté de fragments d’anticorps. L’objectif est de fragmenter spécifiquement les anticorps 

au niveau de leur pont disulfure central afin de pouvoir greffer les fragments d’anticorps « LH » par 

photo-click, via leur fonction thiol, sur le support monolithique pré fonctionnalisé avec des fonctions 

alcènes (Figure 56).  

 
Figure 56: Présentation des différentes étapes de préparation du support d’immunoaffinité. 

 

La première partie est consacrée à la préparation des anticorps (fragmentation, purification, étude de 

stabilité) et au greffage des fragments sur le monolithe de silice. 

 

I. Optimisation des conditions de préparation et de greffage des anticorps avec des IgG non 

spécifiques de lapin 

Pour des raisons de coût, toute l’optimisation de préparation et de greffage des anticorps a été réalisée 

en utilisant des IgG non spécifiques de lapin, bien moins onéreux. Une fois le protocole validé, l’objectif 

est de le transposer et de vérifier son efficacité sur des anticorps spécifiques anti-OTA. 

I.1. Préparation des anticorps pour le greffage 

i. Fragmentation des anticorps 

Le greffage par « thiol-ene photoclick chemistry » implique la réaction d’un thiol avec un vinyle. Un 

monolithe de silice pré-fonctionnalisé vinyle sera utilisé comme support chromatographique tandis 

que les fonctions thiols seront apportées par les anticorps après réduction sélective de leur pont 

Fragment LH  
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disulfure central. En effet, la réduction du pont disulfure central permet de garder intacts les sites de 

reconnaissance qui assurent l’activité des fragments d’anticorps. Parmi les nombreux modes de 

fragmentation existants, la fragmentation par la cystéamine conduit aux fragments rIgG répondant 

spécifiquement à ces critères (Figure 57). Chaque fragment possède un site de reconnaissance (un 

paratope) et pourra se lier avec une molécule cible (rapport Paratope/Cible = 1/1). 

 
Figure 57: Réaction de fragmentation des anticorps par la cystéamine 

 

Caractérisation de la fragmentation par Electrophorèse Capillaire sur Gel (CGE) : 
 

La nature des fragments obtenus après fragmentation est vérifiée en analysant la solution de 

fragmentation par Electrophorèse Capillaire sur Gel (CGE), qui permet de séparer rapidement les 

protéines en fonction de leur taille, reliée à leur poids moléculaire. La CGE permet, par rapport à 

l’électrophorèse sur gel au format classique, de travailler sur de faibles volumes d’échantillon et, pour 

une sensibilité comparable, de réduire les temps d’analyse. La méthode est basée sur la dénaturation 

et la complexation des protéines par le laurylsulfate de sodium (ou SDS pour Sodium Dodécyl Sulfate), 

tensioactif chargé négativement, qui se lie aux protéines selon un ratio constant (environ 1 molécule 

de SDS pour 2 acides aminés). Cette complexation confère à toutes les protéines un rapport 

(taille/charge) constant. La migration sous champ électrique et en présence d’un gel (jouant le rôle de 

tamis) permet ainsi la séparation des protéines uniquement en fonction de leur poids moléculaire (les 

protéines ayant un poids moléculaire plus faible (taille plus petite) migreront plus rapidement). 

Afin de pouvoir déterminer la masse des fragments, un échantillon contenant des standards de taille 

(8 protéines de 10 000 à 250 000 Da) est d’abord analysé par CGE (Détails dans le Protocole 1). Cette 

analyse permet d’obtenir un électrophorégramme présentant 8 pics (Figure 59) compris entre 3 et 8 

minutes. Les temps de migration permettent de calculer la mobilité apparente pour chaque marqueur 

de taille grâce à la formule suivante :  avec l la longueur injection-

détection, L la longueur totale du capillaire, V la tension appliquée et t le temps de migration. Une 

courbe de calibration est obtenue en traçant la masse de la protéine (en Dalton) en fonction de 

l’inverse de la mobilité (Figure 58). L’équation de la courbe polynomiale permet ensuite de donner une 

approximation de la taille de fragments inconnus à partir de leur temps de migration. 

 

2 Fragments LH  
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Figure 58: Courbe de calibration CGE obtenue à partir des standards de taille 

Conditions d’analyse CGE : l=8,5 cm, L=33 cm, U=+25kV, Injection : SI (+5kV, 5 sec), Standards (+5 kV, 45 sec), = 254 nm 
Préparation de la solution pour l’analyse CGE : 10μL de standards de taille (kit Beckman), 85μL SDS (1%), 2μL SI ,5μL 
Cystéamine, chauffés 3 min à 100°C 

 

Pour s’assurer de la cohérence de l’analyse par CGE, une solution d’anticorps de lapin totalement 

fragmentés au Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) est également préparée. Seuls les fragments L et 

H sont obtenus au cours de cette fragmentation. Ainsi, l’analyse par CGE de cette solution permettra 

de vérifier si l’on obtient bien deux pics correspondant à des fragments d’environ 25 kDa (pour les 

fragments L) et 50 kDa (pour les fragments H). Un standard interne (SI) de 14 kDa est injecté à chaque 

analyse pour vérifier que les temps de migration ne varient pas au cours du temps. Les différents 

électrophorégrammes présentés Figure 59 mettent en évidence la présence d’un seul pic de taille 

comprise entre 150 kDa et 225 kDa pour l’analyse de l’anticorps entier et de deux pics d’environ 21 kD 

et 52 kD dans le cas de la fragmentation au TCEP. 
 

 
Figure 59: Electrophorégrammes (obtenus par CGE) des standards de taille, de l’anticorps entier et de la 

solution d’anticorps fragmentés au TCEP 
Conditions de la fragmentation au TCEP : 8,4 mg d’IgG lapin + 8 mg de TCEP dans 1 mL d’eau, chauffé 15 minutes à 70°C 
Conditions d’analyse CGE : l=8,5 cm, L=33 cm, U=+25kV, Injection : SI (+5kV, 5 sec), Echantillon (+5 kV, 45 sec), = 254 nm 
Préparation des solutions pour l’analyse CGE : 
Courbe rouge: 10μL de standards de taille (kit beckman), 85μL SDS (1%), 2μL SI ,5μL Cystéamine, chauffés 3 min à 100°C 
Courbe bleue : 10μL de solution d’IgG lapin (3,8mg/mL), 90μL SDS (1%) chauffés 3 min à 100°C 
Courbe orange : 10μL de solution d’IgG lapin fragmentés au TCEP (3,8mg/mL), 90μL SDS (1%), chauffés 3 min à 100°C 
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Les anticorps non spécifiques de lapin ont ensuite été fragmentés à la cystéamine en suivant le 

protocole décrit par le fournisseur Thermo Scientific [1] qui préconise d’ajouter de la cystéamine dans 

1 mL d’une solution d’anticorps en proportions massiques 10/6 (Anticorps/Cystéamine) et d’agiter 90 

minutes à 37°C.  

 

L’électrophorégramme obtenu dans ces conditions ([IgG] = 3,9 mg/mL, fragmentation 90 min à 37°C, 

rapport massique Anticorps/Cystéamine de 10/6) présente un pic majoritaire au temps de migration 

de l’anticorps entier et met en évidence l’apparition d’un second pic minoritaire correspondant au 

fragment d’intérêt rIgG (ou LH). Par conséquent, les conditions « standard » du protocole ne réduisent 

que très partiellement les anticorps. Pour que la réaction soit plus complète, les conditions 

expérimentales « standard » ont été modifiées en augmentant d’une part la température (à 40°C) et 

d’autre part le temps de réaction (à 2h). L’électrophorégramme obtenu après fragmentation dans les 

nouvelles conditions met en évidence la disparition du pic de l’anticorps entier et l’apparition du pic 

majoritaire des fragments LH (taille calculée d’environ 81 kDa). Cependant, la présence en minorité de 

pics correspondants aux fragments L et H, montre un début de fragmentation partielle des fragments 

LH. Des conditions plus fortes de fragmentation ne peuvent donc être envisagées. 

 

Par conséquent, la suite des essais a été réalisée avec ces nouvelles conditions de fragmentation qui 

conduisent à une réduction totale des anticorps de départ, tout en limitant la production des 

fragments L et H.  

 
ii. Purification des fragments rIgG  

 

A l’issue de la fragmentation, une étape de purification est nécessaire afin d’éliminer l’excès de 

cystéamine qui contient également une fonction thiol et qui pourrait par conséquent se greffer au 

support au détriment des fragments d’anticorps. Cette purification est réalisée par chromatographie 

d’exclusion stérique sur des colonnes commerciales dites de « dessalage ». Le protocole consiste à 

déposer 1 mL de la solution d’anticorps fragmentés dans la colonne remplie de résine. L’élution se fait 

ensuite par centrifugation à 4700 tours/min pendant 2 min. Les petites molécules telles que la 

cystéamine pénètrent dans les pores de la résine alors que les grosses molécules telles que les 

fragments d’anticorps sont exclues (seuil > 7000 Da) et donc éluées dès la première fraction d’élution. 

Les fractions suivantes sont obtenues par rinçages successifs de la colonne avec 2,5 mL d’un tampon 

phosphate (Na2HPO4 71 mM + NaCl 150 mM + EDTA 5 mM). Chaque élution est réalisée à 4700 

tours/min pendant 2 min. 
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Afin de déterminer le rendement et la pureté des fragments récupérés en solution après purification, 

des mesures d’absorbances à 280 nm (longueur d’onde d’absorption spécifique de la liaison peptidique 

des protéines) et un test colorimétrique spécifique des fonctions thiol (test d’Ellman [2]) ont été 

réalisés avant et après l’étape de dessalage. Le test d’Ellman consiste à introduire le réactif d’Ellman 

(5,5'-dithio-bis-[2-nitrobenzoic acid] ou DTNB) incolore dans les différentes fractions d’élution. En 

présence de thiols libres en solution, le réactif d’Ellman réagit avec les thiols pour former un produit 

coloré jaune (le 2-nitro-5-thiobenzoic acid ou TNB) dosé à 412 nm (Figure 60).  

 

 

 
Réactif d’ELLMAN 

Dithionitrobenzoate (DTNB) 
Absorbe à 325 nm 

Produit de réaction 
Thionitrobenzoate (TNB) 
Jaune, absorbe à 412 nm 

 

Figure 60: Principe de la réaction d’Ellman. 

La quantification en thiol de chaque fraction est obtenue à l’aide d’une droite d’étalonnage (Détails 

dans le Protocole 2). La Figure 61 représente l’évolution de l’absorbance à 280 nm et de la quantité 

de thiols présente dans les 3 premières fractions d’élution. 
 

 

Figure 61: Concentrations en thiols et mesures d’absorbances à 280 nm des fractions après purification d’une 
solution d’anticorps fragmentés à la cystéamine (C=1,5mg/mL et V=1mL). 

Conditions de la fragmentation à la cystéamine : 2h, 40°C avec proportion massique Anticorps/Cystéamine de 10/6 

 

L’absorbance à 280 nm proche de 0,2 pour la première fraction chute d’un facteur supérieur à 10 dans 

la fraction suivante et est négligeable dans la troisième fraction récupérée. A l’inverse, la quantité de 
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thiols libres en solution est très faible dans la première fraction et augmente fortement dans les 

fractions suivantes. Ces résultats montrent que la majorité des anticorps fragmentés se trouve dans la 

fraction 1 (forte absorption à 280 nm) alors que l’excès de cystéamine est récupéré dans les fractions 

suivantes (forte concentration en thiol).  

La comparaison des absorbances à 280 nm de la solution d’anticorps fragmentés avant et après 

purification  permet de calculer un taux de récupération de l’ordre de 88% dans la première fraction à 

l’issue de la purification. Seule la première fraction sera conservée pour la suite des essais. 

 
La stabilité des solutions de fragments rIgG obtenus a ensuite été étudiée. En effet, alors que l’étape 

de greffage ne requiert que quelques microlitres de solution d’anticorps fragmentés, ces étapes de 

réduction et de purification sont réalisées, pour des raisons pratiques, sur des volumes supérieurs à 

500 μL, qu’il serait souhaitable de pouvoir conserver (pour des raisons économiques liées au coût des 

anticorps). 

Afin de vérifier la stabilité de la solution d’anticorps fragmentés à la cystéamine, un aliquot est analysé 

à intervalle de temps régulier, par CGE, pour vérifier la nature des fragments. Quelques 

électrophorégrammes sont présentés Figure 62. 

 

 

Figure 62: Etude de la stabilité des anticorps fragmentés en solution dans le temps 
Solution purifiée d’anticorps fragmentés à la cystéamine (C=3,9mg/mL) analysée le jour de la fragmentation, 15 

jours et 30 jours après. 
Conditions d’analyse CGE : l=8,5 cm, L=33 cm, U=+25kV, Injection : SI (+5kV, 5sec), Echantillon (+5 kV, 45 sec), = 254 nm 
Conditions de la fragmentation à la cystéamine : 2h, 40°C avec proportion massique Anticorps/Cystéamine de 10/6 

 

D’après les résultats présentés Figure 62, les anticorps fragmentés et purifiés peuvent être conservés 

à -18°C pendant une durée maximale d’un mois. Au-delà de cette durée, l’analyse par CGE montre une 
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recombinaison partielle des deux fragments rIgG (ou LH) ainsi qu’une augmentation des signaux des 

fragments L et H, traduisant une dégradation partielle des fragments LH. 

 

I.2. Greffage orienté des fragments d’anticorps par photo-click chemistry 

L’utilisation de la photo-click chemistry devrait permettre le greffage orienté des fragments rIgG via 

leur fonction thiol centrale. Les différentes étapes de préparation du support d’immunoaffinité sont 

présentées Figure 56. Bien que la photo-click ait été préalablement optimisée pour des petites 

molécules chimiques (Résultats présentés dans le chapitre 2), il est nécessaire de réétudier les 

conditions du photogreffage en raison de certaines spécificités : la taille importante des anticorps 

réduits, les faibles concentrations des solutions d’anticorps disponibles et la nécessité de travailler 

dans un milieu aqueux non dénaturant qui impose d’utiliser un initiateur photochimique soluble dans 

l’eau.  

Pour chaque condition étudiée, l’efficacité du greffage a été évaluée par la méthode au bleu de 

Coomassie (CBB). Cette technique, adaptée du test de Bradford, permet d’évaluer le nombre total  de 

fonctions amines greffées sur le support et d’en déduire ensuite la quantité de protéine 

correspondante. Elle peut être extrapolée pour la quantification des anticorps greffés sur le monolithe,  

sachant qu’un anticorps contient en moyenne 140 fonctions amines réparties sur les différents acides 

aminés soit environ 70 fonctions amines par fragment rIgG. 

La méthode au bleu de Coomassie se décompose en trois étapes (Figure 63, Détails dans le Protocole 

3) : 

- 1ère étape : Les amines greffées sur le support solide sont protonées à l’aide d’un tampon acide, 

appelé T1. 
 

- 2ème étape : Le bleu de Coomassie, solubilisé en milieu acide, est ajouté en excès afin de former 

des liaisons non covalentes entre les groupes SO3
- et les amines protonées par interactions 

électrostatiques et hydrophobes. 
 

- 3ème étape : Une fois l’excès de bleu éliminé par lavage en condition acide, les amines sont 

déprotonées par passage en milieu basique en présence de méthanol (tampon de décoloration 

T2), détruisant ainsi les interactions électrostatiques et hydrophobes. La quantité de bleu 

piégée par les fonctions amines est alors libérée dans la solution et sa concentration peut être  

mesurée par absorbance. Il est ensuite possible de quantifier le nombre d’amines greffées sur 

le support (il a été démontré qu’une fonction amine piège une molécule de bleu). 
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Figure 63: Méthode de dosage au bleu de Coomassie d’amines greffées sur support solide. 

 

La quantification du nombre d’anticorps greffés sur support est réalisée en modifiant légèrement la 

méthode classique de coloration/décoloration au bleu de Coomassie présentée précédemment. Des 

courbes de percée sont réalisées en percolant en continu la solution de CBB sur une colonne 

monolithique de silice greffée avec les fragments d’anticorps (Figure 64). La quantité de CBB fixée est 

déterminée à partir du volume de CBB nécessaire pour saturer la colonne. Ce volume de CBB est calculé 

en comparant l’écart de temps entre le temps mort et le temps de détection du signal de bleu. La 

préparation des différentes solutions utilisées pour la méthode CBB est détaillée ci-dessous. 

 

Le transfert de la méthode CBB sur support de silice a nécessité une optimisation des conditions. En 

effet, il est indispensable dans ce cas d’éliminer l’adsorption non spécifique du CBB sur le support. 

Ainsi, différents pourcentages de solvant, méthanol et/ou acétonitrile, ont été ajoutés à la solution de 

CBB de façon à éliminer l’adsorption non spécifique sur le monolithe vinyle (sans anticorps), tout en 

évitant de dégrader les interactions spécifiques. Après optimisation des conditions de percolation du 

CBB (30 % acétonitrile et 7 % méthanol), le signal obtenu en percolant le CBB sur un monolithe vinyle 

est observé au temps mort (tm), ce qui montre qu’il n’y a plus d’interactions non spécifiques sur le 

support non greffé. A l’inverse, sur une colonne monolithique photogreffée avec des fragments 

d’anticorps, la détection du signal lié au CBB est bien différée par rapport au temps mort et démontre 

la présence d’anticorps greffés. Cette différence de temps (et par conséquent de volume DV) entre le 

temps mort et l’augmentation de l’absorbance liée à la détection du CBB  (temps à mi-hauteur du 

palier) permet de calculer la quantité de CBB fixée et donc le nombre de fonctions amines greffées sur 

le monolithe et de remonter à la quantité de fragments greffés.  
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Figure 64: Représentation schématique du protocole de dosage des fonctions amines (anticorps) par coloration 
au CBB. 

 
La quantité de CBB adsorbée est calculée à partir de la formule ci-dessous : 

 

Avec  et [c]CBB : concentration de la solution de 

CBB. 

 

Une fois les colonnes capillaires monolithiques greffées avec les fragments d’anticorps, 2 cm sont 

coupés et raccordés à des capillaires vides pour réaliser la mesure au CBB (contraintes liées à 

l’appareillage). Le schéma du montage est présenté Figure 65. 
 

 
Figure 65: Représentation schématique du montage réalisé pour la mesure au CBB de colonnes capillaires 

monolithiques greffées avec des fragments d’anticorps. 
 

Cette méthode peut être extrapolée pour la quantification des anticorps greffés sur les monolithes, 

sachant qu’un anticorps contient en moyenne 140 fonctions amines réparties sur les différents acides 

aminés soit environ 70 fonctions amines par fragment rIgG. Elle présente néanmoins l’inconvénient de 

dénaturer les anticorps, rendant les supports inutilisables pour des études ultérieures de 
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reconnaissance antigène – anticorps (d’où l’intérêt d’utiliser des anticorps non spécifiques de lapins 

moins coûteux pour les essais préliminaires). 
 

Un premier criblage des conditions de photogreffage a été réalisé avec des anticorps totalement 

réduits au TCEP pour des raisons pratiques. Premièrement, cette réduction totale ne nécessite pas 

d’étape de purification avant photogreffage et deuxièmement, elle permet d’obtenir une quantité de 

fonctions thiols plus importante (obtention des fragments L et H uniquement, tous deux présentant 

une fonction thiol). Une fois les conditions ciblées, les essais de greffage ont été réalisés sur des 

anticorps de lapin réduits à la cystéamine. 
 
 

EEtude de la réaction de photogreffage d’anticorps de lapin réduits au TCEP 
 

Une des spécificités de l’immobilisation de molécules biologiques (comme les anticorps) concerne leur 

faible concentration dans les solutions de greffage, de l’ordre du mg/mL (ou μM), nettement inférieure 

aux concentrations utilisées (0,2 à 1M) pour le photogreffage en mode statique de petites molécules. 

Pour compenser cette faible concentration, un greffage en mode dynamique (percolation en continu 

de la solution d’anticorps fragmentés dans le capillaire pendant l’irradiation) a été envisagé (Détails 

dans le Protocole 4). 
 

Les premiers tests de photogreffage ont porté sur l’influence du temps d’irradiation. La Figure 66 

représente l’évolution de la quantité de CBB mesurée après différents temps de photogreffage. Ces 

tests ont été réalisés en dynamique, c'est-à-dire en percolant en continu (Vitesse d’environ 0,1 cm/s) 

une solution d’anticorps totalement fragmentés au TCEP à environ 8,4 mg/mL.  

 

 
Figure 66: Evolution du signal de CBB mesuré sur des capillaires monolithiques de 2 cm 
photogreffés avec une solution d’anticorps totalement fragmentés à 8,4 mg/mL en fonction du 
temps de percolation /irradiation. 

 

Conditions de la fragmentation au TCEP : 8,4 mg d’IgG + 8 mg de TCEP dans 1 mL d’eau, chauffés 15 minutes à 70°C 
Percolation des solutions T1, CBB et T3 à 0,2 cm/s, n=4 répétitions pour chaque point 
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La quantité de CBB fixée/cm de monolithe augmente de façon régulière avec le temps de 

percolation/irradiation). Les valeurs obtenues pour des temps de percolation/irradiation de 5 à 30 min 

témoignent de l’efficacité du greffage malgré les faibles concentrations utilisées. Un palier d’environ 

300 ng de CBB adsorbés par centimètre de monolithe est atteint pour une percolation/irradiation 

d’environ 15 min. Il n’est donc pas nécessaire de greffer (en dynamique) plus de 15 minutes pour 

atteindre le taux maximum de greffage avec une concentration initiale en anticorps de 8,4 mg/mL.  

 

Afin de vérifier si la concentration en anticorps est un facteur limitant, la solution d’anticorps 

fragmentés utilisée précédemment (8,4 mg/mL) a été diluée par 10. Les résultats obtenus grâce à la 

méthode au CBB sont comparables à l’issue de 15 minutes d’irradiation (263 ng CBB/cm de monolithe). 

 

Ce point est important pour la suite des essais car les solutions d’anticorps spécifiques anti-OTA qui 

seront utilisées pour le couplage en ligne seront préférentiellement à des concentrations < 1 mg/mL. 

Les conditions de greffage déterminées sur des anticorps totalement réduits au TCEP ont ensuite été 

transposées à des anticorps réduits à la cystéamine (fragments rIgG). 

 

EEtude de la réaction de photogreffage des anticorps de lapin réduits à la cystéamine  
 

Les premiers tests de greffage d’anticorps fragmentés au TCEP ont permis de valider que la réaction 

de photo-click permettait de fixer des fragments à partir d’une solution diluée et ce en peu de temps 

(15 min en greffage dynamique). Cependant, les conditions déterminées précédemment doivent être 

vérifiées/adaptées pour les fragments rIgG d’intérêt. 

 

Influence du temps de greffage 
 

Le greffage en mode dynamique des anticorps fragmentés à la cystéamine a révélé des problèmes 

récurrents de bouchage des capillaires qui n’étaient pas apparus avec les anticorps fragmentés au 

TCEP. Le volume de solution d’anticorps percolé est alors faussé et varie d’une percolation à l’autre. 

Le greffage en mode dynamique a été remplacé par un greffage dit « séquentiel » qui consiste à remplir 

la colonne avec la solution d’anticorps, fermer les extrémités et irradier la colonne pendant 10 minutes 

(Détails dans le Protocole 4). L’opération est ensuite répétée plusieurs fois avec à chaque fois 

renouvellement de la solution d’anticorps dans la colonne. Par exemple, un greffage de 30 min 

correspond en réalité à 3 greffages séquentiels successifs de 10 min. 
 

Il a été vérifié qu’une quantité maximale de CBB de l’ordre de 500 ng/cm (correspondant à une 

quantité maximale de paratopes de 8,4 pmol/cm dans le cas d’une fragmentation 100% spécifique) est 



164 
 

atteinte à partir de trois greffages séquentiels successifs (3×10 minutes) (Concentration en anticorps 

fragmentés dans la solution de greffage de 3,6 mg/mL).  
 

Pour confirmer la nature covalente du greffage, deux capillaires ont été photogreffés de façon similaire 

(3×10 min) à l’exception de la présence/absence du photoinitiateur dans la solution d’anticorps 

fragmentés. Les colonnes photogreffées ont ensuite été lavées 2 heures au SDS (1%) à 80°C puis 2 

heures à l’eau de façon à discriminer les fragments adsorbés des fragments fixés de façon covalente. 

Dans le cas du capillaire exposé aux anticorps en absence initiateur, la quantité de CBB fixée par le 

monolithe après lavage au SDS est comparable à celle du blanc. Dans le cas du greffage avec initiateur, 

la quantité de CBB retenue par le monolithe reste équivalente avant et après lavage au SDS, ce qui 

confirme la covalence du greffage. 
 

Tous les essais réalisés jusqu’alors sur des anticorps non spécifiques de lapins ont dû être ensuite 

transposés aux anticorps spécifiques anti-OTA en vue de l’analyse en ligne de l’OTA. 

 

II. Adaptation du protocole de préparation et greffage des anticorps sur des IgG spécifiques 

anti-OTA 

 

II.1. Vérification de la fragmentation par CGE 

 

Dans un premier temps, la fragmentation des anticorps anti-OTA par la cystéamine a été réalisée dans 

les conditions préalablement optimisées avec les anticorps de lapin (2h à 40°C avec un rapport 

massique Anticorps/Cystéamine 10/6). Cependant, à l’issue de cette fragmentation, l’analyse par CGE 

de la solution d’anticorps fragmentés a mis en évidence la présence d’un pic unique d’anticorps entier 

« IgG » (Figure 67, courbe orange). Le protocole de fragmentation semble donc anticorps-dépendant. 

Une modification du rapport massique Anti-OTA/Cystéamine a conduit aux électrophorégrammes 

présentés Figure 67. 
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Figure 67: Electrophorégrammes de solutions d’Anti-OTA fragmentés à la cystéamine avec différentes 

proportions massiques Anticorps/Cystéamine. 
Conditions d’analyse CGE : l=8,5 cm, L=33 cm, U=+15kV, Injection : SI (+5kV, 5 sec), Echantillon (+5 kV, 45 sec), = 254 nm 
Conditions de la fragmentation à la cystéamine : 2h, 40°C avec différentes proportions massiques Anti-OTA/ Cystéamine 
Préparation des solutions pour l’analyse CGE : 10μL de solution d’Anti-Ota fragmentés à la cystéamine (750 μg/mL), 90μL 
SDS (1%), chauffés 3 min à 100°C 
 

L’utilisation d’un rapport massique Anticorps/Cystéamine de 10/12 semble le plus adapté pour obtenir 

le plus de fragments LH d’intérêt (Figure 67, courbe jaune). Cependant, contrairement à la 

fragmentation des anticorps non spécifiques de lapin, la fragmentation obtenue sur les anticorps anti-

OTA est loin d’être aussi spécifique, puisque de nombreux pics associés aux autres fragments sont 

visibles sur l’électrophorégramme (HH, LHH…). De plus, la présence des fragments L et H en 

proportions non négligeables (au vu des intensités sur l’électrophorégramme) représente un problème 

potentiel pour le greffage ultérieur sur support. En effet, ces fragments pourront se greffer au 

détriment des fragments LH alors qu’ils ne permettent pas la reconnaissance de l’OTA. 

 

Pour la suite des essais, les solutions d’anti-OTA fragmentés ont été purifiées selon le protocole 

présenté partie I.1.ii. 

 

II.2. Taux d’activité dans la solution d’Anti-OTA fragmentés à la cystéamine 
 

Dans le cadre du développement de supports d’immunoaffinité, il est important de s’assurer de 

l’activité des anticorps/fragments d’anticorps qui sera synonyme d’une reconnaissance efficace avec 

l’antigène. La présence des fragments L et H, en quantité non négligeable (mais non quantifiée) 

LH 

LH 

H 

H

L 

L 

IgG 

IgG 

HH, LHH, IgG dénaturé 
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implique forcément une diminution de l’activité dans la solution puisque que leur formation conduit à 

la destruction d’un paratope.  
 

La technique de quantification des anticorps/fragments d’anticorps actifs repose sur l’utilisation des 

interactions anticorps-antigène. Ainsi, pour connaître le taux d’activité d’une solution 

d’anticorps/fragments d’anticorps, des solutions contenant des quantités relatives variables d’OTA et 

d’anticorps/fragments d’anticorps ont été préparées (qté OTA>qté de paratopes) et  analysées en CZE-

LIF. La quantité d’OTA libre (non fixée sur les sites de reconnaissance des anticorps ou des fragments) 

est  quantifiée en CZE-LIF. Elle permet de calculer  la quantité d’OTA fixée (quantité d’OTA introduite 

– quantité d’OTA libre) sur les anticorps et par suite d’évaluer le taux d’activité de la solution : 

 

Taux d’activité = 

                                                                                      × 100 

 

Conditions d’analyse CZE-LIF de l’OTA libre : 

L’analyse de l’OTA en électrophorèse capillaire nécessite l’utilisation d’un électrolyte de séparation 

basique de pH > pKas de l’OTA (4,4 et 7,1) afin que la molécule d’OTA soit chargée et puisse migrer 

sous champ électrique. L’électrolyte de séparation choisi est un tampon borate pH 9,3 à 10 mM. 

Les conditions d’analyse (injection, tension et détection) ont été optimisées de façon à séparer l’OTA 

du flux électroosmotique. Un exemple d’électrophorégramme est présenté Figure 68. 

 

 

Figure 68: Analyse CZE-LIF d’une solution d’OTA à 30μM. Electrolyte borate pH 9,3 à 10 mM, 
tension = +20kV, l = 35 cm, L=50 cm, Injection= 20 mbar 5 secondes, Détection LIF ( ex = 410 
nm), FEO = flux électroosmotique. 

FEO 

OTA2- 

Quantité de paratopes introduits (mol) 

Quantité d’OTA fixée (mol) 
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Evaluation du taux d’activité d’une solution d’anti-OTA fragmentés à la cystéamine : 
 

Une première série d’expériences réalisées sur anticorps entiers (avant fragmentation) a permis de 

montrer que le taux initial d’anticorps actifs était voisin de 100% (quantité d’OTA libre nulle quand on 

mélange en proportion équimolaire (Paratope/OTA) les anticorps Anti-OTA entiers avec l’OTA. 

Le taux d’activité de la solution d’anti-OTA fragmentés à la cystéamine a ensuite été évalué. Pour cela, 

deux solutions contenant les anticorps fragmentés et l’OTA en proportions molaires (Paratope/OTA) 

de 1/1 et 1/2 ont été préparées. Un taux d’activité d’environ 53 % a été déterminé pour les deux 

solutions étudiées. 

Ces résultats mettent en évidence une perte d’activité importante de la solution à l’issue de la  

fragmentation des anticorps qui n’est pas assez spécifique. Un greffage des supports avec ces 

fragments d’anticorps  conduira à une capacité de reconnaissance d’autant plus faible que la perte 

d’activité est importante.  

 

II.3. Evaluation du nombre total d’anticorps greffés par la méthode au bleu de 

Coomassie 

 

Les essais réalisés sur les anticorps de lapin réduits à la cystéamine ont montré qu’un greffage de 3×10 

min avec renouvellement de la solution (à 3,6 mg/mL) entre chaque irradiation permettait d’atteindre 

un palier en termes de quantités maximales d’anticorps greffés. Ces conditions ont ainsi été retenues 

pour le greffage des anticorps spécifiques anti-OTA fragmentés à la cystéamine. Les résultats de la 

méthode au bleu de Coomassie (réalisée dans les mêmes conditions que celles présentées partie I.2. 

de cette annexe) obtenus sur la colonne monolithique ainsi photogreffée ont montré que 390 +/- 30 

ng de CBB (n=3) sont capturés par centimètre de monolithe, ce qui correspondrait au maximum à (6,5 

+/- 0,5) pmol de paratopes/cm (dans le cas où seuls des fragments actifs rIgG seraient greffés). Cette 

valeur est probablement très surestimée dans la mesure où des fragments L ou H ne présentant pas 

de site de reconnaissance ont probablement été greffés. 

 

II.4. Conclusion 
 

Les différents essais réalisés sur les anticorps anti-OTA ont montré des différences significatives par 

rapport aux anticorps non spécifiques de lapin. Dans un premier temps, l’analyse par CGE a révélé la 

présence de nombreux fragments autres que les fragments LH d’intérêt. La fragmentation à la 

cystéamine ne semble donc pas aussi spécifique pour les anticorps anti-OTA que pour les anticorps de 

lapin pour lesquels le fragment LH était majoritaire. Ce type de fragmentation anticorps-dépendant 
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nécessiterait une optimisation plus poussée dans le cas des anticorps anti-OTA. La mesure du taux 

d’activité dans la solution d’anticorps fragmentés a confirmé la désactivation (destruction) de 

nombreux paratopes puisque seulement 53% d’activité résiduelle a été mesurée. Ceci peut s’avérer 

problématique lors du greffage des fragments sur le support monolithique car certains fragments 

secondaires inactifs (L ou H) sont susceptibles de se greffer à la place des fragments LH. La 

reconnaissance avec la molécule cible ne serait donc plus assurée ou dans une moindre mesure. 

 

III. Préconcentration/séparation en ligne de l’OTA 

 

La préconcentration/séparation en ligne de l’OTA a été réalisée dans une colonne capillaire (di = 75μm) 

présentant une partie monolithique (1,5 cm) photogreffée avec des fragments d’anti-OTA (obtenus 

après réduction à la cystéamine) couplée en ligne avec une étape de séparation électrocinétique en 

tube vide (31 cm).  
 

Les anticorps anti-OTA ont été fragmentés et greffés d’après les conditions déterminées dans les 

sections précédentes : 
 

- Fragmentation des anticorps anti-OTA par la cystéamine : 2h, 40°C, rapport massique 

Anticorps/Cystéamine 10/12  

- Greffage des fragments anti-OTA sur le monolithe : 3×10 min en greffage séquentiel. Solution 

de greffage : 50μL d’anticorps fragmentés à 3,6 mg/mL + 3μL de solution aqueuse d’AIBA à 110 

mg/mL. 

 

III.1 Protocole de préconcentration/séparation en ligne de l’OTA  
 

 

Les différentes étapes du protocole de préconcentration/élution de l’OTA sont présentées Figure 69 

[3]. Une solution aqueuse d’OTA est d’abord percolée dans la colonne pendant un temps déterminé. 

Une étape de rinçage est ensuite réalisée avec l’électrolyte de séparation afin de préconditionner le 

capillaire avant l’étape de séparation. Un créneau d’élution de la taille du monolithe et composé de 

100% de méthanol est ensuite injecté dans la colonne afin de rompre les interactions 

antigène/anticorps. Enfin, l’étape de séparation est réalisée électrocinétiquement en appliquant une 

tension de +20 kV aux bornes du capillaire. 
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Figure 69: Représentation schématique des différentes étapes de préconcentration/séparation en ligne de 

l’OTA. 
 

 

III.2. Résultats expérimentaux 
 

 

Les nombreux essais réalisés en ligne n’ont malheureusement pas permis de préconcentrer et séparer 

l’OTA comme attendu. Il est probable que le support d’immunoaffinité préparé à partir des fragments 

d’anti-OTA ne reconnaisse pas l’OTA ce qui pourrait s’expliquer par la diversité des fragments d’anti-

OTA obtenus après fragmentation à la cystéamine (près de 50% de sites détruits et de nombreux 

fragments thiolés sans paratope). En effet, les fragments de type L et H, produits au cours de la 

fragmentation par la cystéamine, ont pu se greffer sur le support au détriment des fragments LH, 

rendant le support faiblement voire totalement inactif. L’étude s’est arrêtée sur ces points par manque 

de temps, mais il serait intéressant de réoptimiser la fragmentation des anticorps anti-OTA de façon à 

obtenir spécifiquement les fragments LH d’intérêt comme cela a été possible pour les anticorps non 

spécifiques.  
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PROTOCOLES 
 

Protocole 1 : Méthode d’analyse par Electrophorèse Capillaire sur Gel (CGE) 

Préparation des différentes solutions : 

o Solution tampon SDS : 

Pour 100 mL de tampon: 1,22 g de Trizma Base + 1 g de SDS + 100 mL d’eau  
Le pH est ajusté à 9 avec une solution concentrée de HCl. 
 

o Etalon interne 14 kDa : 

6,8 mg de Lysozyme + 1 mL de tampon SDS 
 

- Préparation des échantillons : 

o Standards de taille: 
 

 10 μL de standards de taille (Kit Beckman) 
 + 85 μL de tampon SDS 
 + 2 μL de l’étalon interne 
 + 5 μL de Cystéamine 
 

o Etalon interne : 
 

 10 μL d’étalon interne 
 +85 μL de tampon SDS  
 +5 μL de Cystéamine 
 

o Echantillon à analyser: 
 

Cas d’une protéine non réduite Cas d’une protéine déjà réduite 
10 μL de la solution à analyser 10 μL de la solution à analyser 
5 μL de 2-Mercaptoéthanol 90 μL de Tampon SDS 
85 μL de tampon SDS 5 μL d’agent alkylant  IAM (40mg/ml) 

+ Chauffage 3 min dans un bain d’eau à 100°C. 
 

Conditions d’analyse : 

- Protocole de pré-conditionnement et nettoyage du capillaire: 
 

Rinçages 
 

Base 50 psi 10 min 
Acide 50 psi 5 min 
Eau 50 psi 2 min 
Gel SDS 40 psi 10 min 

Pré-conditionnement 15 kV Polarité 
Normale 

10 min Rampe de 5 min 

Chauffage 3 min dans 
un bain d’eau à 100°C 

Chauffage 3 min dans 
un bain d’eau à 100°C 
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- Conditions de séparation (l=8,5 cm, L = 33 cm) : 
 

Longueurs d’ondes 214  et 254 nm 
Mouillage 
 

Eau 0 min  
Eau 0 min  

Injection de l’étalon interne 5 kV 5 sec Polarité normale 
Injection de l’échantillon 5 kV 45 sec Polarité normale 
Séparation +15 à +25 kV 30 min Rampe de 1 min 
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Protocole 2 : Purification des anticorps fragmentés 

Protocole utilisé pour le test d’Ellman : 

- Solutions pour le test d’Ellman 

o Tampon pour test d’Ellman : 

Pour 250 mL de tampon: 2,99 g de Phosphate de Sodium (Na2HPO4) 0,1 M + 73 mg d’EDTA 1 mM, pH 
= 8 

o Solution d’Ellman : 

4,1 mg du réactif d’Ellman + 1 mL de tampon pour test d’Ellman 
 
 

- Préparation des standards 

7 solutions de concentrations connues en cystéine (molécule thiolée) sont d’abord préparées comme 

décrit ci-dessous : 

Standard Volume de Tampon Quantité de Cystéine [C] finale (mM) 
A 100 mL 18,2 mg 1,5 
B 5 mL 25 mL de Standard A 1,25 
C 10 mL 20 mL de Standard A 1,0 
D 15 mL 15 mL de Standard A 0,75 
E 20 mL 10 mL de Standard A 0,5 
F 25 mL 5 mL de Standard A 0,25 
G 30 mL - 0 

 
Les standards pour le test d’Ellman sont ensuite préparés en mélangeant 250 μL de chaque solution (A 

à G) avec 50 μL de solution d’Ellman et 2,5 mL de tampon pour test d’Ellman. L’absorbance à 412 nm 

de chaque standard est ensuite mesurée pour réaliser la droite d’étalonnage. 
 
 

- Droite d’étalonnage  
 

 

- Préparation de l’échantillon à analyser 
 

 

L’échantillon à analyser est préparé de la même façon que les standards en mélangeant 50 μL de 

solution d’Ellman, 2,5 mL de tampon pour test d’Ellman et 250 μL de l’échantillon.  

y = 1.292x + 0.024
R² = 0.992
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Protocole 3 : Méthode au bleu de Coomassie 

 
Préparation des solutions pour la méthode au CBB : 

- Solution acide T1 : 

Dans une fiole jaugée de 100 mL : 5 mL d’acide acétique glacial + 7 mL de méthanol + 30 mL 

d’acétonitrile. Eau qsp 100 mL. 

 

- Solution de bleu de Coomassie à 200 mg/L : 

Dans une fiole de 100 mL, 19,9 mg de CBB sont introduits auxquels sont ajoutés 5 mL d’acide acétique. 

Cette solution est placée dans un bain à ultrasons pendant 10 secondes. 7 mL de méthanol et 30 mL 

d’acétonitrile sont ensuite introduits dans la fiole puis la solution est placée une seconde fois dans un 

bain à ultrasons pendant 10 secondes. Eau qsp 100 mL. 

On place la solution dans un bain à ultrasons jusqu’à complète dissolution du CBB. 

 

- Solution basique T3 : 

Une solution de NH4OH 1M est préparée à partir d’une solution NH4OH à 25% de NH3 (d=0,901-0,910). 

Pour cela, 74,6 mL de NH4 25% sont introduits dans un litre d’eau. La solution T3 est obtenue en 

mélangeant 50% de NH4OH 1M et 50% de méthanol.  
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Protocole 4 : Greffage des anticorps fragmentés 

 
- Greffage dynamique : 

Le capillaire contenant le monolithe vinylisé est d’abord rincé avec un mélange 95:5 MeOH /Eau puis 

avec de l’eau. La solution de greffage contenant 50 μL d’anticorps fragmentés et 3 μL de solution 

d’AIBA (110mg/mL) est ensuite percolée dans la colonne placée sous irradiation. Le temps de 

percolation/irradiation est fixé selon l’essai. 

 
- Greffage séquentiel : 

Le capillaire contenant le monolithe vinylisé est d’abord rincé avec un mélange 95:5 MeOH /Eau puis 

avec de l’eau. Le capillaire est ensuite rempli avec la solution de greffage contenant 50 μL d’anticorps 

fragmentés et 3 μL de solution d’AIBA (110mg/mL) puis irradié pendant 10 minutes sous lampe UV. 

L’opération est répétée x fois selon le temps de greffage souhaité.  
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