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RESUME en frangais

Une des évolutions dans le domaine de I'analyse chimique concerne la miniaturisation des systemes d’analyse.
Cette tendance s’accompagne du développement de nouvelles approches expérimentales basées, par exemple,
sur I'intégration de plusieurs étapes analytiques, couplées en ligne en systeme miniaturisé. Cette intégration, en
ligne, d’étapes mettant en jeu des mécanismes de séparation différents et généralement orthogonaux, implique
cependant d’étre 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 synthese d’un monolithe de silice poreux « générique » dans des tubes
capillaires de quelques dizaines de microns de diametre interne et (2) la modification de surface localisée dans
le capillaire permettant d’apporter des propriétés de surface complémentaires. Dans le cadre de cette these,
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 contrélé (et non plus une
polymérisation). Un état de I'art de leur utilisation en sciences séparatives a été dressé pour chacun des
procédés, afin de guider le choix des stratégies de greffage. Aprés 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 a 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 contréle du greffage, a été étendue au greffage de biomolécules pour la
préparation de supports d'immunoaffinité. Ainsi, une colonne multimodale composée d’'une premiére zone
remplie de monolithe photogreffée avec des aptameéres et une deuxiéme zone vide a été préparée pour la
préconcentration/séparation électrocinétique en ligne de I’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 y-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.
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Principaux acronymes

ACN : Acétonitrile

AIBA : 2.2’-azobis(2-methylpropionamide)

AIBN : 2,2’-azobisisobutyronitrile

BME : Benzoinméthyléther

CBB : Bleu de Coomassie

CE : Electrophorése capillaire

CEC : Electrochromatographie capillaire

CGE : Electrophorese Capillaire sur Gel

CN": lons cyanure

Colonne ODM : Colonne greffée avec I'octadécylméthacrylate
Colonne ODS : Colonne greffée avec ’ODS-DEA

CZE : Electrophorese Capillaire de Zone

ESI : Source d’ionisation par électrospray

FEO : Flux électroosmotique

GC : Chromatographie Gazeuse

HILIC : Chromatographie liquide d’interactions hydrophiles
LIF : Fluorescence Induite par Laser

v-MAPS : 3-méthacryloxypropyltriméthoxysilane

MEB : Microscopie Electronique a Balayage

MeOH : Méthanol

MS : Spectrométrie de masse

MudPiT : Multidimensional Protein Identification Technology
Nano-LC : Nanochromatographie Liquide

NDA : Naphtaléne-2,3-dicarboxaldéhyde

ODS-DEA : Octadecyl-N,N-diéthylaminosilane

ODT : Octadécanethiol

OTA : Ochratoxine A



SAX : Chromatographie d’échange d’anions
SCX : Chromatographie d’échange de cations
SDS : Sodium Dodécyl Sulfate

SIP : Polymérisation initiée en surface

SPE : Extraction sur phase solide

TCEP : Tris(2-carboxyéthyl)phosphine

THF : Tétrahydrofurane

TOF : Spectrometre de masse a temps de vol

VTMS : Vinyltriméthoxysilane
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Introduction générale

Une des évolutions dans le domaine de I'analyse chimique concerne la miniaturisation des systemes
d’analyse. Cette tendance s’accompagne du développement de nouvelles approches expérimentales
basées, par exemple, sur I'intégration de plusieurs étapes analytiques, couplées en ligne en systeme
miniaturisé. Cette intégration en ligne, d’étapes mettant en jeu des mécanismes de séparation
différents et généralement orthogonaux, implique cependant d’étre 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
synthése d’un monolithe de silice poreux « générique » dans des tubes capillaire de quelques dizaines
de microns de diamétre interne et (2) la modification de surface localisée dans le capillaire permettant
d’apporter des propriétés de surface complémentaires. Dans le cadre de cette thése, 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 contrélé (et

non plus une polymérisation).

La premiere partie de ce manuscrit décrit, dans un contexte assez large, I'évolution des systémes
chromatographiques miniaturisés depuis une trentaine d’années. Cette étude sur I'ensemble des
systemes chromatographiques miniaturisés a permis de définir les stratégies utilisées pour ce travail
de thése 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 I’art de la fonctionnalisation de surface par des polyméres 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 paramétres a prendre en compte pour ce procédé.
La deuxiéme partie de ce chapitre démontre la polyvalence de ce mode de fonctionnalisation et
compléte I'étude sur la photopolymérisation initiée au laboratoire. Ainsi, la photopolymérisation de
monomeres 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 parametres (concentration en monomere et temps d’irradiation) ont été optimisés en

suivant I’évolution des propriétés chromatographiques (rétention/sélectivité et efficacité) a partir de



la séparation de nucléosides en mode HILIC. Le revétement acrylamide a ensuite été utilisé en
électrophorése capillaire pour la suppression du flux électroosmotique et la réduction des
phénomeénes d’adsorption. La stabilité du greffage a également été étudiée en milieu acide et basique.
La troisieme partie de ce chapitre présente une étude de faisabilité d’'un systeme 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 deuxiéme chapitre est dédié a la photofonctionnalisation par chimie « click ». La premiere
partie présentée sous forme d’une revue intitulée « Is click chemsitry attractive for separation
sciences ? » dresse un état de I’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 I'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 I’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 deuxiéme 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 fagcon a couvrir différents modes
chromatographiques : 'octadécanethiol pour la phase inverse, la cystéine pour le mode HILIC ou
encore le mercaptoéthanesulfonate de sodium pour I'échange d’ions. La deuxiéme partie de I'article
démontre l'intérét 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 premiere
zone remplie de monolithe photogreffée avec des aptaméres et une deuxiéme zone vide a été
préparée pour la préconcentration/séparation électrocinétique en ligne de I'Ochratoxine A (OTA). Les
résultats sont présentés dans I'article « In-line coupling of an aptamer based miniaturized monolithic
affinity preconcentration unit with capillary electrophoresis and Laser Induced Fluorescence

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

Un des champs d’investigation scientifique majeurs de ces derniéres décennies concerne la
miniaturisation. Ce terme est commun a 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 I'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 singulieres. Par
ailleurs, la nature exploite depuis longtemps certaines propriétés liées a des effets d’échelle. Les arbres
par exemple utilisent, entre autres, les forces capillaires pour alimenter le feuillage en séve, en
s’appuyant sur un réseau de millions de petits capillaires, dont les diamétres varient entre des
centaines de microns et une trentaine de nanomeétres [1]. L'étude et la compréhension des
phénoménes de transport et de mélange de fluide en systeme miniaturisé ont donné naissance a une

discipline a part entiére en plein essor, la microfluidique.

Cette discipline, a l'instar de la microélectronique dans le domaine de l'informatique et des
télécommunications, permet d’envisager la miniaturisation de systemes 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 a cette tendance dans la mesure
ou 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 « a la carte » pour « le bon médicament, a la bonne personne, au bon
moment » est de nature a 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 I'ensemble des étapes, de la préparation d’échantillon au rendu du résultat, en
intégrant/couplant plusieurs étapes dans un méme dispositif. Cette miniaturisation permet(tra) de
répondre a certaines problématiques actuelles, liées notamment aux faibles volumes d’échantillon
disponibles et a leur complexité. C'est également, d’un point de vue écologique, une voix permettant
de réduire les consommations de solvants et dans certains cas |'exposition a des produits dangereux

(dans le domaine du nucléaire par exemple).



Le schéma « classique » des méthodes analytiques de la fin du XX*®™ siécle 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 a réaliser etc..) nécessite des développements
technologiques constants pour répondre aux nouvelles exigences. Comme le montre la Figure 1, la

miniaturisation, qui facilite I'intégration et donc I'automatisation, est une des réponses apportées.

CLIENT INFORMATION
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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 a des besoins

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

Les débuts de la miniaturisation

L’histoire de la miniaturisation des systemes chromatographiques, comme celle d’autres techniques
instrumentales, est liée aux progres réalisés en paralléle dans d’autres domaines (fabrication des
colonnes, systemes de pompages, détection, électronique etc...). Ainsi, pour des raisons de simplicité
de mise en ceuvre, la miniaturisation des systemes 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 diametre interne (Open Tubular Column) [4]. Ces colonnes GC,
appelées colonnes capillaires, se limitaient a des tubes métalliques (par exemple des tubes en cuivre
de 1/16 in. 0.D and 0.010 1.D) ou en nylon. Il est important de noter que cette miniaturisation des
colonnes de séparation a nécessité, en paralleéle, des adaptations au niveau des systemes d’injection
et de détection. Basé sur des techniques de fabrication empruntées a la microélectronique, Terry
décrit en 1975, un systéme miniaturisé (microchip GC) intégrant sur une puce en silicium de quelques
centimetres, 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, I'apparition des tubes capillaires de silice fondue marque une nouvelle ére
dans le domaine des sciences séparatives. Si ces tubes souples de tres faible diametre interne
(quelques dizaines a quelques centaines de microns) et de trés grandes longueurs ont été I'élément
clé du développement de la chromatographie en phase gazeuse capillaire « moderne », ils ont
également ouvert la voie, plus tardivement, a la miniaturisation des séparations en phase liquide.
Compte tenu des difficultés technologiques plus importantes associées a un écoulement de phase
mobile par voie hydrodynamique (impliquant un contréle 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 systémes séparatifs en milieu liquide : les systemes électrocinétiques

L'arrivée des tubes capillaires de silice fondue a ouvert la voie aux systéemes miniaturisés
d’électrophorése 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 espéces chargées (ions, molécules biologiques). La charge de surface du verre (liée a I'état
d’ionisation des silanols de surface) entraine, sous I'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 ['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 pchip CE est présentée Figure 3. Ce dispositif en croix intégre un

canal d’injection, un canal de séparation et une zone dédiée a la détection. Les différentes étapes



d’injection et de séparation sont réalisées de facon électrocinétique, par application d’une différence

de potentiel par le biais d’électrodes placées dans chaque puits du systeme.
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Figure 3: Représentation schématique d’une puchip CE.

Plus chers et plus compliqués, les uchip CE offrent, par rapport au format capillaire, la possibilité
d’intégrer plusieurs étapes d’analyse sur une méme puce, en limitant les sources de dispersion. Cette
possibilité de réaliser I'ensemble des étapes (traitement d’échantillon, injection, séparation et
détection par exemple) a donné naissance au concept de laboratoire sur puce ou UTAS (micro Total
Analysis System) dans les années 1990 [7]. L'objectif est alors de réaliser I'ensemble du processus

d’analyse sur un méme systéme miniaturisé (Figure 4).

Lab-on-a-chip concept for capillary electrophoresis

mple 2 Dilution

waste

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

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

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

préparation/préconcentration d’échantillon avant I'étape de séparation ou bien de systémes 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

8



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 méme d’intégrer une étape de capture par
immunoaffinité, directement dans le port d’injection afin d’analyser certaines molécules cibles de

I’échantillon [11].
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Figure 5: Exemples de pchip CE intégrant plusieurs étapes d’analyse [9, 10].

des fractions comme l'illustre la Figure 6.

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

Ces techniques électrocinétiques en milieu libre sont simples dans leur mise en ceuvre mais se limitent
a I'analyse de composées ioniques ou ionisables. Pour étendre la gamme de molécules analysables,
certaines adaptations ont été envisagées. Hjertén [13] a démontré tres 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 méme esprit
9



de simplicité de mise en ceuvre, il a été proposé de réaliser des séparations sous champ électrique, en
présence de micelles dans I'électrolyte de séparation. On parle alors de chromatographie
électrocinétique micellaire (MEKC)). Les micelles jouent le réle de « pseudo-phase stationnaire », et
I’électroosmose assure I'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 a la séparation de molécules neutres.

Compte-tenu des faibles possibilités d’ajustement des sélectivités des systémes micellaires et des
contraintes liées a leur utilisation (ajout de tensioactifs a 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
systemes en tubes ouverts seront, dans la méme période (1990), également étudiés en

chromatographie en phase liquide comme nous le verrons plus tard.

Par la suite, les premiéeres 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 m?/g) et donnent
acces a toute la variété de supports chromatographiques. Néanmoins, le remplissage homogéne et
reproductible des colonnes ainsi que I'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
a synthétiser/élaborer le support de chromatographie directement dans la colonne de séparation. Un
premier modéle de phase stationnaire, les structures micro-fabriquées de type COMOSS (pour
Collocated Monolithic Support Structure) ou réseau de piliers, a été développé grace aux techniques
de photolithographie. Ces structures sont représentées par un ensemble de plots ou de piliers
ordonnés de fagon étroite et dont la taille et la distribution peuvent étre 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 I'entrée de la colonne COMOSS formée par un systéme 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 systémes miniaturisés. La diversité des supports proposés

ouvre désormais la voie a de nouvelles applications avec I'intégration d’étapes de filtration, de dilution,

de digestion, de préconcentration et autres. Dans I'exemple présenté Figure 8, des protéines sont

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

chromatographiques. Une premiere 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].
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Figure 8: Présentation de la puce proposée par le groupe de Régnier pour la digestion, préconcentration et
séparation en ligne de peptides. D’aprés [17].

11



Ces structures présentent des avantages non négligeables en termes de miniaturisation en raison
notamment de la facilité d’intégration. Ces structures, tout comme les microsystémes 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 intérét particulier s’est alors porté vers la mise en ceuvre
de phases stationnaires monolithiques en capillaire dont les propriétés structurales s’avérent tres
intéressantes en électrochromatographie. En effet, la structure continue des monolithes, composée
d’un squelette mésoporeux et d’un réseau de macropores interconnectés, confere au matériau une

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

Mésopores : 13 nm Macropores : 2 pm

Porosité > 80%

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 monomere utilisé. La
polymérisation de monomeéres organiques (monomeres acrylate ou styréne par exemple) conduit a
I’obtention de monolithes organiques, alors que le procédé sol-gel, a partir de précurseurs de silice
(tetraméthoxysilane (TMOS) ou tetraéthoxysilane (TEOS) par exemple), conduit a des monolithes de
silice. De fagon intermédiaire, I'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 (synthese « one-pot »). La Figure 10 présente un microsysteme en verre dans lequel un
monolithe organique a été synthétisé par irradiation UV, de fagon a localiser le monolithe dans le canal

de séparation [18].
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Figure 10: (A) Représentation schématique du microsysteme (E, échantillon ; PM, phase mobile ; P, «poubelle»)
et photographie par microscopie électronique a balayage de la coupe transversale du microsystéme et du canal
ou a été synthétisé un monolithe a base d’acrylate. (B) Electrochromatogramme correspondant a la séparation
de 13 hydrocarbures aromatiques polycycliques sur un tel microsystéme. 1, naphtaléene. 2, acénaphtyléne. 3,
acénaphtene. 4, fluoréne. 5, phénanthréne. 6, anthracéne. 7, fluoranthene. 8, pyréne. 9, benz(a)anthracene. 10,
chrysene. 11, benz(b)fluoranthene. 12, benzo(k)fluoranthene. 13, benzo(a)pyréne. Phase mobile, tampon Tris 5
mM pH 8 — acétonitrile (2/8). Lsép = 7 cm. (C) Electrochromatogramme correspondant a la séparation de 6
peptides dérivés avec le naphtalene2,3-dicarboxaldéhyde sur un tel microsysteme.1, inhibiteur de la papaine. 2,
proctoline.3, opioide. 4, lle-angiotensine lll. 5, angiotensine Ill. 6, GGG. Phase mobile, tampon borate 25 mM —
acétonitrile (7/3). Adapté de [18].

La synthese localisable des monolithes organiques par photopolymérisation, la grande variété de
monomeres disponibles permettant de couvrir I'ensemble des modes chromatographiques et la
stabilité au pH de ces matériaux expliquent leur utilisation en microsystéme fluidique. Si les monolithes
inorganiques sont plus difficilement localisables en microsysteme, leur structure chimique de base
(silice) ainsi que leur mode de fonctionnalisation identique a 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 a 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 diamétre interne.

Tableau 1: Avantages et inconvénients des différentes phases stationnaires utilisées en systemes miniaturisés
[15].

Variant + -
Open channel {Can be easily realized and run Very limited loadability, which has repercussions on what kind of
Low flow resistance detection should be used with this variant

Thickness of stationary phase <an be tuned
Good for fast separations
Packed beds Many different materials available Packing quality strongly dependent on packing skills
Good batch-to-batch Reproducibility of particles A frit or other retaining device or design required
Easy to use right selectivity Often high backpressure for porous particles
Different porosities available
High loadability
Monoliths Much less backpressure than comparable particulate phases Batch=to=batch reproducibility still an issue
Different base chemistries available Zynthesis procedure (including possible wall coupling) may be
No packing and maostly no frits necessary dependent on chip material
Inherent variations due to organic chemistry approach
Pillar arrays Potentially better performance than for packed particles [reduced Limited loadability

eddy diffusion)
{an be made by nancimprint lithography {mass producibility)

Hard to make porous
‘When porous not necessarily much better than porous particles
Can require sophisticated fabrication methods
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Les prémices de la chromatographie en phase liquide en systéme miniaturisé

Le développement de la nanochromatographie en phase liquide a non seulement été lié a celui des
colonnes chromatographiques mais également a celui des systemes de pompage (permettant de
générer des débits de I'ordre de quelques dizaines a 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
paralléle, été testés en chromatographie en phase liquide au format miniaturisé. Les premiers
systemes de chromatographie en phase liquide sur puce sont apparus dans les années 90. Manz et al
[19] ont décrit un systeme miniaturisé de séparation chromatographique sur puce en canal vide. Le
microsysteme présenté Figure 11 integre une colonne gravée dans un support de silicium et une
détection conductimétrique grace a des électrodes placées en fin de colonne. Si la théorie concernant
la dispersion en colonne capillaire ouverte (OTC) de quelques microns de diametre interne prédit des
colonnes de hautes efficacités pour de faibles pertes de charge par rapport aux colonnes remplies, ces
systemes manquent de capacité de charge [15]. Ces systemes imposent, en outre, de bien maitriser
I'injection (quelques nanolitres) pour éviter la surcharge et la dispersion mais également d’avoir des
détections assez sensibles, compte-tenu des contraintes a I'injection. Par contre, les pertes de charges

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

detector area : H

mobile [ column
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hole through
chip

column
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outlet

closed]

[ !
waste data system

Fig. 3. Schematic diagram of the chromatographic system.
Solid line: tubing, dotted line: electrical connection, P1 and P2
are pressure sensors.

electrode
contact’

column

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 [|'électrochromatographie, apportent une plus grande surface spécifique
d’interaction que les tubes ou canaux ouverts. Mais ces surfaces, méme aprées 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 I’AgNP, (e et f) : Images du systéeme de pompage et de la vanne d’injection multiports.

Dans les séparations chromatographiques miniaturisées mettant en ceuvre des phases stationnaires
poreuses (particules ou monolithes), le format capillaire devient prédominant lorsque I'écoulement de
la phase mobile est assuré en mode hydrodynamique. En effet, la stabilité mécanique des psystemes
(gravés ou moulés) n’est pas compatible avec les pressions a appliquer a I'entrée de canaux de
séparation remplis [25]. Par exemple, les microsystemes en matériau organique (cyclic olefin
copolymer ou COC) ne supportent pas des pressions supérieures a 20 bars [26], ce qui limite les

longueurs de séparation a quelques centimétres dans le cas d’un écoulement hydrodynamique.

Initialement développés pour l'analyse a grande vitesse a une échelle non miniaturisée mais
rapidement supplantés dans ce domaine par les particules submicroniques et/ou superficiellement
poreuses, les monolithes de silice vont tres rapidement prouver leur intérét majeur dans le domaine
de la miniaturisation de la chromatographie en phase liquide. En effet, leur mode d’élaboration
(synthese in-situ directement a l'intérieur du capillaire) et leurs propriétés intrinseques (surfaces
spécifiques de plusieurs centaines de m?/g, perméabilité élevée de I'ordre de 103 101* m?, 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 a un métre de long) [27], générant de trés grandes capacités de pics, pour des
pertes de charge acceptables (100 a 200 bars). Ces colonnes permettent, en outre, de réaliser des

analyses a partir de tres 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 a des techniques de préfractionnement préalables (« one-shot » analysis). Ces colonnes
de grandes longueurs ont par exemple été utilisées pour étudier I'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).

2,000 mm long
monolithicsilica column

sui04d 0156

Figure 13: lllustration représentant a gauche le couplage entre une colonne monolithique de silice (longueur :
2m, diametre interne : 100 um) et I'entrée du spectrométre de masse (nanospay) et a droite I'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 étre 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 a I’échelle miniaturisée

Les systémes de pompage permettent désormais de controler des nano-débits dans les colonnes et les
détecteurs ont été adaptés au format nano. L’écoulement du fluide, contrdlé par pression, permet de
s’affranchir des variations du flux électroosmotique souvent dépendant du support et a 'origine
d’analyses peu robustes en électrochromatographie. Néanmoins, l'intégration d’étapes dans les
systemes miniaturisés de chromatographie liquide s’avére plus difficile a mettre en place (surtout au
format capillaire). Le couplage d’étapes peut étre réalisé selon deux approches, « on-line » et « in-
line ». Dans I'approche « on-line », le support de préparation d’échantillon (sous forme de pré-
colonne) est couplé au systeme de séparation via une interface. Une premiere configuration, proposée
par plusieurs auteurs [29-31] consiste a 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, I'échantillon est percolé a travers la précolonne. Les molécules d’intérét 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.

Pompe de
préconcentration ) Colonne

Phase mobile

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

Ce systeme présente I'avantage de pouvoir réaliser des étapes de rincage sur la précolonne sans que
les impuretés ou composés indésirables ne transitent par la colonne de séparation. Néanmoins, le
montage requis est particulierement volumineux et complexe et doit étre judicieusement optimisé
afin de réduire la dispersion importante lors du transfert des composés de la précolonne a 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 a la fluorescéine [32]. La puce proposée est
constituée de deux colonnes monolithiques de géométries différentes. Un systeme de vannes reliées
a la puce permet de contréler la réalisation des différentes étapes de préconcentration/séparation.
Fin des années 2000, les premieres pchip 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 systemes reste tout de méme limitée par les longueurs réduites des

colonnes utilisées.

Dans la deuxieme approche dite « in-line », les différentes étapes sont réalisées au sein d’'une méme
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 systéme. Ce concept
amorce I'analyse multidimensionnelle dans les systemes miniaturisés et offre de nouvelles
perspectives dans I'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 premiéere zone
de phase inverse permettant de dessaler I'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 étre préconcentrés sur une zone échangeuse d’ions. Enfin, les
peptides sont élués par fractions (changement de pH, créneaux de force ionique croissantes) pour étre
séparés sur une derniére zone en phase inverse. Ce type d’application illustre clairement I'intérét

d’intégrer plusieurs étapes dans un méme capillaire.

Multi-Dimensional Liquid Chromatography

Figure 16: Représentation schématique de la colonne multimodale proposée par le groupe de Yates pour
I"analyse de peptides en mode MudPit [37].
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Cette intégration d’étapes, mettant en jeu des mécanismes de séparation différents et souvent

orthogonaux, nécessite cependant d’étre capable de

.

L

&
K
*'I>I’ ,Jﬁ,m. _—

b

définir, au sein d’'une méme colonne, des zones

g
|
présentant des chimies de surface différentes. Une
premiere solution consiste a introduire des phases
particulaires de fonctionnalités variées dans des
zones ciblées de la colonne. Cependant, les difficultés
de remplissage déja évoquées avec les phases
particulaires, de méme que la réalisation souvent

laborieuse des frittés semble un frein a cette

approche. Une alternative intéressante est alors

mllne‘l::mu::l :clumn 50| s::l:::nl::umn setector window . . .
e R S Ve obtenue avec les phases monolithiques qui peuvent

Ci étre synthétisées directement dans la colonne. Afin

de définir les différentes zones de la colonne

segment A cZ segment B

multimodale, deux approches ont été proposées.
Dans la premiére approche, plusieurs monolithes
présentant des chimies de surface différentes sont

synthétisés de facon séquentielle. Le groupe de Hanfa

C I segment A C4 segment B

. ) . . Zou, par exemple, synthétise différents monolithes
Figure 17: Elaboration d'un capillaire bimodale

(segment A, colonne de piégeage et segment B, organiques par photopolymérisation, ce qui permet
colonne de séparation) par synthése localisée de
monolithe de silice. Chaque segment est
fonctionnalisé de fagon différente. Les images de
microscopie optique (C1) et de fluorescence (C2)
sur une section de capillaire permettent de consiste a localiser physiquement la synthese des
visualiser les différentes zones. Les images MEB de
chaque monolithe (C3 et C4) montrent des

différences de morphologie. Adapté de [39]. colonne avec les mélanges de synthése. Par exemple,

de localiser différents supports de fagon contiglie

dans la colonne capillaire [38]. La deuxiéme approche

différents monolithes par remplissage partiel de la

Chen et al [39] synthétisent sur une premiere zone un
monolithe de silice en intégrant un monomere fonctionnel directement dans le mélange de synthese
tandis que la deuxiéme zone est constituée d’'un monolithe de silice qui est ensuite fonctionnalisé
thermiguement avec un thiol (Figure 17). Ces approches impliquent cependant la réalisation de
plusieurs synthéses, ce qui s’accompagne de différences de textures, sources d’inhomogénéité
d’écoulement. De plus, une réoptimisation totale des synthéses est nécessaire pour chaque

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

Au regard de I'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 a des analyses d’échantillons
complexes de maniére automatisée et donc simplifiée. Le format capillaire est peu onéreux
comparativement au format de puce fluidique et aussi particulierement pratique d’utilisation. En effet,
il existe maintenant des systemes 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 a leur environnement (pompe, détecteur, injecteur). Ce point est
particulierement important en chromatographie en phase liquide ou les pressions élevées (plusieurs
centaines de bars) augmentent les risques de fuites et ol 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 Iutilisation de phases stationnaires monolithiques présente, de notre point de vue, des avantages
considérables en miniaturisation (synthése in-situ), I'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 a synthétiser un
seul support monolithique « générique » efficace, afin de s’affranchir des probléemes d’hétérogénéité
longitudinale de perméabilité rencontrés lors de la synthése de supports différents. La
fonctionnalisation devra permettre, ensuite, de créer les différentes zones fonctionnelles. La solution
envisagée (présentée Figure 18) concerne I'utilisation d’'une approche photochimique. Cette approche
permet de réaliser des réactions localisables, de facon rapide pour éviter les phénomeénes 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.

(} ]
Synthese in-situ i
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o
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s

Figure 18: Représentation schématique de I'approche de photofonctionnalisation envisagée dans ce travail de
these.
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Cahier des charges de I’'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’étre synthétisables in-situ, ces
matériaux poreux possedent une trés grande surface spécifique et une perméabilité élevée (de I'ordre
de 10* m?) qui permet de travailler avec des colonnes de grandes longueurs et d’accroitre I'efficacité
et la capacité de pics, sans perte de charge prohibitive. Ce travail de thése s’appuiera donc sur
I’expertise acquise par I’équipe Techsep dans la synthése 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 monomeéres fonctionnels sur ces

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

Différentes approches photochimiques peuvent étre 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 monomeres a d’ores et déja mis en évidence la possibilité d’obtenir des colonnes de capacité
importante grace a des couches épaisses de polymeres synthétisés sur la surface [40], le contréle de
la taille des polyméres formés reste a améliorer pour assurer le maintien des performances initiales

du matériau. Une deuxieme approche de fonctionnalisation par photo « click chemistry » sera
21



présentée dans le chapitre 2. Ce procédé, basé sur un greffage radicalaire contrélé (et non plus une
polymérisation), devrait permettre un meilleur contréle du greffage. Apres optimisation des conditions
de polymérisation/greffage, la polyvalence de ces procédés et leurs potentiels respectifs dans la

préparation des colonnes multimodales seront démontrés a travers diverses applications.

22



Références bibliographiques

[1].
[2].
[3].

[4].
[5].

[6].
[7].
[8].

[9].

[10].

[11].

[12].

[13].
[14].

[15].
[16].

[17].

[18].

[19].
[20].
[21].

[22].

P. Tabeling, Introduction a la microfluidique, Edition Belin, Paris, 2003.

Les enjeux de la médecine personnalisée dans le domaine de la santé publique Regards
partagés entre politique, médecine, droit et éthique. in Colloque international France —
Canada. 2014.

A. Rios, A. Escarpa,B. Simonet, Miniaturization in Analytical Chemistry, John Wiley & Sons, Ltd,
2009, pp 1-38.

M.J.E. Golay, Gas Chromatography (Amsterdam Symp.), London, 1958.

J.W. Jorgenson,K. DeArman Lukacs, Zone electrophoresis in open-tubular glass capillaries:
Preliminary data on performance, J. High. Resolut. Chromatogr. 4 (1981) 230-231.

L.K. Jorgenson JW, Free-zone electrophoresis in glass capillaries, Clin. Chem. 27 (1981) 1551-
1553.

A. Manz, N. Graber,H.M. Widmer, Miniaturized total chemical analysis systems: A novel
concept for chemical sensing, Sensors Actuators B: Chem. 1 (1990) 244-248.

D.J. Harrison, K. Fluri, K. Seiler, Z. Fan, C.S. Effenhauser, A. Manz, Micromachining a
miniaturized capillary electrophoresis-based chemical analysis system on a chip [op.36],
Science 261 (1993) 895-897.

J. Lichtenberg, E. Verpoorte,N.F. de Rooij, Sample preconcentration by field amplification
stacking for microchip-based capillary electrophoresis, Electrophoresis 22 (2001) 258-271.
L.K. Ro KW, Kim H, Hahn JH., Poly(dimethylsiloxane) microchip for precolumn reaction and
micellar electrokinetic chromatography of biogenic amines, Electrophoresis 23 (2002) 1129-
1137.

T.M. Phillips, Rapid analysis of inflammatory cytokines in cerebrospinal fluid using chip-based
immunoaffinity electrophoresis, Electrophoresis 25 (2004) 1652-1659.

D.R. Zalewski, S. Schlautmann, R.B.M. Schasfoort,H.J.G.E. Gardeniers, Electrokinetic sorting
and collection of fractions for preparative capillary electrophoresis on a chip, Lab on a Chip 8
(2008) 801-809.

S. Hjertén, High-performance electrophoresis: the electrophoretic counterpart of high-
performance liquid chromatography, J. Chromatogr. A 270 (1983) 1-6.

S.R. Mueller, W. Simon, H.M. Widmer, K. Grolimund, G. Schomburg,P. Kolla, Separation of
cations by open-tubular column liquid chromatography, Anal. Chem. 61 (1989) 2747-2750.
J.P. Kutter, Liquid phase chromatography on microchips, J. Chromatogr. A 1221 (2012) 72-82.
B. He, N. Tait,F. Regnier, Fabrication of Nanocolumns for Liquid Chromatography, Anal. Chem.
70 (1998) 3790-3797.

P.N. Slentz BE, Regnier FE., Protein proteolysis and the multi-dimensional
electrochromatographic separation of histidine-containing peptide fragments on a chip, J.
Chromatogr. A 984 (2003) 97-107.

B.M.D.-B.N.R.  Jean-Louis, Microsystemes lab-on-chip et séparations de type
chromatographique = Lab-on-chip microsystems and chromatographic kind separations,
Spectra analyse 34 (2005) 17-28.

Y.M. A. Manz, J. Miura, Y. Watanabe, H. Miyagil and K. Sato, Design of an Open-tubular Column
Liquid Cbromatograpb Using Silicon Chip Technology, Sensors and Actuators B (1990) 249-255.
W. De Malsche, D. Clicq, V. Verdoold, P. Gzil, G. Desmet,H. Gardeniers, Integration of porous
layers in ordered pillar arrays for liquid chromatography, Lab on a Chip 7 (2007) 1705-1711.
W.D. Malsche, H. Gardeniers,G. Desmet, Experimental Study of Porous Silicon Shell Pillars
under Retentive Conditions, Anal. Chem. 80 (2008) 5391-5400.

R.M. Tiggelaar, V. Verdoold, H. Eghbali, G. Desmet,).G.E. Gardeniers, Characterization of
porous silicon integrated in liquid chromatography chips, Lab on a Chip 9 (2009) 456-463.

23



[23].

[24].
[25].

[26].

[27].

[28].

[29].

[30].

[31].

[32].

[33].

[34].

[35].

[36].

[37].

[38].

[39].

[40].

F. Detobel, S. De Bruyne, J. Vangelooven, W. De Malsche, T. Aerts, H. Terryn, H. Gardeniers, S.
Eeltink,G. Desmet, Fabrication and Chromatographic Performance of Porous-Shell Pillar-Array
Columns, Anal. Chem. 82 (2010) 7208-7217.

L.C. Taylor, T.B. Kirchner, N.V. Lavrik,M.J. Sepaniak, Surface enhanced Raman spectroscopy for
microfluidic pillar arrayed separation chips, Analyst 137 (2012) 1005-1012.

M.-L. Riekkola, Editorial on “Liquid phase chromatography on microchips” by J.P. Kutter, J.
Chromatogr. A 1221 (2012) 71.

Y. Ladner, A. Bruchet, G. Cretier, V. Dugas, J. Randon,K. Faure, New "one-step" method for the
simultaneous synthesis and anchoring of organic monolith inside COC microchip channels, Lab
on a Chip 12 (2012) 1680-1685.

M. Iwasaki, N. Sugiyama, N. Tanaka,Y. Ishihama, Human proteome analysis by using reversed
phase monolithic silica capillary columns with enhanced sensitivity, J. Chromatogr. A 1228
(2012) 292-297.

R. Yamana, M. lwasaki, M. Wakabayashi, M. Nakagawa, S. Yamanaka,Y. Ishihama, Rapid and
Deep Profiling of Human Induced Pluripotent Stem Cell Proteome by One-shot NanolLC—
MS/MS Analysis with Meter-scale Monolithic Silica Columns, Journal of Proteome Research 12
(2013) 214-221.

F.W.A. Tempels, W.J.M. Underberg, G.W. Somsen,G.J. de Jong, On-line coupling of SPE and CE-
MS for peptide analysis, Electrophoresis 28 (2007) 1319-1326.

F. Brothier,V. Pichon, Immobilized antibody on a hybrid organic—inorganic monolith: Capillary
immunoextraction coupled on-line to nanoLC-UV for the analysis of microcystin-LR, Anal.
Chim. Acta 792 (2013) 52-58.

M. Cichna, P. Markl, D. Knopp,R. Niessner, On-line coupling of sol-gel-generated
immunoaffinity columns with high-performance liquid chromatography, J. Chromatogr. A 919
(2001) 51-58.

J. Liu, C.-F. Chen, C.-W. Tsao, C.-C. Chang, C.-C. Chu,D.L. DeVoe, Polymer Microchips Integrating
Solid-Phase Extraction and High-Performance Liquid Chromatography Using Reversed-Phase
Polymethacrylate Monoliths, Anal. Chem. 81 (2009) 2545-2554.

R. Flamini, M. De Rosso, A. Smaniotto, A. Panighel, A.D. Vedova, R. Seraglia,P. Traldi, Fast
analysis of isobaric grape anthocyanins by Chip-liquid chromatography/mass spectrometry,
Rapid Commun. Mass Spectrom. 23 (2009) 2891-2896.

M.R. Niflonuevo, P.D. Perkins, J. Francis, L.M. Lamotte, R.G. LoCascio, S.L. Freeman, D.A. Mills,
J.B. German, R. Grimm,C.B. Lebrilla, Daily Variations in Oligosaccharides of Human Milk
Determined by Microfluidic Chips and Mass Spectrometry, J. Agric. Food. Chem. 56 (2008) 618-
626.

C.S. Chu, M.R. Niflonuevo, B.H. Clowers, P.D. Perkins, H.J. An, H. Yin, K. Killeen, S. Miyamoto,
R. Grimm,C.B. Lebrilla, Profile of native N-linked glycan structures from human serum using
high performance liquid chromatography on a microfluidic chip and time-of-flight mass
spectrometry, Proteomics 9 (2009) 1939-1951.

Brochure Agilent: Disponible sur: http://www.chem.agilent.com/Library/brochures/5990-
6221EN.pdf (consulté en mai 2015)

C.M.D.aJ.R.Y. I, MudPIT: multidimensional protein identification technology, in
BioTechniques 2007: Department of Physiological Chemistry, The Scripps Research Institute,
La Jolla, CA, USA.

F. Wang, J. Dong, M. Ye, X. Jiang, R.a. Wu, H. Zou, Online Multidimensional Separation with
Biphasic Monolithic Capillary Column for Shotgun Proteome Analysis, Journal of Proteome
Research 7 (2008) 306-310.

Y. Chen, K. Wang, H. Yang, Y. Liu, S. Yao, B. Chen, L. Nie,G. Xu, Synthesis of sulfo/vinyl biphasic
silica hybrid monolithic capillary column and its application to on-column preconcentration for
capillary electrochromatography, J. Chromatogr. A 1233 (2012) 91-99.

O. Nunez, T. Ikegami, W. Kajiwara, K. Miyamoto, K. Horie,N. Tanaka, Preparation of high
efficiency and highly retentive monolithic silica capillary columns for reversed-phase

24



chromatography by chemical modification by polymerization of octadecyl methacrylate, J.
Chromatogr. A 1156 (2007) 35-44.

25



26



CHAPITRE 1

Préparation de colonnes multimodales par

photopolymérisation localisée de monolithes de silice

Application a la préconcentration/séparation en ligne

de la Met et Leu-enképhaline
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Introduction

Lorsque ces travaux de these ont commencé, I'approche innovante et originale de
photopolymérisation soulevait plusieurs interrogations. Premierement, 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 (a I'intérieur d’un capillaire). Bien que la silice soit
connue pour étre transparente aux UV, il n’était pas certain que l'irradiation, réalisée a travers le
matériau, permette de créer des couches homogenes sur I'ensemble d’une section du monolithe. Ce
point lié a I'hétérogénéité radiale est critique en chromatographie, de fagon a conserver les
performances intrinseques du support chromatographique en termes d’efficacité. Néanmoins,
I'initiation photochimique, réalisée sur un capillaire rempli au préalable de monomére, devrait
permettre d’obtenir un greffage homogene en longueur, contrairement a 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 a 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 o, il n’y a pas un renouvellement des réactifs au cours de la réaction,
I’approche par photochimie souléeve également la question de la quantité de monomeres disponibles
dans le volume de solution de greffage. En effet, dans un greffage photochimique, la concentration en
monomere dans le volume de la zone a greffer (correspondant au volume mort de cette zone) doit
étre suffisamment importante pour obtenir des densités de greffage intéressantes. Enfin, I'objectif a
terme visant a obtenir des chimies de surface variées nécessite de pouvoir greffer une large gamme
de monomeéres dans des conditions compatibles avec les propriétés intrinséques 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 I'art de la fonctionnalisation de surface par des
polyméres 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 I'art de la fonctionnalisation de surface par des polymeéres

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

domaines aussi divers que I'optique, I'automobile, la chimie ou encore pour des applications médicales

et dentaires (Tableau 2).

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

Monomeres

Polymeéres-Tronc

Propriétés

Applications

Monomeres a fonction Cellulose (viscose, papier,

ammonium quaternaire coton)
Acrylonitrile, acrylate de

cuivre, d’argent

Monomeres mercuriels

covalents

Greffons microradioactifs a

faible période

Acrylate de calcium Cellulose (viscose, papier,

Acrylate de baryum coton)
Monomeres fluorés Cellulose (viscose, papier,
(perfluorés) coton)

Monomeres ioniques : Tout support
Acide acrylique,

méthacrylique, acrylate de
diéthylaminoéthyle

quaternisé ou non, dérivés

sulfoniques de I'acrylamide,

dérivé de la 8-hydroxy

quinoléine

Bactéricide
Sporicide
Anticryptogamique
Antiseptique

Hémostatique

Opacité aux RX
Imperméabilisation
Perméation

Antitaches

Inertie chimique
Hydrophobie
Antisalissure

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

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

Applications médicales et
spéciales

Textiles divers

Protection contre les
environnements agressifs
Anti-adhérent ou antifriction
Revétement

Techniques séparatives
diverses pour I'épuration,
I’extraction, la purification, la
chromatographie, etc.
Préconcentration
Membranes d’électrodialyse
Propriétés bariéres

La modification de la surface d’un matériau par une couche de polymére 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 polymeéres ont la

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

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

par des polymeéres 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

particulieres (exemples des polymeéres thermosensibles [13-15]). Différentes stratégies sont

présentées dans la littérature pour introduire des polymeres sur une surface.
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1.1.1. Stratégies de greffage des polyméres

Le greffage de polymeéres sur une surface peut se faire soit de maniere non-covalente, par
physisorption des chaines de polymére grace a des interactions faibles (électrostatiques, Van der
Waals, liaisons hydrogene), soit de maniére covalente en créant une liaison covalente entre les chaines

du polymeére et la surface.
1.1.1.1. Greffage non covalent par physisorption

D’une maniere générale, la physisorption de polymeres sur une surface est réalisée par I'interaction
de I'une des extrémités de la chaine polymérique avec la surface [16](Figure 20). Cette physisorption
est rendue possible par I'utilisation d’un solvant dit « sélectif » (favorisant I'adsorption) qui permet de
controler I'adsorption ou la désorption des polymeres. Néanmoins, les supports formés sont sensibles
aux solvants et les polymeéres peuvent se désorber (processus réversible). Au vu de la grande diversité
des phases mobiles utilisées en chromatographie, cette technique ne peut étre envisagée pour la
préparation de colonnes chromatographiques. De plus, la physisorption des polymeéres ne permet pas

d’obtenir un greffage localisé sur la surface.

M Polymeére

)

{

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

1.1.1.2. Greffage covalent

Le greffage covalent de polymeéres 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 polymeres: « grafting

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

Le « grafting to » est une méthode d’'immobilisation qui consiste a faire réagir un polymere déja
« 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 'ancrage du polymeére sur
la surface. Cette technique offre une grande diversité de combinaisons polymeére-support. Cependant,
I'inconvénient majeur de cette technique concerne les densités de greffage relativement faibles liées
a une augmentation de I'encombrement stérique au fur et a mesure de I'avancement du greffage des
« poils » de polymeres sur la surface [19, 20]. De plus, la texture mésoporeuse du support
monolithique peut étre un frein a la diffusion des polymeres pré-formés a I'intérieur du réseau poreux,

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

"Grafting to"

Polymére
préformé Encombrement
stérique

T

7777777777777777 _— 7'777777'77'7777777
Figure 21: Principe de la fonctionnalisation par « grafting to ».

Une polymérisation a partir de la surface, mettant en ceuvre des monomeres en solution, semble donc

plus appropriée.

e « Grafting from »

Cette deuxieme approche « grafting from » permet, quant a elle, de faire grandir des chaines de
polymeére directement a partir de la surface du monolithe [21, 22]. Un amorceur de polymérisation est
préalablement greffé de maniére covalente a la surface du matériau, puis activé dans une premiere
étape d’initiation. L'ajout du monomére dans le milieu réactionnel permet ensuite d’amorcer la
polymérisation en surface (Figure 22). Les monomeres réactionnels ne subissent pas de géne stérique

et diffusent facilement vers la surface en expansion pour former des « brosses de polyméres ».
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"Grafting from"

@ Amorceur Monoméres
* L J
* L ]
*
9 0 _ o0 X
e Inititiation IS Polymérisation s

Figure 22: Principe de la fonctionnalisation par « grafting from ».

Cette approche met en jeu des réactions de polymérisation radicalaire initiées a partir de la surface
(SIP) qui peuvent étre soit libres, soit controlées (réactions ATRP (Atom Transfer Radical
Polymérization) et NMP (Nitroxide Mediated Polymerization)) pour une meilleure maitrise de la taille

et de la polydispersité des polyméres synthétisés.

Plusieurs auteurs ont déja rapporté |'efficacité de cette approche pour la fonctionnalisation de
colonnes chromatographiques a base de silice [13, 23-26]. Néanmoins, les réactions SIP présentent
plusieurs inconvénients pour la préparation de colonnes multimodales. Premierement, certaines
réactions ne peuvent étre 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 étre localisées.
De plus, dans le cas des réactions ATRP, I'utilisation d’ions métalliques difficilement éliminables a
I'issue de la polymérisation, peut entrainer une pollution du matériau et semble donc peu judicieuse.
Enfin, toutes les réactions initiées a 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 étre introduites au préalable par une réaction de silanisation. Or, il s’avere difficile de trouver
des silanes commerciaux porteurs de ces fonctions, ce qui impose souvent de préparer I'amorceur via
une succession d’étapes [23, 24]. Par exemple, Boven et al [27] ont traité des billes de verre par du 3-
aminopropyltriéthoxysilane (y-APS) pour obtenir des groupements amine sur la surface. Les amorceurs
azo ont été ensuite immobilisés a travers la formation de liaisons amide entre la surface modifiée par
le y-APS et un amorceur de type azo fonctionnalisé par un chlorure d’acide. lls ont pu ainsi synthétiser
des chaines 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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e « Grafting through »

L'approche « grafting through » représente le moyen le plus simple de greffer des polyméres 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 chaine (acrylate, methacrylate, acrylamide...).
Le monomere fonctionnel introduit en solution est ensuite polymérisé soit directement a la surface du

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

"Grafting through"

L]
@ o o @ Initiateur
e @°*g \ + Monomére
e * /
249 : S
L Polymérisation e

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

Les différents travaux réalisés selon cette approche, la plus largement utilisée pour Ia
fonctionnalisation in-situ des monolithes compte tenu de sa simplicité et de la grande diversité des

monomeres polymérisables, sont détaillés dans le paragraphe suivant.

1.1.2. 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 » a partir de monomeéres 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 I'ensemble des modes chromatographiques tels que
la phase inverse [30-32], I'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
I’optimisation des parameétres expérimentaux et les performances comparées des colonnes obtenues
par polymérisation et silanisation classique. En effet, parmi les différents travaux rapportés, seul le
groupe de lkegami [30-32] a réalisé une étude comparative entre deux colonnes monolithiques
greffées avec des chaines C18, soit par polymérisation (colonne ODM) soit par fonctionnalisation
classique avec un silane monofonctionnel C;5 (colonne ODS). Pour la préparation de la colonne ODM,
le support monolithigue est dans un premier temps activé avec le 3-
méthacryloxypropyltrimethoxysilane et le monomere octadécylméthacrylate (Cis) est ensuite
polymérisé pendant 3 heures a 60°C. Les auteurs ont d’abord étudié I'influence de la concentration en
monomere 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 I'influence de la concentration en monomere 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 monomeére sur les propriétés chromatographiques des colonnes
fabriquées (kas = rétention de I'amylbenzéne, a(CH2) = sélectivité méthylene, kr = rétention du triphénylene,
a(T/0) = sélectivité triphényléne/o-terphényl, kc = rétention de la caféine et a(C/P) = sélectivité caféine/phénol)
[32].

Parametre Colonne ODS Colonne ODM
Concentration du monomere*
100 150 200 250 300
Phase mobile: MeOH/eau
kag® 1.69 £ 0.08 1.74 £ 0.05 2.30 £+ 0.06 2.99 £ 0.01 3.80 £ 0.07 423 +£0.07
a(CHy)* 1.47 £ 0.01 1.41 £ 0.01 1.44 £ 0.003 1.47 £ 0.002 1.50 £+ 0.005 1.51 £ 0.002
kr® 2.18 £ 0.05 449 £ 0.23 6.17 £ 0.11 8.30 £ 0.16 11.39 £ 0.42 13.06 = 0.21
aro® 1.32 £ 0.03 1.94 £+ 0.07 2.03 £ 0.01 2.15 £ 0.01 2.38 £ 0.06 2.58 £+ 0.02
ke® 1.47 £ 0.06 0.93 + 0.04 0.75 + 0.02 0.76 = 0.003 0.72 + 0.03 0.68 + 0.01
acp® 0.81 &+ 0.03 0.38 = 0.01 0.31 + 0.03 0.31 = 0.003 0.27 + 0.002 0.26 = 0.003
Phase mobile: ACN/eau
kag® 0.93 + 0.05 0.79 + 0.04 1.02 £ 0.01 1.21 £ 0.01 1.43 £ 0.01 1.47 £ 0.06
a(CHy)* 1.39 £+ 0.01 1.34 £+ 0.002 1.36 £ 0.003 1.40 £ 0.001 1.43 £ 0.004 1.43 £ 0.003
kr® 0.92 + 0.04 1.26 £+ 0.01 1.54 £+ 0.01 1.89 £ 0.001 2.26 + 0.04 2.38 £+ 0.05
aro’ 1.25 £+ 0.01 1.64 £+ 0.02 1.71 £ 0.005 1.85 £ 0.01 2.08 £ 0.05 2.25 £ 0.02
keb 0.21 & 0.005 0.21 = 0.002 0.19 = 0.001 0.16 = 0.004 0.12 = 0.001 0.10 £ 0.01
acp® 0.18 + 0.003 0.17 £ 0.01 0.13 + 0.001 0.13 = 0.002 0.10 = 0.001 0.10 = 0.002

# Phase mobile: solvant organique/eau 80/20
b Phase mobile: solvant organique/eau 20/80
¢ pL de monomere dans un volume total de 500 pL, concentration de l'initiateur = 4,8 mg/mL

La rétention de I'amylbenzéne (kag) et la sélectivité méthyléne (ocH2) augmentent avec la concentration
du monomere. Ces augmentations indiquent que la quantité ou la taille des chaines polymériques
augmentent avec la teneur en monomeére 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 aprés 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 chaines polymériques de la phase stationnaire en

milieu ACN/eau.

La sélectivité triphényléne/o-terphényl (aro) est un facteur qui permet, quant a lui, d’évaluer la
sélectivité stérique de la phase stationnaire dans la mesure ou les deux solutés possedent le méme
caractére hydrophobe mais un encombrement stérique différent [39]. Le greffage par polymérisation
conduit a I'obtention de colonnes monolithiques caractérisées par une sélectivité stérique plus élevée
que celle des colonnes ODS. Cette sélectivité augmente avec I'augmentation de la teneur en
monomere. A contrario, la silanisation des colonnes avec I’ODS conduit a I'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 I'octadécylméthacrylate [40, 41] démontrant la nature polymérique des couches

obtenues.

D’un point de vue cinétique, les auteurs ont remarqué que I'efficacité des colonnes (évaluée par le
biais de la hauteur équivalente a un plateau théorique) diminuait de facon significative pour des
teneurs en monomere élevées (correspondant a I'ajout de 200 pl de monomere dans le mélange

réactionnel) (Figure 24).
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Figure 24: Hauteurs de plateaux théoriques obtenues pour 'uracile et le pentylbenzéne en fonction de la
quantité de monomere 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 monomere, le procédé de polymérisation étudié n’affecte pas les
performances intrinseéques du monolithe. L’augmentation de la rétention semble étre directement
liée a 'augmentation de I'épaisseur des couches polymériques formées. Toutefois, lorsque celles-ci

deviennent trop importantes a I'entrée des mésopores, la diffusion moléculaire est restreinte ce qui
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conduit a une perte d’efficacité. Par conséquent, il semble important de maitriser les conditions de
polymérisation afin de déterminer le meilleur compromis entre augmentation de la rétention et

maintien de I'efficacité.

Les différences de comportement observées entre les phases mobiles a base d’ACN et a base de MeOH
sont expliquées par les auteurs par la plus faible viscosité de I’ACN et son plus grand pouvoir de

solvatation des chaines polymériques.

Comme nous venons de le souligner, ces colonnes ODM présentent des sélectivités singulieres par
rapport aux colonnes ODS. Ces propriétés proviennent de la nature polymérique des couches de
surface mais peuvent également étre liées a la présence des fonctions ester (dans le bras espaceur)
non présentes dans les colonnes ODS [30]. La Figure 25 ci-dessous illustre I'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).
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Figure 25: 1) Séparation des tocophérols sur des colonnes ODM et ODS (25 cm x 200 um d.i.). Phase mobile :
MeOH/eau (95/5 ; v/v). Marqueur de temps mort : thiourée. Détection UV a 295 nm. T = 30°C. Solutés : 1. &-
tocophérol, 2. B-tocophérol, 3. y-tocophérol, 4. a-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 a 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 contréler le rapport de phases (évalué par les
valeurs de facteur de rétention des alkylbenzénes) par le biais de la concentration en monomere
(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-dela d’'une concentration seuil en
monomere, au détriment de |'efficacité de la colonne. Cependant, a teneur en monomere fixée, la
perte d’efficacité de la colonne consécutive a la polymérisation peut étre 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.

1.2. La photopolymérisation ou « grafting through » photo-initié

L'initiation photochimique est une alternative intéressante a l'initiation thermique car elle permet, par
I'irradiation d’une zone ciblée délimitée par des masques de lumiére [42-44], de localiser la

fonctionnalisation (Figure 26).
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Figure 26: Principe de la fonctionnalisation par photopolymérisation.
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Contrairement a 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

Oui car la polymérisation
Controle spatial de la intervient uniqguement dans les Impossible a cause de la
fonctionnalisation zones exposées aux diffusion

irradiations UV

Controle temporel Oui Oui

1.2.1. Parameétres 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.

Monomere

Greffage par
photopolymérisation

Conditions

Photoinitiateur dirradiation

Figure 27: Facteurs influengant le greffage par photopolymérisation.
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o 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 monomeres [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 entraine également une augmentation des réactions de terminaison.

Tableau 6: Caractéristiques de quelques photoinitiateurs.

Photo-initiateur Benzophénone BME AIBN AIBA

A max d’absorption 554 254 345 365
(nm)

acétone, dioxane,
méthanol, éthanol,

DMSO et eau

acétone, méthanol, acétone, méthanol, chloroforme,

Solvants adaptés éthanol, éther, THF éthanol, THF acrylonitrile

e Effet des conditions d’irradiation

Les conditions d’irradiation peuvent étre définies par 3 parameétres : la longueur d’onde d’irradiation,
I'intensité lumineuse et le temps d’irradiation. Il faut utiliser une intensité lumineuse et une longueur

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

La longueur d’onde d’irradiation A doit correspondre a 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 a lui I'énergie W d’irradiation regue d’aprés la relation

suivante :

W = Pt
Equation 1
Ou P représente la puissance d’irradiation regue par unité de surface (appelée aussi intensité
lumineuse). Il existe un temps d’irradiation minimal nécessaire a la conversion des monomeéres et donc
a leur greffage. Pour une concentration en monomere donnée, I'augmentation du temps d’irradiation
résulte en une augmentation du taux de greffage. Il faut néanmoins contrdler ce temps d’irradiation

afin de ne pas risquer I'obstruction des pores consécutive a la polymérisation.
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o Effet du monomeére

Il a été démontré que la nature du monomere influence les vitesses de polymérisation. L'importance
de la nature du monomere sur le taux de conversion est clairement illustrée sur la Figure 28 ci-dessous
[49]. Les monomeres acrylates présentent la plus forte réactivité et le taux de conversion de 100 % est

rapidement atteint.

100

:
_ 75—
il E
g | ]
2 50
3 5
3
25
] I ]
V] 1 2 3

Tempsd’irradiation (s)

Figure 28: Evolution du taux de conversion en fonction du temps pour différents monomeres 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

monomere méthacrylate par rapport a I'acrylate permet d’expliquer cette différence.

De plus la concentration du monomere 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 monomere induit un greffage efficace méme pour un faible

temps d’irradiation [42].

e Autres facteurs

Le solvant utilisé lors de la fonctionnalisation doit répondre a plusieurs critéres. 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

monomere fonctionnel et le photoinitiateur.

En considérant une gamme de température allant de 25°C a 70°C, certains auteurs ont montré que
I'efficacité du photografting augmentait avec la température [50]. Cependant, il faut noter
gu’appliquer une « forte » température lors de 'irradiation UV nécessite un montage spécifique et est

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

45



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 méme de prendre
en compte plusieurs parametres afin d’optimiser au mieux le greffage et d’obtenir des colonnes

chromatographiques efficaces, avec des rétentions élevées.

1.2.2. Etat de I'art de la photopolymérisation sur monolithe de silice

Lorsque ces travaux de these ont commencé, seules deux publications, |'une proposée par le groupe
de Zajickova en 2012 [51] et la seconde par notre groupe de recherche [52], rapportaient I'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 (y-MAPS), puis la photopolymérisation était réalisée apres
remplissage d’un capillaire transparent aux UV (revétement 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 a 254
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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’avére plus difficile de maitriser la puissance
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lumineuse d’irradiation. L'effet du temps d’irradiation sur la rétention et |'efficacité de la colonne est

illustré sur la Figure 30 ci-dessous.

2

[B*]

S

0o 1 2 3 4 5
Temps (min)
(b)

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

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

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

Le second article [52] repose sur des travaux de thése effectués antérieurement au laboratoire et
décrit I'optimisation des conditions expérimentales pour la photopolymérisation d’'un monolithe de
silice par des monomeres laurylacrylate. L'influence de plusieurs parametres de la
photopolymérisation a été évaluée pour la préparation de colonnes monolithiques photogreffées avec
des chaines C12. Le monolithe de silice pré-fonctionnalisé avec du y-methacryloyloxy)propyl
trimethoxysilane, a été photopolymérisé avec du lauryl acrylate dans les différentes conditions

présentées Tableau 7.
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Tableau 7: Facteurs de rétention de I'amylbenzéne obtenus avec différentes conditions de
photopolymérisation du lauryl acrylate. D’apres [52].

Initiator Monomer Irradiation kpg 2
10.2% wiiv) content (%) time [min] a) Facteurs de rétention obtenus avec une
AR 2 n ass phase mobile 80/20 ACN/eau. (v/v)
BME 7 10 116 b) Deux photogreffages successifs
20 +20b0 1.48 c) Colonne bouchée au cours de la
G0 1.27 photopolymérisation
55 10 11
20 MNDS
T2 10 1.45

L'influence de chaque paramétre a été évaluée en suivant la rétention de I'amylbenzéne en phase
inverse (kAB). Les valeurs des facteurs de rétention obtenues, ont conduit a plusieurs conclusions.
Premieérement, I'utilisation de la BME comme initiateur permet d’avoir une initiation plus efficace
qgu’avec I'AIBN et conduit ainsi a des rétentions plus importantes. Deuxiemement, une augmentation
de la concentration en monomere dans le mélange réactionnel entraine une augmentation de la
rétention consécutive a une polymérisation plus importante. Cependant, une polymérisation trop
poussée, consécutive a I'augmentation simultanée de la teneur en monomeére a 55% et de la durée
d’irradiation a 20 minutes, entraine une obstruction des macropores et conduit au bouchage de la
colonne. Enfin, le temps d’irradiation ne semble pas étre un facteur limitant puisque 10 minutes
d’irradiation avec un pourcentage en monomere de 72% conduisent a une rétention maximale. Il est
intéressant de noter que deux irradiations successives (avec renouvellement de la solution de greffage)
avec un pourcentage en monomere de 37% conduisent a des rétentions similaires a celles obtenues
avec une seule irradiation et un pourcentage en monomeére de 72%. Cet aspect est intéressant surtout

dans le cas de réactifs qu’il n’est pas possible de solubiliser a 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
I"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 aprés percolation d’un volume équivalent a 100 fois le volume du capillaire. Des
essais supplémentaires ont également montré que la photopolymérisation n’altérait pas les propriétés

intrinseques du monolithe (efficacité, perméabilité).

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

monomeres. Des séparations en phase inverse et en échange d’ions ont été réalisées (Figure 31).
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Figure 31: 1) Séparation de 5 alkylbenzenes sur une colonne monolithique photopolymérisée avec des chaines
C12 : di=75um, linjection-détection= 8,5 cm, L=10cm, Phase mobile 80/20 ACN/eau (v/v), débit = 250 nL/min, détection
a 254 nm, [soluté] = 10 mg/mL, 1 : propylbenzéne, 2 : pentylbenzéne, 3 : hexylbenzéne, 4 : heptylbenzéne, 5 :
octylbenzéne. 2) Séparation de 5 anions inorganiques sur une colonne monolithique photogreffée avec du [2-
(methacryloyloxy)ethyl]trimethylammonium chloride : di=75um, linjection-détection= 8,5 cm, L=10cm, Phase mobile :
sodium perchlorate 10 mM, détection a 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’aprés [52].

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

I"aspect localisable de ce mode de fonctionnalisation avec I'utilisation d’'un masque de lumiere (Figure

32).

Irradiations UV

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

Il.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 complétent I'étude sur la photopolymérisation

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

Comme présenté précédemment, la polymérisation de différents monomeres 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 monomeéres 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 deuxiéme partie de ce chapitre. Les
principaux parametres (concentration en monomere et temps d’irradiation) ont été optimisés en
suivant I’évolution des propriétés chromatographiques (rétention/sélectivité et efficacité) a partir de
la séparation de nucléosides en mode HILIC. Le revétement acrylamide a ensuite été utilisé en
électrophorése capillaire pour la suppression du flux électroosmotique et la réduction des
phénomeénes d’adsorption. La stabilité du greffage a également été démontrée en milieu acide et

basique.
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A simple, rapid and localizable photochemical process for the preparation of hydrophilic coated capillary
and silica-based monolithic capillary columns is described. The process involves the free radical polymer-
ization of acrylamide monomers onto acrylate pre-activated silica surface triggered by UV photoinitiation.
The experimental conditions (monomer content, time of irradiation) were optimized on silica monolithic
columns by monitoring the evolution of the chromatographic properties (retention, permeability, effi-
ciency) in HILIC mode using a set of nucleosides as test solutes. Compared to thermal polymerization
process, the photoinitiation allows the preparation of highly retentive and efficient HILIC monolithic
columns in less than 10 min of irradiation. This process was then successfully applied to the surface
coating of fused silica capillary walls. In addition to its relative high stability and ability to reduce the
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Acrylamide electroosmotic flow, this polyacrylamide coating is localizable. Benefits of this localizable photochemical
HILIC process are highlighted through the conception of an in-line integrated bimodal microseparation tool
WSPE combining a SPE preconcentration step on a photografted silica monolith and an electrokinetic separa-

tion step in a polyacrylamide photopolymerized capillary section. Two neuropeptides are used as model
solutes to illustrate the suitability of this approach.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The miniaturization of separation systems is a major advance
in the field of analytical chemistry. Indeed, it brings solutions to
different issues such as small sample volume handling, reduction
of solvent consumption and/or expensive reagents while allowing
direct integration of successive steps (sample preparation, sepa-
ration, labeling and detection) for automation. In the toolbox of
analytical scientists, a wide variety of tools rely on the use of solid
stationary phases. Integration of solid phases inside miniaturized
devices is thus challenging. One of the most convenient ways to
insert solid stationary phases into miniaturized columns (capillary
tube, microfluidic channels) relies on the in situ synthesis of porous
materials such as organic or inorganic monoliths. If photopoly-
merized organic monoliths are easily in situ synthesized from a
large variety of monomers covering a wide range of interaction
mechanisms, they present some specific drawbacks. Compared to
their inorganic counterparts (silica monoliths) their permeability
is lower as well as their efficiency when used in hydrodynamic
mode [1-3] and their mass transfer kinetics is slower. Moreover,

* Corresponding author. Tel.: +33 0437423552.
! These authors contributed equally to this work.

0021-9673/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2013.12.038

organic monoliths are very sensitive to organic solvents effects and
particularly in highly aqueous and methanolic solvent in which
their performances deteriorate [2]. Although their synthesis may
not be localized as for their organic counterparts, inorganic mono-
liths like silica monoliths, may also be in situ synthesized according
to a sol-gel process and do not present these specific drawbacks.
However, at the end of their more time-consuming synthesis that
leads generally to bare silica monoliths, their surface chemistry has
to be subsequently modified. Such surface modifications can be
realized in different ways as reported by Tanaka and colleagues
[4]. The classical way to functionalize silica monoliths, silaniza-
tion [5-8], is time consuming. Besides this classical approach,
some authors [9] have proposed less-conventional surface func-
tionalization methods of silica or hybrid silica monoliths such as
thermal polymerization or hydrosilylation of hybrid allyl silica
monoliths [10,11], thermally initiated free radical polymeriza-
tion [12], nucleophilic substitution of amino-modified monoliths
[13], oxidation of mercapto moieties into sulfonic acid groups
[14]. However, all these functionalizations are thermal and time-
consuming processes. Moreover, if the integration of several steps
with different surface chemistries in a miniaturized system is
required, these approaches are not adapted due to the inability
to localize the grafted area. Thus, photopolymerization, a localiz-
able functionalization process, is particularly suited to meet this
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objective. Moreover, the versatility of photopolymerization as a
functionalization process for silica monoliths has already been
demonstrated in our previous work [15], with the elaboration
of highly efficient monolithic columns for reversed phase and
anion exchange modes. The two-step process involves, in a first
step, the derivatization of the overall silica surface (unlocalized)
with [y-(methacryloyloxy)propyl]trimethoxysilane (y-MAPS) to
create a layer of acrylate photoreactive groups. Appropriate sur-
face functionalities are then introduced in a second step, through
localized surface initiated photopolymerization. In this work, we
demonstrate the efficiency of photopolymerization through the
functionalization of different silica supports (monoliths and fused
silica capillaries) with acrylamide, as stationary phase for the HILIC
mode and as covalent coating in order to reduce electroosmotic
flow and prevent adsorption in capillary electrophoresis. In fact,
the HILIC separation mode is currently drawing a lot of interest due
to the possibility to separate small polar compounds on polar sta-
tionary phases. Compounds are shared between a water-enriched
layer partially immobilized on the hydrophilic stationary phase
and the less polar mobile phase. The elution order is so inverted
compared to RPLC. Moreover, the HILIC mode allows solving many
previously difficult separation problems, such as the separation of
small organic acids, basic drugs, and other neutral and charged
substances. It has been successfully applied to the analysis of carbo-
hydrates, peptides, sugars and polar pharmaceuticals [16-24]. Due
to its polar amide functions, acrylamide is particularly adapted for
HILIC mode. In fact, this polymer has been already grafted on dif-
ferent silica supports such as silica particles (commercial column
[25]) or silica monoliths [26] and has been recently introduced for
the preparation of an organic-silica hybrid monolithic column [27].
However, the grafting is always performed according to a thermal
process and is time consuming.

Here, we propose the photopolymerization as a versatile,
localizable and one-step surface functionalization to graft poly-
acrylamide (PA) on pre-functionalized silica monolith in a few
minutes. Photopolymerization has been first optimized and pre-
pared HILIC monolithic columns have been compared to other HILIC
columns grafted with acrylamide in order to evaluate the potential
of photopolymerization. Thereafter, photopolymerization of acryl-
amide has been implemented for the covalent coating of fused
silica capillaries. The acrylamide coating was first introduced by
S. Hjertén in 1985 to eliminate electroendosmosis and adsorption of
solutes [28] responsible for zone distortion loss in resolution. Elec-
troosmotic mobility values as low as 10~5 cm?2/V s (at pH 10) were
obtained with this coating [29] or with similar ones: dimethylacry-
lamide coating [30] or cross-linked polyacrylamide [31]. Although
this coating has found various applications in capillary elec-
trophoresis for the separation of several classes of compounds
[30,32-37], its synthesis according a classical thermal polymeriza-
tion requires numerous hours depending on conditions [30,32,33].
Moreover, the acrylamide coating is hung on the entire surface of
the capillary and cannot be localized in a defined zone if neces-
sary. In this work, we propose the use of photopolymerization to
locally coat the surface of fused silica capillaries with acrylamide
in only 10 min. The repeatability, reproducibility and stability of
the coating are here demonstrated. At last, the interest of localized
photopolymerization is here demonstrated with the on-line cou-
pling of a preconcentration step (implemented on a silica monolith
photografted with C12 alkyl chains) and an electrokinetic sepa-
ration step (implemented in an empty section of a fused silica
capillary photografted with acrylamide for the analysis of two
neuropeptides): Met-enkephalin and LEU-enkephalin. Indeed, the
development of in-line SPE preconcentration strategies coupled
with electrokinetic separations has attracted an increased interest
in the last few years [38] to automate the analysis of small sample
volumes, at low concentrations and with less handling. One of the

key features to success in this development is to be able to control
the surface chemistries of both preconcentration and separation
zones in order to be able to optimize both steps independently.
In the chosen example, the combination of a C12 monolithic sta-
tionary phase will allow the preconcentration of the peptides in
the reversed mode, whereas the acrylamide one will suppress the
electroosmotic flow to increase resolution in capillary zone elec-
trophoresis as will be demonstrated.

2. Experimental
2.1. Reagents and chemicals

All the reagents used were of analytical grade. Tetram-
ethoxysilane (TMOS), methytrimethoxylsilane (MTMS), urea,
PEG (Mn=10,000), lauryl acrylate, benzoin methyl ether
(BME), triethylamine (TEA), methanol (HPLC grade), peptides
MET-enkephalin and LEU-enkephalin, thiourea, naphthalene
and all the nucleosides were purchased from Sigma-Aldrich
(France). Acetonitrile (ACN) (HPLC grade) was purchased
from VWR. Acetic acid was from Riedel-de Haénn (Germany).
[y-(methacryloyloxy)propyl]trimethoxysilane  (y-MAPS) and
acrylamide were purchased from Acros (France). Tetrahydrofuran
(THF) was from Rathburn (UK). Propylbenzene, pentylbenzene,
phenylheptane, and octylbenzene were purchased from Fluka
(Switzerland). Hexylbenzene was from Alfa-Aesar (France). Phos-
phate buffer 20 mM and 10 mM were prepared using the adequate
proportions of KH,PO4 and K;HPO,4 in water (all reagents were
from Sigma-Aldrich, France). All aqueous solutions were prepared
using >18 MDI water (Millipore, Molsheim, France). PTFE-coated
fused-silica capillaries (TSU 75um id.) were purchased from
Polymicro Technologies (USA).

2.2. Preparation of methacrylate pre-functionalized silica
supports

2.2.1. Synthesis of silica monolith

The preparation conditions of silica monolithic columns were
similar to those reported by Hara et al. [39]. Monolithic silica capil-
lary columns were prepared from a mixture of TMOS/MTMS (85:15,
v/v). A total of 18 mL of this mixture was added to 40 mL acetic acid
(0.01 M) containing 1.9 g PEG and 4.05 g urea and stirred at 0°C for
30 min. Then the temperature was raised up to 40 °C and the mix-
ture was stirred for 10 min before it was charged into fused-silica
capillaries. Filling steps of capillary columns were carried under
nitrogen (N;) pressure using a Nanobaume system (CIL-Cluzeau
Info Labo SA). After that, the filled and blocked capillaries were kept
at 40°C overnight for gelification and aging. Then, the temperature
was raised slowly up to 120 °C and maintained at this temperature
for 4 additional hours to form mesopores with the ammonia gener-
ated by the hydrolysis of urea. The monolithic silica columns were
then cooled and washed with methanol. Morphological characteri-
zation of the monoliths was done using a JEOL nanoscope JCM 5000
(Japan) scanning electron microscope after a gold coating of the
samples. The hydrodynamic permeability was determined using
Darcy's law and naphthalene as ty marker (nonretained solute) in
95/5 acetonitrile/water mobile phase.

2.2.2. Methacrylate pre-functionalization

Prior to surface photopolymerization, silica monoliths or fused
silica capillary surfaces were derivatized with a methacrylate
functionalized silane (y-MAPS) to anchor acrylamide coating on
the surface by covalent bonding. The silanization solution was
composed of the y-MAPS silanizing agent (5%, v/v), a catalyst (tri-
ethylamine) (2.5%, v/v), and a solvent (95/5, v/v, MeOH/Water).
Silanization was performed at 80 °C during 3 h under hydrodynamic
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Table 1

Optimization of photopolymerization of acrylamide on methacrylate pre-functionalized silica monoliths (capillary length = 10 cm, length from injection to detection=8.5 cm,
i.d.=75 pm). Mobile phase 90/10, v/v, ACN/Water, AP=12bar (~180nL/min). Detection at 214 nm (n.d. = not determined). Column-to-column reproducibility less than 8%

for retention factor and 15% for Hy,;, values (n>3).

Acrylamide (w/v%) Irradiation time Uracile Uridine Adenosine Cytosine Cytidine Guanosine Permeability
k n.d 0.25 0.9 1.5 1 0.8
. .d. . . . . 4o
(Bare silica) X Hoin nd 7 7 3 6 6 (46+1.1)x10" " m
k 0.34 0.68 1.08 143 1.73 2.2
. 14 2
o 5min Huin 9 7 P 8 9 P (3.5+£1.2)x10" " mi
k 0.47 0.80 11 1.35 1.81 24
H N : . - N N —14 2
10 min Huin 9 7 7 3 7 P (3.84+£0.8)x10"“ mi
k 0.57 0.46 1.7 2.19 3.15 4.57
. 5 - . -14 142
1o 5min Hun 32 25 36 21 25 30 (4+1.1)x10" m
k 0.56 1.37 1.7 22 3.2 4.5
. —14 2
10 min Huin 25 20 25 16 17 25 (3.7£1.4)x107 " mi

flow. After silanization, monoliths or fused silica capillaries were
thoroughly rinsed with MeOH.

2.3. Photopolymerization protocol of acrylamide

The pre-functionalized silica support was filled with a mixture
containing 100 mg of acrylamide and 6 mg of BME in 2 mL of 50/50,
v/v, MeOH/Water (0.3%, w/v). The capillary was then irradiated for
10 min at 365 nm and washed with methanol.

2.4. Instrumentation

CE experiments were carried out with an Agilent HP3D CE sys-
tem (Waldbronn, Germany) equipped with a diode array detector
and an external pressure device allowing to work up to 12bar.
The control of the electrophoresis system and the data acquisition
were carried out by the Chemstation system (Agilent Technolo-
gies, Waldbronn, Germany). The illumination system used for
photopolymerization reactions was a BioLink cross linker (VWR
International, Strasbourg, France) equipped with five 8 W UV tubes
emitting at 365nm. An LC pump (Shimadzu LC 10AD, Tokyo,
Japan) was used to rinse the capillaries after their fabrication. A
Nanobaume system (CIL-Cluzeau Info Labo SA) was used to rinse
and charge capillary column under nitrogen pressure.

3. Results and discussion

3.1. Photopolymerization of acrylamide on different silica
supports

3.1.1. Silica monolithic supports

Firstly, the influence of different parameters (time of irradia-
tion, concentration of acrylamide in the reaction mixture) has been
evaluated in order to optimize the photopolymerization of acryla-
mide on methacrylate activated silica monoliths. Benzoin methyl
ether (BME) was chosen as photoinitiator [ 15] for its high efficiency
as free radical generator under illumination [40]. Its concentration
was set at a fixed value (6 mg in 2 mL of polymerization mixture, i.e.
0.3%, w/v) that has been demonstrated to be an adequate concen-
tration for the photopolymerization of various monomers on silica
monoliths [15]. The irradiation intensity is not a tunable parameter
with the UV-cross-linker used throughout this study (a commonly-
used one): the power of illumination (irradiance) of the cross-linker
is fixed (2.96 mW/cm? at 365nm) and only the duration of the
irradiation is adjustable.

For this set of experiments, a unique long monolithic column
was synthesized and cut into several pieces (of about 12 cm), to
allow direct comparison of the grafted columns among them-
selves and with the bare one, depending on the grafting parameters
(amount of acrylamide and irradiation duration).

The obtained PA photografted columns have been characterized
by nano-LC in HILIC mode for the separation of a set of nucleosides.
Retention factors of six nucleosides used as test solutes, efficiency
(expressed as minimal theoretical plate height H,,;, at the opti-
mal velocity of the mobile phase) as well as permeability have
been measured in each experimental condition and are given in
Table 1.

Retention factor values can be used to compare the “amount of
poly(acrylamide) of stationary phase” which is supposed to directly
correlate with retention factors, while shifts (losses) in efficiency
may give information about the ability of the polymerization pro-
cess to keep the initial efficiency of the monolith.

Starting monolithic bare silica columns (skeleton size ~1 wm
and macropores ~2 pm) exhibit high efficiency, with minimal plate
heights of about 6 + 1 wm and relatively high permeability values
(46+1.1x10"“m?2).

First, it is worth noticing that, whatever the grafting conditions,
i.e. acrylamide amount or irradiation duration, the permeability of
the monolithic columns is not significantly altered, thus leading to
the conclusion that the photopolymerization process does not lead
to any obstruction nor to a significant decrease in the diameter of
macropores, i.e. that the polymer thickness remains negligible in
front of the macropore size (2 p.m).

For all test solutes, an increase in the retention factors is
obtained when the amount of acrylamide is increased in the
polymerization mixture: as an example, doubling the amount of
acrylamide (from 5% to 10%) results in a twofold increase in the
retention factor of the most retained solute guanosine. However,
as illustrated by the minimum height plate values measured at the
optimal linear velocity (Hyy,), this increase in retention factors is
obtained at the expense of efficiencies which decrease after grafting
by a more than a twofold factor for all solutes.

The comparison of the efficiency measured for two solutes with
similar retention factors (k = 2.4), cytosine on the (10%, 10 min) col-
umn and guanosine on the (5%, 10 min) column, allows to affirm
that the loss of efficiency consecutive to the increase of the acryl-
amide content in the polymerization mixture is not due to the
increase in retention but may be attributed to the larger amount
acrylamide incorporated to the monolith i.e. to a larger thickness of
the acrylamide coating. As no variation in permeability is observed,
the structure of the monolith (at the micrometric scale) is not sig-
nificantly modified and the dispersion related to flow anisotropy
(A term of the Van Deemter equation) is not affected as well as the
B term, related to longitudinal diffusion. As a consequence, a vari-
ation in efficiency after the grafting step may only result from a
modification of mass transfer kinetics (C term of the Van Deemter
equation).

It can be supposed that a thicker acrylamide layer impairs the
accessibility of solutes into mesopores that are partially clogged
or whose entrance is partially restricted, which results in hindered
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Fig. 1. Separation of six nucleosides on (a) bare silica monolith and (b) PA photografted silica monolith. Dead time t, measured with naphthalene, (1) uridine, (2) guanosine,
(3) adenosine, (4) cytidine, (5) cytosine, (6) uracil. Capillary length=10cm, length from injection to detection=8.5cm, di=75 p.m. Mobile phase 90/10, v/v, ACN/Water,

AP=12bar (~180 nL/min). Detection at 214 nm. Temperature: 25°C.

diffusion [41] and accounts for deterioration of the column effi-
ciency. This effect has been already observed by Z. Zajickova et al.
[42] who have shown that according to the density of photografted
functional groups, the efficiency can drop dramatically. Whatever
the amount of acrylamide in the polymerization mixture (5% or
10%), the retention factor of all nucleosides, as well as the efficien-
cies do not vary significantly with the irradiation time (in the range
of 5-10min). This result indicates that the irradiation duration is
not the limiting factor in the photopolymerization process. Short
irradiation times (of about 5-10 min) are enough for providing high
retentivity compared to that shown in previous report [26] while
keeping the intrinsic efficiency of the bare silica monolith. The fact
that the efficiency is kept after the grafting clearly demonstrates
that the grafting is homogenous across the section of the capillary:
a radial heterogeneity consecutive to a bad UV light transmission
through the monolith would have altered the efficiencies.

According to this set of experiments, best photopolymerization
experimental conditions are 5% acrylamide with a 10 min irradia-
tion duration.

The separation of six nucleosides was compared on all sup-
ports: bare silica monolith, y-MAPS prefunctionalized monolith
and acrylamide photografted monoliths. Whereas no retention

Table 2

was obtained for the six solutes on the y-MAPS prefunctionalized
monolith (results not shown), bare silica monoliths and acrylamide
ones both exhibit retention but with quite different selectivities
(Fig. 1).

On the silica monolith, nucleosides are unsuccessfully sepa-
rated and present retention factors ranging from 0.25 for uridine
to 1.25 for cytosine. After photopolymerization, the chromatogram
(Fig. 1b) shows a baseline separation of the 6 nucleosides. The com-
parison of the order of elution on both stationary phases highlights
a great difference in selectivity and thus well demonstrates the
effectiveness of the photopolymerization process. Such a difference
in selectivities between bare silica and acrylamide modified silica
has already been observed [43]. Finally, the elution order as well
as the retention factors of the 6 nucleosides were compared with
those obtained with other silica supports grafted with acrylamide
including the commercial TSK gel amide column (see Table 2).

Compared to other grafting processes, the retention factors
measured on the PA photografted monolith are equal or surpass
those obtained with other grafted monoliths already reported
[26,27]. The commercial TSK gel amide column is used as a ref-
erence. The retentions are much larger (up to a fivefold factor)
than the ones obtained on monolithic columns. This is a general

Comparison of retention factors of u: uridine, a: adenosine, c: cytidine and g: guanosine obtained with different silica supports grafted with acrylamide. Mobile phase 90/10,

v/v, ACN/Water at AP=12bar (~180nL/min). Detection at 214 nm. Temperature 25°C.
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Fig. 2. Comparison of selectivities between four nucleosides obtained on different silica supports grafted with acrylamide. Mobile phase 90/10, v/v, ACN/Water at AP=12 bar

(~180nL/min). Detection at 214 nm. Temperature 25°C.

trend: columns filled with porous silica particles exhibit a larger
phase ratio than monolithic materials owing to their lower poros-
ity (about 70% of total porosity for porous particles against 90-95%
for monoliths) and similar surface areas. The selectivities between
each pair of nucleosides (peaks side to side) have been calculated
and reported in Fig. 2. The elution order of nucleotides is simi-
lar for all acrylamide columns but some significant differences in
selectivities are highlighted according to the grafted silica support.
These different behaviors may be attributed to the spacer that links
the acrylamide moieties to the silica support (assuming that the
underlying monolith structure and composition have minor impact
on the final selectivity as can be supported by Fig. 1). In fact, the
silica monolith grafted with polyacrylamide [26] and the PA pho-
tografted silica monolith only differs by the spacer. The substitution
of one atom of oxygen by a nitrogen one on the spacer leads to
the dramatic modification of the selectivity between adenosine and
cytidine (1.6 vs 2.9). Similarly, the selectivity between uridine and
adenosine obtained with the hybrid acrylamide monolith [27] is
singular and may result from the presence of the sulfur atom in the
spacer.

3.1.2. Covalent coating in fused silica capillaries

A fused silica capillary has been photografted with acrylamide
according to the optimized protocol described previously. The effi-
ciency of the PA photopolymerization has been evaluated by the
determination of the electroosmotic flow at pH 8.3 (Tris-borate
buffer, 44.5 mM) using acetone as a dead time marker and accord-
ing to Vigh's procedure as reduced EOFs were expected with
such a coating [44]. The repeatability and reproducibility of elec-
troosmotic flow measurements were obtained for three different
synthesis batches.

Fused silica capillaries exhibit high electroosmotic mobilities at
pH 8.3 (up to 4 x 10~4 cm?2/Vs). The PA photopolymerization pro-
cess, afteronly anirradiation duration of 10 min, drastically reduces
the electroosmotic mobility down to (2.94+1.1)x 10-6cm?/Vs
(mean value and standard deviation obtained for the measurement
of three repetitions on three different batches of functionalization).
As the electroosmotic flow is usually considered as negligible when
the electroosmotic mobility is less than 2 x 10~> cm?2/V s, the effi-
ciency of the photografting is highly satisfactory (the EOF mobility
value measured lies in the domain of incertainty of the measure-
ment). To demonstrate the interest of the PA photopolymerization
process for open tubular applications, the stability of the pho-
tografted capillaries was evaluated in acidic (pH 3.6) as well as in
basic conditions (pH 8.3). PA photografted capillaries were exposed

to phosphate buffers (20mM) at these two pH values. The EOF
was measured every 5h according to Vigh's procedure at pH 8.3.
Stability measurements are presented in Fig. 3.

All the he electroosmotic mobilities were measured at pH 8.3,
thus allowing a direct comparison of the results. Each measure-
ment was carried out in triplicate allowing to estimate a RSD
value of about 10%. The EOF values increase slightly to reach
2 x 107> cm?/Vs after 90h in basic buffer/110h in acidic buffer.
This threshold value of 2 x 10-5cm?2/V's is often used to discard
capillaries when a low EOF is required [45]. The stability of the
EOF demonstrates the stability of PA photografted coating. The
photopolymerization process gives similar results to the initial pro-
cedure of Hjertén but the UV-irradiation opens new perspectives
for of the grafting in defined areas inside capillary.

3.2. Application and interest of localized photopolymerization

A straightforward application of the localized functionalization
is presented and concerns the on-line coupling of preconcen-
tration and separation steps in capillary. This tool was used to
preconcentrate diluted solutions of two model neuropeptides,
Met-enkephalin and LEU-enkephalin, prior to their elution and sep-
aration by capillary zone electrophoresis (CZE). Fig. 4 illustrates
the experimental set-up in a fused silica capillary that integrates
two defined areas. At the inlet end, a 2-cm length silica mono-
lith photografted with lauryl acrylate (C12) serves as solid phase
microextraction support. This hydrophobic support was elaborated

Exposition time (hours)
1,E+00

20 40 60 80 100 120

@ Exposition at pH 8.3

F o
P, m
g =

X Exposition at pH 3.6
1,E-03 +

LE04 ~

LE0S 1 x X
%X » eese e
1E06 T ® I

b

Electroosmoticmobility (cm?/V/s)

1E-07 -

Fig. 3. Evolution of electrosomotic mobility after exposure of PA photografted
capillaries to acidic or basic buffers. EOF measured with acetone according to Vigh's
procedure in Tris-borate buffer 44.5 mM pH 8.3. Exposure to basic medium (phos-
phate buffer 20 mM pH 8.3) and to acidic medium in phosphate buffer 20 mM pH 3.6.
Capillary length =33 cm, length from injection to detection=24.5cm, i.d.=75 pm.
Detection at 280 nm; the three values between brackets are outliers that can be
discarded owing to the general trend.

60



94 R. El-Debs et al. / J. Chromatogr. A 1326 (2014) 89-95

Preconcentration

Fig. 4. Scheme of the capillary developed for the on-line coupling of the precon-
centration and separation of neuropeptides. Capillary length =33 cm, length from
injection to detection=8.5cm, i.d.=75 pm.

according to the procedure described in a previous work [15]. The
rest of the capillary column (open tube) is used to separate the
preconcentrated peptides by CZE. In addition to being automated,
the on-line coupling at microscale allows to handle low volumes of
dilute samples.

Some experimental set-ups integrating a solid phase extrac-
tion at the inlet of capillary column and their interest have been
previously reported [38,46] and rely either on home-made particu-
lates SPE microcartridges connected upstream the empty capillary,
trapping of magnetic particle or on monoliths in situ synthesized.

The proposed methodology herein is a simple and rapid alterna-
tive to some cumbersome approaches allowing to prepare different
areas inside a capillary without any connection and with the full
control of all the surfaces chemistries involved in the whole ana-
lytical process.

Two neuropeptides, Met and Leu enkephalin were used as test
solutes. The preconcentration and elution of these solutes have
already been successfully reported using SPE-CE-MS method (with
LOD as low as 1ngmL~1) [47,48] and this separation model was
considered herein to demonstrate the interest of the photopoly-
merization process with UV detection although it does not claim to
be challenging to MS detection systems.

The relatively high permeability of the silica monolith allows to
percolate large sample volumes (up to few microliters) compared
to the volume of the monolithic stationary phase (about a hundred
nanoliters) in a few minutes. The elution of the peptides is achieved
by injecting hydrodynamically a plug of methanol/phosphate
buffer pH 2.2 (75/25, v/v) of approx. 50nL. The elution plug is
then moved out of the monolith to about 2cm inside the open
tube capillary before the application of the separation voltage. The
optimized electrophoretic separation of preconcentrated peptides
without any further modification of the capillary wall of the empty
section is given in Fig. 5a. The preconcentration/elution/separation
process only leads to a partial separation of the two peptides.

The low resolution between the two solutes may be attributed
to two different phenomena. The presence of a monolithic seg-
ment inside an empty capillary is known to affect the “apparent”
electroosmotic flow inside the empty segment of the capillary and
to deteriorate the efficiency by modifying the flow profile [49]. As
demonstrated by Rathore [49] when a packed and open segments
(segments of different porosities and/or different zeta potentials)
are connected in series, the mass conservation law requires that
the volumetric flow rate of the mobile phase has to be the same in
the two segments. The pressure at the interface of the packed and
open segments becomes different from that at the inlet and outlet
of the monolithic segment (ambient pressure). This “flow equal-
izing intersegmental pressure”, provides a mechanism to alter the
velocities, in order to satisfy the conservation of volumetric flow
rate but leads to the creation of hydrodynamic flow.

This hydrodynamic flow participates in peak broadening and
may thus lead to a loss of resolution as already reported by Byrne
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Fig. 5. Separation of Met and Leu-enkephalin by CZE after preconcentration on
C12-photopolymerized silica monolith (a) without acrylamide coating and (b)
with acrylamide coating. Capillary total length=33cm, length from injection to
detection=8.5cm, i.d.=75 wm. Phosphate buffer 10mM pH 3.6. U=(a) 10kV (b)
20KkV. Solution of Met and Leu-enkephalin at 10 pg/mL. Percolated volume of (a)
200nL (b) 1 pL. Length of monolith: (a) 1cm* (b) 1.5cm®*. Elution with 50nL of
MeOH/phosphate buffer pH 2.2 (75/25). *The length of the monolith is different
between the two experiments because of the constraints of the capillary cartridge
dimensions that forced us, in the second case, to keep 1.5 cm of monolith so that the
entire length of the capillary fitted with the minimum length for the entire column.

et al. who has demonstrated that segmented column can some-
times have a deleterious effect on separation [50]. Secondly, the
lack of resolution may result from the high apparent mobility of
the cationic solutes that can be lowered by decreasing the co-
directional electroosmotic mobility. In order to overcome both
these issues, the capillary wall was photografted with acrylamide
according to the photopolymerization procedure. This procedure
largely reduces the EOF with two positive impacts on the separation
step. In the absence of EOF, the hydrodynamic flow is eliminated
thus avoiding a potential band broadening effect and the apparent
mobility is significantly reduced.

The electrophoregram after percolation/elution/separation on
PA photografted capillary is given Fig. 5b. The two solutes migrate
more slowly due to the elimination of the EOF and are fully sep-
arated in less than 5min. The photopolymerization of PA in the
separation tube greatly improves the resolution. The short dif-
ference in length of the monolith cannot be responsible for the
separation improvement: it should be the opposite as it decreases
the remaining length of the capillary (before the detection win-
dow) available for the electrokinetic separation. The length of the
monolith has only an impact on its preconcentration capacity.

4. Conclusion

Control of the physico-chemical properties at the microscale is
a prerequisite to the development of miniaturized devices. Silica
is widely implemented as chromatographic solid support as well
as microfluidic system. With the increasing need of integrated and
miniaturized analytical tools, the design of flexible, localizable and
simple surface functionalization of silica is challenging. A simple
and convenient strategy which involves photopolymerization of
acrylamide to prepare hydrophilic coating on fused silica and
monolithic column by UV irradiation is reported. Short irradiation
time, less than 10min in the presence of acrylamide (5%, w/v)
and photoinitiator (0.1%, w/v) leads to highly retentive HILIC
column without affecting the intrinsic chromatographic prop-
erties of the silica monolith (Hp,;, of 61 wm and permeability
of (4.6+1.1)x 107 ¥ m?). 6 nucleosides were thus successfully
separated by nano-LC analysis. Direct transfer of the optimized
protocol was then used to prepare PA coated fused silica capillaries.
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The obtained layers have a similar behavior compared to the PA
coating used as reference according to Hertjén's protocol. The
photopolymerization is moreover rapid, simple and localizable.
The photochemical process investigated was then used to improve
the preconcentration and separation of two neuropeptides. The
analytical device is composed by the in-line coupling of a 2cm
length monolithic segment (SPE column) at the entrance of an
electrophoresis capillary column. Preconcentration of model
solutes was realized according to a reversed phase mechanism
on a C12 photografted silica monolithic segment whereas the
separation of the eluted peptides was successfully realized by
capillary electrophoresis inside a PA photopolymerized capillary.
This example highlights the importance of the control of the
physico-chemical properties inside miniaturized devices.
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I.2. Colonnes multimodales modifiées par photopolymérisation pour I'analyse

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

L'objectif de la troisieme partie de ce chapitre est de démontrer I'intérét de la localisation du greffage
pour la réalisation de colonnes multimodales. L’application retenue pour illustrer le potentiel de ces
colonnes multimodales est I'analyse de neuropeptides (Met-enképhaline et Leu-enképhaline)
incluant, « in-line », une étape de préparation d’échantillon par micro-extraction sur phase solide
(USPE sur silice photopolymérisée C12), de dérivation sur support, puis de séparation par
électrophorése capillaire (CZE sur capillaire sans FEO, photopolymérisé acrylamide) avant une
détection par spectrométrie de fluorescence induite par laser (LIF). Une étude bibliographique sur
I’'analyse de ces peptides recense tout d’abord les principales méthodes utilisées a I'heure actuelle
pour réaliser cette analyse et dresse un cahier des charges de la méthode a développer. Une étude de
faisabilité d’'un systéme 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 facon « off-line »
afin d’optimiser les différents parametres de dérivation. Bien que le couplage de I'ensemble des étapes

ne soit pas totalement achevé, les résultats sont tout de méme présentés dans cette troisieme partie.
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11.2.1. Etude bibliographique

De par leur forte implication dans des mécanismes de réponses immunitaires [2], la détection des
peptides de type opioides représente aujourd’hui un enjeu de taille dans I'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 a la morphine et permettent ainsi d’atténuer ou méme de
supprimer les sensations de douleur [3]. Du fait de leur capacité a diminuer la vitesse de
renouvellement de la noradrénaline et a 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 a des faibles
concentrations (0,1 a 0,01 ng/mL) et dans des matrices biologiques complexes et disponibles en faibles
quantités, nécessite I'utilisation de systémes séparatifs miniaturisés adaptés. L’électrophorese
capillaire représente actuellement une technique de choix dans I'analyse de composés bioactifs, par
son pouvoir de séparation élevé, la rapidité des analyses, le faible volume d’échantillon nécessaire ou
encore son faible colt 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 trés élevés, elles ne
permettent pas de purifier I'échantillon et les conditions d’injection doivent satisfaire certains critéres
parfois contraignants en termes de conductivité de I'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 I’alternative la plus robuste et la plus
adaptée a I'analyse d’échantillons complexes. Le couplage de cette pré-colonne avec |'étape de
séparation peut se faire de facon « in-line » ou « on-line » comme présenté dans la partie « Contexte ».
Le Tableau 8 ci-dessous énumeére les différentes stratégies proposées dans la littérature pour I’'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’aprées les différents travaux rapportés dans le Tableau 8,
de telles limites de détection peuvent étre 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 systemes de dérivation
ont été envisagés dans la littérature, mettant en jeu différents couples d’agents fluorogenes et
nucléophiles. Largement utilisé pour la stabilité des dérivés formés et la rapidité de la réaction de
dérivation [26], le systéme naphtalene-2,3-dicarboxaldéhyde/cyanure (NDA/CN" ) reste aujourd’hui le
plus utilisé dans I'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 I'amine primaire du composé a
dériver en présence d‘ions nucléophiles CN". Marléne Lacroix et al. ont également rapporté |’ utilisation
de la NDA comme agent fluorogéne 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 systémes, toujours
a base de NDA mais avec des nucléophiles tels que le 2-mercaptoethanol ou I'éthane thiol, conduisent
a des temps de dérivation intéressants de quelques secondes et des rendements de dérivation encore
plus importants [36-38]. Néanmoins, les produits de dérivation sont particulierement instables et
I'intensité de fluorescence de la solution diminue considérablement au bout de quelques minutes [36].
Enfin, bien d’autres systemes tels que les systemes 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 systeme miniaturisé peut étre réalisée selon plusieurs approches différentes [42]. La
dérivation pré-colonne consiste a 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 a mettre en
ceuvre, une dilution de I'échantillon dans la solution de dérivation est nécessaire et rend délicate
I’'analyse d’échantillons déja trés dilués. De plus, dans le cas de la préconcentration par LVSS présentée
par Siri et al [22], la dérivation des peptides est réalisée de fagon off-line sur des volumes
d’échantillons de 500 pL. Cette approche n’est donc pas trés adaptée a I'analyse de faibles volumes
d’échantillon. Enfin, certains composés dérivés n’étant pas tres stables, une dégradation partielle
avant l'injection peut entrainer des variations dans la quantification des pics d’intérét. Dans I'approche
dite in-colonne, le composé a dériver ainsi que les agents de dérivation sont injectés dans un ordre

approprié permettant, a 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 étre compatibles avec les conditions de
séparation en électrophorése 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 a dériver et des agents de dérivation doivent étre également judicieusement
choisies afin d’éviter des dérivations multiples dans le cas de composés disposant de plusieurs sites de
dérivation. Une troisieme approche dite post-colonne consiste a 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 a 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 I'injection en continu des agents de dérivation dans le détecteur, le bruit de
fond est souvent important au cours de I'analyse et la dispersion des pics est augmentée dans la cellule

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

Une derniére approche peut également étre envisagée et consiste a réaliser la dérivation, en ligne,
directement sur un support solide intégré en amont de la zone de séparation. Le principe consiste a
fixer préalablement I'un des deux réactifs sur ce support (soit le composé a dériver soit I'agent
fluorogene) et a injecter le reste des réactifs dans une deuxiéme étape. Une étape de lavage permet
ensuite I"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 deuxieéme zone. Le

protocole de dérivation étant réalisé en un temps trés court et immédiatement avant la séparation, il

68



ne devrait pas y avoir de dégradation des composés dérivés ni de produits de dégradation interférents
sur le chromatogramme ou I'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
I’échantillon ce qui est particulierement 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, I'étape

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

La premiére partie de ce travail sera consacrée a I'étude de faisabilité d’un systéme d’analyse en ligne
pour la préconcentration/séparation de la Met et Leu-enképhaline. La colonne multimodale utilisée
présente deux zones avec, en téte 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 I'acrylamide (toujours par
photopolymérisation), constituera la zone de séparation des peptides en CZE. Ces travaux ont été
brievement 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 deuxieme partie de ce chapitre. Une description plus
détaillée du protocole d’analyse est ici proposée. Dans la deuxieme partie, I'objectif est de développer
un systéme d’analyse pour la préconcentration/dérivation et séparation en ligne de la Met et la Leu-
enképhaline. Ce systeme devrait permettre de gagner en sensibilité grace a 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 I'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
méme présentés dans cette troisieme 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 méme, la dérivation de peptides
pourrait éventuellement présentée un intérét pour leur détection en spectrométrie de masse. Les
travaux de Marlene Lacroix rapportent une étude sur la dérivation de peptides en amont d’une
détection par spectrométrie de masse mais I'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 étre utilisée, a terme, par exemple pour la dérivation sur

des embouts de micropipettes remplis de monolithe.
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11.2.2. Partie expérimentale

11.2.2.1 Etude de faisabilité d’un systéme d’analyse en ligne pour la préconcentration/séparation

de la Met et Leu-enképhaline

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

Les peptides sont, dans un premier temps, percolés dans de |'eau pour permettre une pré-
concentration en phase inverse. Le capillaire est ensuite rincé avec I'electrolyte de séparation pour
préconditionner le capillaire avec I'électrolyte avant I'étape de séparation. Afin d’optimiser la
séparation des deux peptides, un tampon phosphate de 10 mM a un pH de 3,6 proche du pka des
peptides est choisi comme électrolyte de séparation pour maximiser I'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
a 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 'ionisation des peptides dans le créneau d’élution. En effet, la mobilité
électrophorétique des peptides étant reliée a 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 électrophoréese
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 I'effet de I'électromigration et du

flux électroosmotique résiduel.

¢ Influence du revétement 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 revétement acrylamide (avec uniquement des fonctions acrylates résultant de |la
préfonctionnalisation en surface). L'électrophorégramme obtenu lors de I'injection de 200 nL d’une
solution a 10 pg/L de chacun des deux peptides (Figure 37-a) met en évidence une résolution
insuffisante. La relation reliant la résolution aux différents paramétres expérimentaux et grandeurs
électrophorétiques (dans le cas ou la diffusion est la seule source de dispersion) est présentée Figure

36.
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Figure 36: Formule de la résolution en chromatographie avec Rs : résolution, V : tension, Au= différence
de mobilité électrophorétique, fi=moyenne des mobilités apparentes, | : longueur jusqu’a la détection,
L : longueur totale du capillaire et Dm : coefficient de diffusion.
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D’apreés cette relation, une amélioration de la résolution peut étre obtenue par:

- Une augmentation de la différence de mobilité électrophorétique Alep. Le pH de 3,6

(proche du pKa des peptides) retenu pour la séparation est le pH optimum permettant de

maximiser la valeur de Allep [45,46].

- Une augmentation de la tension aux bornes du capillaire V. Des essais réalisés avec des
tensions variant de +10kV a +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 Ueo (réduction de fi).
Une diminution voire suppression du flux électroosmotique dans la partie vide du capillaire
(zone de séparation) devrait permettre I'amélioration de la séparation.

Un revétement acrylamide, connu pour ses propriétés de suppression de flux électroosmotique et de
revétement anti-adsorption a été photopolymérisé dans la partie vide du capillaire. La valeur du flux
électroosmotique mesurée a environ 10°® cm?/V/s (contre 10* cm?/V/s) a pH 8,3 montre I'efficacité du
revétement. L’électrophorégramme obtenu aprés préconcentration (1puL de solution a 10 pg/mL),
élution et séparation des peptides est présenté Figure 37-b. Il met en évidence une nette amélioration

de la résolution suite a la suppression du flux électroosmotique.

La comparaison des mobilités apparentes pour le 1°" peptide élué (Met) avec et sans suppression de

flux illustre clairement I'intérét du revétement acrylamide.
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Figure 37: Séparation de la Met et Leu-enképhaline par électrophorése capillaire aprés préconcentration
sur monolithe C12 a) sans revétement acrylamide et b) avec revétement acrylamide. Longueur totale de
capillaire = 33 cm, longueur injection-détection = 8,5 cm, di = 75 um. Tampon phosphate 10 mM pH 3,6. Tension
= a) 10kV b) 20kV. Solution de Met et Leu-enk a 10 pg/mL. Volume percolé de a) 200 nL b) 1pL. Elution
avec 50 nL de MeOH/tampon phosphate pH 2,2 (75/25).
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e Evaluation de la limite de détection atteignable avec ce systeme

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 a son déplacement sur le monolithe au cours de
la percolation. Une estimation de ce volume est obtenue a partir des équations des modeles de

rétention des peptides sur monolithe C12 (L= 10 cm) qui permettent de calculer la vitesse du peptide

Vitesse de la phase mobile (cm/min)
k+1 '

sur le monolithe selon I’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 : In k=-0,142 % MeOH+5,121

Pour la Leu-enk : In k = -0,142 % MeOH+ 5,728

Le volume maximal théorique de percolation a été estimé a une vingtaine de microlitres (valeur
calculée pour la Leu-enk). Un premier essai a été réalisé en percolant 10 uL d’une solution de Met et

Leu-enk a 40 ng/mL. L’électrophorégramme obtenu est présenté Figure 38.
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Figure 38: Electrophorégramme obtenu en percolant 10 pL d’une solution de Met et Leu-enk a 40 ng/mL.
Détection a 214 nm.

Pour évaluer la limite de détection atteignable avec ce systéme, un deuxiéme 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

systeme pour détecter des faibles concentrations. Il n’est pas envisageable, méme en percolant un

volume trois fois plus important, d’atteindre les limites de détection souhaitées (< ng/mL).
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Figure 39: Electrophorégramme obtenu en percolant 7,5 plL d’une solution de Leu-enk a 10 ng/mL.

Détection a 214 nm.

e 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 systeme présenté précédemment, la détection UV ne

permet pas d’atteindre notre objectif de détecter les enképhalines a 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 étre intégrée au systeme

d’analyse.
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11.2.2.2 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 méme que celle présentée précédemment. Elle se compose d’une premiere zone de 2
cm remplie de monolithe et photopolymérisée C12 et d’une zone vide photopolymérisée avec de
I'acrylamide pour la séparation électrocinétique des deux composés. Pour la dérivation de la Met et
Leu-enk, le systeme NDA/CN" a été choisi pour son efficacité et la stabilité des composés formés. La

réaction de dérivation est présentée Figure 40.

CH
CHO CH -~ _
. HaN-CH-COy N=CH-CO,
CHO R R
NDA . Peptide dérivé
Peptide p
(naphthalene-2,3 dicarboxaldehyde) P fluorescent

Figure 40: Réaction de dérivation des peptides avec le systéme NDA/CN".

Le protocole de dérivation en ligne proposé est présenté Figure 41. La premiere étape consiste a
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’avere 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 I'exces de NDA qui n’aurait pas été fixé au support, un ringage de la colonne avec de |'eau
est ensuite réalisé. La deuxieme étape du protocole consiste a percoler les peptides dans une solution
aqueuse a pH 7 (pH de dérivation) contenant des ions CN™ nécessaires a la dérivation. Les peptides
devraient ainsi réagir avec la NDA fixée sur le support. Une étape de ringage est ensuite envisagée avec
une solution pH 7, contenant uniquement des ions CN™ (sans peptide). Le capillaire est ensuite rempli
avec |'électrolyte de séparation. La composition de cet électrolyte devra étre judicieusement choisie
pour éviter I'élution des peptides dérivés pendant cette phase de conditionnement avec |'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.
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Figure 41: Protocole proposé pour la préconcentration/dérivation/séparation en ligne de la Met et Leu-Enk.

A

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 »). Apres 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 a I'ionisation partielle de leur fonction acide carboxylique.

11.2.2.2.1. Séparation de la Met et Leu-enképhaline dérivées a la NDA en tube vide

acrylamide

e Choix de I'électrolyte de séparation

Afin d’optimiser les conditions de séparation des peptides dérivés dans un capillaire acrylamide, une
solution de peptides dérivés a 5 nM (dérivation en solution selon le protocole présenté dans I’Annexe
1) est injectée en CZE dans des électrolytes de séparation de pH différents. Pour éviter I'adsorption
des peptides dérivés sur le revétement acrylamide, 10% d’ACN sont ajoutés dans chaque électrolyte.
Les électrophorégrammes présentés Figure 42 mettent en évidence une séparation optimale des

peptides dérivés a pH 3,6.
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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, I=10 cm, L=30 cm, Détection LIF (Aex =
410 nm).

e Créneau d’élution

Afin de simuler les conditions d’élution dans le cas du couplage en lighe 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 I'injection d’un long
créneau de faible conductivité est susceptible d’entrainer des ruptures de courant dans le systeme,
voire un échauffement local lié au champ électrique élevé dans les zones de faible conductivité. Le pH
du créneau d’élution est fixé a 7 avec un tampon phosphate afin de maximiser I'ionisation de la
fonction acide carboxylique des peptides dérivés pendant cette étape. En effet, lors de la mise sous
tension pour I'étape de séparation, une ionisation maximale permettra I'électromigration rapide des
peptides dérivés hors du créneau d’élution. Ainsi, pour chaque composition d’élution, I'analyse CZE est

répétée 5 fois pour vérifier la stabilité du courant au fil des analyses. L'injection d’un créneau de 1,5
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cm composé de 90/10 ACN/Phosphate 10 mM pH 7 entraine une difficulté a stabiliser le courant au
cours de I'analyse et, a l'issue de quelques injections, I'efficacité des pics semble complétement
détériorée (Figure 43). Cela pourrait éventuellement s’expliquer par un échauffement dans le
capillaire, lié a la résistance électrique élevée du créneau, qui détériorerait le revétement acrylamide

et I'efficacité des pics. Ce phénomene semble irréversible.
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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, I=10 cm, L=30 cm, Détection LIF (Aex = 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 a mesure des injections. Pour la suite des essais, un créneau d’élution composé de 85/15

ACN/Phosphate 10 mM pH 7 sera choisi.

e 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, I1=10 cm).
Electrolyte de séparation 90/10 Phosphate 10 mM pH 3,6 / ACN
Tension -30 kV

Composition du créneau
85/15 ACN/ Phosphate 10 mM pH 7
d’élution
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Afin de s’affranchir d’éventuels problemes liés a I'analyse en ligne, la dérivation sur support a d’abord

été optimisée (concentration des réactifs, ordre d’injection, temps de contact etc...) de fagcon off-line.

11.2.2.2.2 Mise au point de la dérivation en off-line

Le principe de I'étude de la dérivation off-line est présenté Figure 44. Ce procédé implique la réalisation
de deux étapes successives. Dans une premiere 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.
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Figure 44: Principe de la dérivation off-line.

Pour permettre une interprétation correcte des résultats, plusieurs parametres de I'analyse CZE ont
d’abord été vérifiés : linéarité et répétabilité de I'analyse CZE-LIF des peptides dérivés en solution,
détermination du volume maximal injectable en injection en hydrodynamique, choix de I'électrolyte.
Les résultats sont présentés dans I’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 I'analyse CZE des peptides récupérés aprés dérivation sur
support. L=30cm, | =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

e Protocole de dérivation sur support

La dérivation sur support est réalisée dans un capillaire de 10 cm entierement rempli de monolithe
photopolymérisé C12. La premiere étape du protocole consiste a percoler une solution de NDA a 2,9
mM. Cette étape est suivie d’un ringage a I'eau de la colonne pour éliminer la NDA non fixée sur le
support. Le peptide est a son tour percolé dans une solution a pH 7 contenant les ions CN"a 21,5 mM.
Une étape de ringage 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 2uL de méthanol (quatre fois le volume du capillaire) et I'éluat

est récupéré dans 150 pL d’une solution eau/MeOH (50/50, v/v) pour assurer la solubilité des dérivés.

e Optimisation des conditions de percolation de la NDA

Un des parametres clés dans |'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 étre calculée a 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 x (Tplateau-Tm) X Cnpa x 1000

Avec :

Dc (mm)XDc (mm)x IT X Ld (mm)
4 XTm (min)

- Débit @ mobile (uL/min) =

Dc (mm): diametre du capillaire = 0,075 mm
Ld (mm): distance injection-détection = 260 mm
Tm (min) : Temps mort de la colonne de I'injection a la détection (dépendant des conditions de

percolation)

- Tplateau (Min) = temps d’arrivée de la NDA jusqu’au détecteur (pris a 50% de la hauteur du
plateau)
- Cnpa (mol/L) = concentration de la NDA percolée = 2,9.10 mol/L
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Figure 45: Signal UV a 254 nm pendant la percolation de la NDA.

L'arrivée de la NDA jusqu’au détecteur, visualisée par une augmentation de I'absorbance, met en

évidence qu’un équilibre de rétention est atteint.

Cette quantité de NDA peut étre modifiée en fonction du milieu de percolation. En effet, si la NDA est
percolée dans une solution riche en solvant organique, I'équilibre de rétention entre la NDA et le
monolithe sera plus vite atteint et la quantité de NDA fixée a I’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 a 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 50/50 40/60 30/70
(% ACN / % Eau)
Quantité de NDA fixée
1,75 3,19 6,66
(nmol)

Notre objectif étant d’analyser des concentrations inférieures au ng/mL (avec des volumes percolés
de quelques pL), la quantité de NDA sera toujours en exces par rapport a la quantité de peptide
percolée et ce pour les trois conditions de percolation proposées. Pour exemple, si I’'on percole 10 pL

d’une solution de peptide a 0,1 ng/mL cela représente une quantité de peptide d’environ 0,2 pmol. La
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guantité 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.

e 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

I’élution du peptide dérivé et I'analyse CZE pour éviter une dégradation de I’échantillon.

Cette étude de stabilité de la Met dérivée a été conduite dans la solution a l'issue de |'élution c'est-a-

dire dans un mélange eau/MeOH (50/50, v/v). Une solution de Met dérivée a été analysée en CZE aprés

différents laps de temps aprés |'étape d’élution. La Figure 46 met en évidence la formation d’un pic de

dégradation de la Met dérivée au-dela de 2h entre la percolation et I'analyse CZE.
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Figure 46: a) Analyse CZE a différents temps d’une solution de Met dérivée récupérée
aprés percolation de 8 uL de Met a 0,25 mg/mL sur monolithe C12. b) Evolution du signal
de fluorescence de Met dérivée en fonction du temps apres élution. Percolation de la

=1t =10 min
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NDA a 2,9 mM dans 50/50 ACN/eau.
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e Détermination expérimentale du volume maximal de percolation de la Met

Pour éviter toute perte de peptide liée a 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 a 2,5 pg/mL sont percolés aprés percolation de la NDA. Les résultats des analyses CZE présentés
Figure 47 mettent en évidence I'arrivée d’un plateau pour des volumes de percolation > 20 pL. |l sera

donc judicieux pour la suite de percoler des volumes < 20 pL.
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1
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Figure 47: Aire du pic de Met dérivée obtenue en CZE apres percolation et dérivation sur monolithe C12 de
volumes croissants de Met a 2,5 pg/mL. Percolation de la NDA a 2,9 mM dans 50/50 ACN/eau. RSD <10 % (n=3).

e Linéarité de la dérivation sur support

Apres optimisation des conditions de percolation de la NDA (percolation dans 70/30 ACN/eau) et de
la Met-enk (volume maximal de 20 pL), la linéarité de la dérivation sur support a été étudiée en
percolant des concentrations croissantes de Met avec un volume fixe de 15 pL. Les aires des pics de

Met dérivée obtenues en CZE sont présentées Figure 48.
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Figure 48: Aire du pic de Met dérivée analysée en CZE en fonction de la concentration de Met percolée.
Percolation de la NDA a 2,9 mM dans 50/50 ACN/eau, volume fixe de Met percolé = 15 pL.
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On constate que la dérivation est linéaire pour des concentrations en Met percolées variant de 0,025

a 2,5 ug/mL.
¢ Influence du temps de dérivation

Il est possible, au cours du protocole, de rajouter un « temps de dérivation » apres |'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 a mettre en pause I'analyse pendant un laps de temps donné. Afin de
vérifier si ce temps supplémentaire s’avere nécessaire, deux dérivations similaires sont réalisées sur le
monolithe C12, la premiére 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
I'analyse avec temps de dérivation et I'analyse sans (compte tenu des écart-type obtenus avec 3
répétitions). La réaction de dérivation semble donc étre immédiate.

Tableau 12: Influence du temps de dérivation sur la dérivation sur support. Percolation de la NDA
a 2,9 mM dans 50/50 ACN/eau, volume fixe de Met percolé = 15 pL.

Temps de dérivation

apres la percolation de la 0 20
Met (min)
Aire du pic de Met
(85 + 4).10* (82t 4).10*

dérivée en CZE

e 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 I'étape d’élution et 2h
I’analyse CZE
Volume maximal de 20 pL/ 500 nL de
percolation des peptides monolithe

Aprés avoir optimisé la dérivation en « off-line », le protocole a été transposé pour I'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.
Premierement, nous avons pu constater que certaines colonnes se bouchaient au fur et a mesure des
analyses. Apres plusieurs essais nous avons constaté que la structure du monolithe était I'un des
phénomeénes a l'origine du probléeme. En effet une tres 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 a ce probléeme, des contréles 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 deuxieme temps, nous avons pu constater que la réduction
progressive de la perméabilité des colonnes au cours de leur utilisation s’"accompagnait de la présence,
a l'intérieur du capillaire, de cristaux orange visibles au microscope optique. Pour déterminer |'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, a I'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 phénomene n’était pas lié a la nature du nucléophile. Néanmoins,
ce probleme a été résolu en intercalant et adaptant des étapes de rincage entre chaque étape du

protocole de dérivation.

Dans un deuxiéme temps, la dérivation/ séparation en ligne réalisée sur des colonnes différentes a
conduit a des électrophorégrammes présentant des profils de fluorescence tres différents (nombre de
signaux, intensités relatives, position en temps). De nombreux pics sont parfois détectés sur
I’électrophorégramme et il s’avere 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 I'électrophorégramme. Il est possible que certains pics correspondent aux réactifs
de dérivation ou a des produits de dérivation secondaires. L'expérience nous a montré qu’un signal de
fluorescence pouvait étre obtenu a partir de composés non fluorescents ou bien méme lors de
changements de phase mobile ce qui complique considérablement l'identification des composés
d’intérét. Ces variations de profils électrophorétiques pourraient provenir d’une faible variation du flux
électroosmotique d’une colonne a une autre voire d’'une analyse a une autre. En effet, les peptides
dérivés ont des mobilités électrophorétiques trés proches (en valeur absolue) de celle du flux
électroosmotique résiduel (mobilité électrophorétique de la Met dérivée d’environ 5.10° cm?/V/s et
flux électroosmotique résiduel proche de 7.10° cm?/V/s dans le cas idéal). Ainsi, une légére variation

du flux électroosmotique résiduel, dont le sens de migration est opposé a celui des peptides dérivés,
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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 étre envisagées. Premiérement, dans le cas de la
préconcentration/séparation en ligne des peptides non dérivés, ces derniers migraient dans le sens du
flux électroosmotique. Dans I'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 I'influence de I'impact du
flux électroosmotique sur les temps de migration. Par conséquent si le flux électroosmotique est du
méme ordre de grandeur que la mobilité électrophorétique des peptides dérivés, ils ne pourront étre

détectés (Figure 49).

a) Vep peptides
- dérivés \ +
AV —» | L) f ()
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b
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Y .-'/ \_\ | \
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Figure 49: Migration des peptides dérivés dans la colonne selon la valeur du flux électroosmotique a) Flux
électroosmotique quasi nul ou trés inférieur a 5.10° cm?/V/s b) Flux électroosmotique > 5.10° cm?/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 a la NDA ou encore un créneau de
méthanol. Cependant, il s’avere difficile d’identifier clairement le marqueur en fluorescence (manque

de spécificité de la détection).

Paralleélement, il a également été constaté qu’une quantité importante de réactifs de dérivation
(utilisés en large exces) étaient élués avec les peptides et pouvaient altérer le revétement 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 |'électrophorégramme. D’autres essais ont
également été réalisés dans un capillaire C12 sans revétement acrylamide, en rajoutant des ions Ca?*
dans I'électrolyte de migration pour diminuer le flux électroosmotique. Néanmoins, la répétabilité des
résultats obtenus n’a pas été améliorée de facon significative. Pour la suite des essais, il s’avere
essentiel de mieux maitriser le flux électroosmotique dans le capillaire. Seule une détection en
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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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CHAPITRE 2

Préparation de colonnes multimodales par
photogreffage localisé (photoclick chemistry) de

monolithes de silice

Application a la préconcentration/séparation en ligne

de I’Ochratoxine A
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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 a de multiples
monomeres). 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 a contréler, et la formation
possible de polyméres en solution peuvent conduire a une obstruction partielle voire totale des
méso/macropores du monolithe. Ainsi, afin d’éviter ces phénomeénes de bouchage et de mieux
controler la fonctionnalisation de surface, une autre approche de photofonctionnalisation, basée sur

la photo-click chemistry, a été envisagée et fera I'objet de ce deuxieme chapitre.

Afin d’évaluer le potentiel de ces réactions dites de chimie « click » pour la fonctionnalisation de la
silice, un état de I'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 premiére 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'étre initiées photochimiquement, pour un greffage rapide et localisé.
Plus spécifiquement, I'approche par « Thiol-ene click chemistry » a retenu notre attention. Le proton
de la fonction thiol est connu pour étre facilement abstractible et le radical thiyl qui en résulte réagit

rapidement sur des composés insaturés (alcénes, alcynes, acrylates...).

Les deux approches de photochimie click, version « thiol-ene » (avec greffage de I'octadeceéne sur un
support thiolé) et version « ene-thiol » (avec greffage de I'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 I'approche « ene-thiol » retenue pour le
greffage de différents réactifs thiolés, de fagon a couvrir différents modes chromatographiques :
I’octadécanethiol pour le mode inverse, la cystéine pour le mode HILIC ou encore le
mercaptoéthanesulfonate de sodium pour I'échange d’ions. La deuxiéme partie de cet article
démontre l'intérét 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 -

bloquants.

Dans la deuxieme partie de ce chapitre, cette approche de photo-click a été étendue au photogreffage
de biomolécules spécifiques pour I'élaboration de supports d’affinité, I'objectif étant de coupler ces
supports avec une zone de séparation pour I'analyse en ligne de I'Ochratoxine A dans diverses
matrices. Deux types de biomolécules ont été choisies pour la réalisation des supports d’affinité a
savoir : les anticorps et les aptameres qui présentent une trés grande affinité et spécificité vis-a-vis des

antigénes 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 I’art sur l'utilisation de la « click chemistry » en sciences séparatives

La review suivante intitulée « Is click chemistry attractive for separation sciences ? » est consacrée a
I'utilisation de la chimie « click » dans le domaine des sciences séparatives et plus spécifiquement en
chromatographie. La premiere 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 derniére partie énumere 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’aprés cette étude sur le potentiel de la chimie « click »
en sciences séparatives, ces réactions offrent des rendements trés intéressants (parfois proches de
100%) et permettent de couvrir '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 tres signifiants, I'intérét des
réactions de click réside néanmoins dans la possibilité de pouvoir étre, pour certaines, initiées
photochimiquement et de permettre un greffage contrélé et orienté de ligands sur la phase
stationnaire. Cette particularité est d’autant plus intéressante dans le cas du greffage de biomolécules

qui requiérent une orientation particuliére afin d’assurer la reconnaissance des molécules cibles.
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Review Article

Is click chemistry attractive for separation
sciences?

Trends in LC focus on dedicated separation developments spanning different fields of
applications ranging from sample preparation to miniaturization. Chromatographic perfor-
mances result from the porous media, its implantation inside the “column,” and its surface
functionalization. Because molecular interactions govern chromatographic phenomena,
surface functionalization is still a hot research topic. Besides standard approaches for sur-
face functionalization, the use of new surface chemistry reactions opens new perspectives.
Click chemistry belongs to this new class of chemical reactions, characterized by its speci-
ficity, compatibility with aqueous media, and high reaction yields. In this frame, we review
the use of click chemistry reactions in chromatographic sciences. In a first part, we present
click chemistry with a specific focus on its implementation in stationary phases. The use of
these new clicked materials is detailed and discussed with respect to the chromatographic
mode.

Keywords: Chromatography / Click chemistry / Monolith / Stationary phase /
Surface functionalization

DOI 10.1002/jssc.201300231

1 Introduction

The “click chemistry” concept was introduced for the first
time by Sharpless et al. in 2001 [1]. As described by these
authors, it refers to a “set of powerful, virtually 100% reli-
able, selective reactions for the rapid synthesis of new com-
pounds via heteroatom links (C—X-C).” Such reactions afford
high yields and can be carried out in various solvents such as
aqueous solutions at room temperature. Due to these numer-
ous benefits, “click reactions” have received more and more
interest in many areas such as nanotechnology [2, 3], biocon-
jugation [4,5], DNA functionalization [6,7], surface modifica-
tion [8-10], polymers [11-14], and others [15-17]. Over the last
10 years, click chemistry has also spread to separative sciences
and more particularly for the preparation of chromatographic
materials [18-23]. Indeed, most of separation techniques re-
quire stationary phases with various functionalizations to be
used in several chromatographic modes. By the immobiliza-
tion of different functional groups, click chemistry provides a
wide variety of surface chemistries, thus expanding the pos-
sibilities of applications. Moreover, due to their high yields,
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PAHSs, polynuclear aromatic hydrocarbons; WAX, weak anion
exchange; WCX, weak cation exchange
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click reactions are very interesting in the case of expensive
reagents or in limited quantities. Thanks to their regioselec-
tivity they are also particularly suitable for the immobilization
of biological molecules (proteins, antibodies, etc) in order to
keep their biological activity. Only a few reactions referenced
as “click reactions” are mainly implemented for the function-
alization of stationary phases. They differ in the nature of
the functional groups involved, the mode of initiation, their
effectiveness or their selectivity. The first part of this review
presents the different click reactions used and their partic-
ularities and relative benefits. The different ways to prepare
“clickable” materials, either by activating existing materials
(particulate or monolithic ones, inorganic or organic ones)
or by directly synthesizing “clickable” supports, are then de-
scribed. To account for the potential of click chemistry for
the preparation of chromatographic supports, many applica-
tions are presented in third part of this review, covering all
chromatographic modes from the classical RP-LC mode, to
IEC, hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC),
chiral separations, affinity chromatography, etc.

2 “Click reaction” types

In most publications dealing with the functionalization of sur-
faces and stationary phases by click chemistry, three reactions
have mainly emerged: the copper(I)-catalyzed alkyne-azide cy-
cloaddition (CuAAC), the thiol-ene reaction, and the Diels—
Alder one. Whereas all these reactions possess the properties
of click reactions, i.e. are versatile, simple, and efficient, they
present different benefits and disadvantages depending on
the desired application.

Colour online: See the article online to view Figs. 3 and 8 in colour.
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Figure 1. CuAAC reaction scheme leading to 1,4-disubstituted-
1,2,3-triazoles. Adapted from [30].

2.1 Copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition

CuAAC was the first example of “click” chemistry. Discovered
in 2002, this process was reported simultaneously and inde-
pendently by the groups of Meldal [24] and Sharpless [25]. It
is currently the most commonly click reaction used and it has
been proven to be a powerful strategy to immobilize func-
tional groups on different materials [26-28]. Chu et al. have
extensively studied the CuAAc reaction for the preparation of
separation materials for LC and have reported the benefits of
this click reaction [29]. The overall reaction is a cycloaddition
of an alkyne and an organic azide to give a five-membered
1,2,3-triazole as depicted in Fig. 1 [30].

Both the azide and alkyne functional groups are inert
to most organic functionalities and stable in a wide range
of solvents, temperature and pH. Despite the apparent sim-
plicity of the reaction, its mechanism involves multiple re-
versible steps, involving coordination complexes of copper(I)
acetylides of varying nuclearity [31]. The noncatalyzed reac-
tion, which was discovered by Michael at the end of the 19th
century and developed by Huisgen in 1963 [32], can take hours
or days, requires high temperatures and results in regioiso-
meric mixtures [30]. In the presence of copper(I) species, the
reaction is significantly sped up [30] and can be associated
to a “click” reaction. The CuAAC transformation is easy to
perform and gives the intended products in high yields. The
rate of CuAAC is increased by a factor of 107 relative to the
thermal process. Different sources of copper(I) are available
(Fig. 1) and can be used under specific conditions. For exam-
ple, when Cu(I) salts are added to the solution, the reaction
can be carried out in aqueous media and in presence of a base
to prevent the degradation of Cu(I). The use of Cu(II) salts
requires the addition of a reducing agent to in situ generate
copper (I), Finally, it is possible to in situ oxidize metallic
copper, but copper powders are expensive and such a process
is only applicable to particles functionalized in batch mode
(miniaturized monoliths modified in a dynamic way would
be clogged by the copper powder). The great success of the
copper(I) catalyzed cycloaddition is rooted by its numerous
benefits. Firstly, the triazole formation is irreversible, high
yielding, and the product is essentially chemically inert to re-
active conditions (oxidation, reduction, or hydrolysis). More-
over, this chemoselective reaction can be performed at room
temperature, both in solution and on solid supports and ei-

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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ther in an organic environment or in an aqueous one, which is
interesting when molecules sensitive to organic solvents are
considered. As specific benefits of this reaction, azides and
alkynes are very tolerant to water or oxygen and can be easily
introduced into a substrate as reactive functions. However,
this reaction has still some drawbacks due to the toxic effect
of copper(I) for living organisms and the explosive nature of
azides. Indeed, inorganic azides may decompose explosively
with heavy metals [33]. Moreover, azide functions may be de-
graded by exposure to light and become inactive [34]. It is
therefore preferable to store these products in the dark.

2.2 Thiol-ene or thiol-yne reaction

Discovered and described by Posner in 1905 [35], the reaction
of sulfur containing compounds with alkenes and alkynes is
not a recent discovery. Commonly called thiol-ene or thiol-
yne chemistry, this process was used extensively in the middle
part of the 20th century as a synthetic route to cross-linked
polymers and networks [36]. Thiols are prone to react both
according to catalyzed processes (thiol Mickael addition) [37]
and radical ones (thiol-ene reaction), but radical addition
has been known to proceed by an efficient step-growth chain
process for several decades [38].

The photochemically/thermally induced version of this
reaction is known to proceed by a radical mechanism to
give an anti-Markovnikov-type thioether [39], as shown in
Fig. 2 [40]. The ideal thiol-ene radical reaction revolves
around the alternation between thiyl radical propagation
across the ene functional group and the chain transfer re-
action, which involves abstraction of a hydrogen radical from
the thiol by the carbon-centered radical. In the ideal purely
step-growth thiol-ene reaction, no homopolymerization (i.e.
chain growth), in which the carbon-centered radical propa-
gates through the ene moiety, occurs [40]. As a consequence,
the net reaction is simply the combination between the thiol
and ene functional moieties. Ideal thiol-ene reactions are ob-
served for norbornene and vinyl ethers. On the opposite, with
less reactive enes, the active carbon-centered radical may also
participate to an additional propagation reaction, thus leading
to homopolymerization and chain growth.

Two research groups have studied in details the influence
of the alkene type [41,42] and have shown that the reaction ki-
netics and the reactivity are significantly different according to
the nature of the alkene involved (Fig. 2). The order of reactiv-
ity proposed by these two groups is quite similar, setting aside
a few exceptions probably arising from slight differences in
the experimental conditions in which the alkene reactivity was
evaluated. They explain that the reactivity decreases with de-
creasing the electron density of the C=C double bond, except
for norbornene, methacrylate, styrene, and conjugated dienes
that are special cases. The rate of free-radical addition of thi-
ols to norbornene is especially rapid because of a combina-
tion of the significant relief of ring strain (resulting from the
addition of the thiyl radical across the double bond) and
the subsequent rapid hydrogen-abstraction rate of a thiol
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hydrogen by the carbon-centered radical. On the contrary,
the carbon-centered radicals that form when the thiyl radical
is added to a methacrylate, styrene, or conjugated diene C=C
bond are very stable and produce radicals (methacrylic, ben-
zylic, or allylic) that have inherently low hydrogen-abstraction
rate constants. By contrast to conjugated dienes, noncon-
jugated ones undergo thiol-ene reactions quite rapidly, ac-
cording to the exact position of the alkene. At last, these
authors have also demonstrated that the position of the
alkene function on the compound has a strong impact on
kinetics [42]: whereas the conversion of 1-hexene with 3-
mercaptopropionate is quantitative after only 6 s of irradi-
ation, conversion rates of only 20 and 40% are respectively
reached for 2- and 3-hexene after 30 s irradiation.

Uygun et al. [43] have studied the influence of the type
of initiation (photo or thermal initiation) in thiol-ene “click”
chemistry. Azobisisobutylonitrile (AIBN) was used as radical
initiator for thermal initiation (at 80°C) and two kinds of pho-
toinitiator were tested: type I with the formation of two rad-
icals (e.g. (2,4,6-trimethylbenzoyl)diphenylphosphine oxide,
2,2-dimethoxy-2-phenyl acetophenone, and type II with the
abstraction of a hydrogen (e.g. benzophenone, thioxanthone,
camphorquinone). Results obtained with different ene and
thiol compounds show that yields reached with photoinitia-
tion are still better than those attained with thermal initiation
(with the same reaction duration). Secondly, it is preferable
to use a type I photoinitiator that allows reaching yields close
to 100%.

Several features of this reaction led it to be defined as a
click reaction. Indeed, it is highly efficient, orthogonal to a
wide range of functional groups, regioselective, robust and
can be considered as an environmentally friendly process
since it occurs in the absence of organic solvent and in mild
reaction conditions. Finally, a potential drawback of this reac-

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 3. Comparison of thiol-yne and CuAAC click reactions on
yne-beads. Reaction conditions (left) and kinetics (right). (red)
Squares for 1-dodecanethiol (5) and (blue) diamonds for 1 dode-
caneazide (6). Curves are drawn arbitrarily. Adapted from [45].

tion may lie in the possible formation of unwanted disulfide
by-products through radical recombination [44]. However, the
high reactivity of the thiol groups may be a critical drawback
because thiol containing compounds can react with more
common organic functionalities (i.e. thiol, epoxyde) this re-
action is therefore not as specific as the CuUAAC reaction.
This characteristic still gives an advantage to this reaction that
proceeds faster than other click reactions. In a recent study
Gokmen et al. [45], have compared the kinetics of thiol-
yne and alkyne—azide reactions, to introduce the same lau-
ryl group on alkyne-modified silica particles (Fig. 3). As de-
scribed by the authors, commonly used literature conditions
have been set up for both reactions, involving a continuous
UV-irradiation for the thiol-yne reaction and a Cu-catalyzed
reaction for the alkyne-azide one. For each reaction, sev-
eral batches of the “yne-beads” have been prepared and the
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reactions have been stopped by washing the beads after prede-
termined reaction durations (30 min, 1, 2, and 4 h). Kinetics
of both reactions were studied by IR spectroscopy, by moni-
toring the stretching vibration of the C=C bond.

After 4 h, the thiol-yne reaction is almost quantitative,
whereas a yield of only 60% is obtained for the CuUAAC reac-
tion. So, the thiol-yne reaction goes to completion in these
conditions, without neglecting the fact that the thiol concen-
tration was two times higher and UV exposure was necessary.
Another benefit of this reaction compared to the CuUAAC one,
is the absence of any metal catalyst that suggests its useful-
ness for bioconjugation, but only with biomolecules tolerant
to UV irradiation (350 nm).

2.3 Diels-Alder reaction

The Diels—Alder reaction was developed by Diels and Alder in
1928, who received the Nobel Prize in 1950 for their discov-
ery [46]. It involves a straightforward [4] + [2] cycloaddition
reaction between an electron-rich diene and an electron-poor
dienophile to form a stable cyclohexene adduct [47]. This sim-
ple and highly versatile reaction does not require any catalyst
(a key feature for biomolecules), can proceed under physio-
logical conditions with high yields and does not lead to any
by-product [48,49]. In a recent article Arumugam et al. [50],
have shown that when this reaction is photoinduced, only
vinyl ethers and enamines are reactive to form the Diels—
Alder adduct in an aqueous medium.

Although the Diels—Alder reaction has already found
applications in surface functionalization [51], it has yet
not found any application in the field of surface function-
alization of chromatographic materials. Only one recent
article reports the functionalization of ethylene-bridged pe-
riodic mesoporous organic silica via the Diels—Alder cycload-
dition [52].

3 Preparation of “clickable”
chromatographic solid supports

The application of click chemistry for surface functionaliza-
tion requires the presence of “clickable” functions—azide,
alkyne, alkene, or thiol—on the surface of the solid material
used as chromatographic support. This “clickable” function
may either be attached during a preliminary functionalization
step of an existing material or be obtained via the one-pot syn-
thesis of a material bearing the “clickable” moieties.

3.1 Prefunctionalization of existing chromatographic
supports with “clickable” functions

The main benefit of this approach, is to take advantage
of existing chromatographic materials with optimized and
well-known chromatographic properties in terms of effi-
ciency, specific area, mass transfer kinetics, etc, provided

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 4. Silica surface functionalization pathways for the fabri-
cation of “clickable” silica supports.

that their functionalization does not impair these properties.
The set-up of this prefunctionalization step depends both
on the chemistry of the solid support (inorganic or organic
solid support) and on its physical state (particulate station-
ary phases or monolithic ones or even inner walls of open
channels).

Whereas particulate stationary phases are functionalized
in batch format, monolithic ones as well as inner walls of
capillaries or empty channels have to be in situ modified. As
a consequence, if the number of prefunctionalization steps
as well as their duration is not critical when considering par-
ticles, it may turn into a key parameter when considering
miniaturized columns that have to be modified one-by-one.
In this latter case, fewer steps with shorter durations have to
be preferred.

The main inorganic solid support used in chromatog-
raphy is silica, from silica surfaces (oxidized silicon wafers,
fused silica capillaries, or glass microsystems) to porous ma-
terials like particles or silica monoliths synthesized by sol-
gel process. The chemical modification of silica surface uses
organosilanes as hetero-bifunctional cross-linkers. Indeed,
silanes react readily with a wide range of materials (bearing
surface hydroxyl groups) to form stable siloxane bonds with
silica surfaces. Furthermore, commercial silanes bearing dif-
ferent chemical functions are readily available. Figure 4 gives
a general structure of silane coupling agents (also named
organosilanes). These molecules are composed of two dis-
tinct reactive moieties: the silyl head group (—SiOR;) and the
organic reactive group (X) classically carried at the end of an
aliphatic chain (tail group). The silyl head group undergoes
reaction with surface hydroxyl groups leading to a robust teth-
ering of the organosilane molecule to the substrate [53]. Then,
organic functions (X) are used to functionalize the silica sur-
face. Most commonly (commercial) reported groups for click
reaction are isocyanato, amino, organic halides, epoxy, vinyl,
and thiol groups.

The main approaches used to prepare clickable silica sup-
ports from commercial organosilanes are summarized in
Fig. 4. Functionalization with alkenes and thiols groups
is readily obtained by derivatization of the silica surface
with commercial vinyl or mercaptosilanes. Alkyne and azide
functionalized surfaces require the modification of the silane
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Figure 5. Preparation of clickable organic materials.

end-functional group either prior or after the silanization
step.

The nature of the spacer between the silica surface and the
“clickable” function depends on the reaction scheme adopted
and may have a significant impact (positive or negative) both
on the reactivity of the clickable function [41] and on the re-
tention mechanism after the modification by click chemistry
(this point will be discussed later).

Such silanization reactions remain time-consuming
(from 1 to 36 h), usually require high temperatures (up to
110°C) and are usually implemented under inert atmosphere.

There is no clear information about the benefit to immo-
bilize one function over another on the silica support (thiol
versus alkene or alkyne versus azide), except for the report
of the immobilization of the thiol function on the support
allows to take advantage of the wealth of compounds contain-
ing a carbon—carbon double bond compared to the number
of readily available and foul-smelling thiols [54].

Organic supports, particulate, or monolithic ones are ei-
ther acrylate or methacrylate based polymers or agarose gels.
They also require a prefunctionalization step before to be
clicked with the desired moiety. Figure 5 summarizes the
different ways to modify them to obtain pendant clickable
reactive functions.

3.2 One-pot synthesis of “clickable”
chromatographic supports

As an alternative to the postmodification of the chromato-
graphic materials, some authors have developed a direct
approach based on the “one-pot” synthesis of monolithic
materials already functionalized with the desired clickable
functions. Given the great diversity of organic monomers as
well as of functionalized alkoxysilanes, a great variety of or-
ganic or hybrid materials bearing clickable functions can be
synthesized by sol-gel process or by polymerization. Such a
strategy allows avoiding the time-consuming prefunctional-
ization step. However, one has to keep in mind that the mod-
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ification of only one reagent of the monomer mixture implies
the entire reoptimization of the synthesis in order to obtain
a material with good chromatographic properties in terms of
permeability, mass transfer kinetics, specific area, etc.

For example, Sun et al. [55] and Slater et al. [56]
have introduced propargyl monomers in the polymeriza-
tion mixture in order to synthesize alkyne prefunction-
alized organic monoliths dedicated to azide—alkyne click
reactions (Fig. 6). Salwinski et al. have also prepared
in one step an alkyne-prefunctionalized organic mono-
liths from poly(propargyl acrylate-pentaerythritol triacrylate-
trimethylolpropane trimethacrylate) in a process of photo-
chemically initiated copolymerization [57].

Chen et al. have reported the one-pot synthesis of hybrid
silica-based monoliths bearing alkene functions [58, 59] by
cocondensing an organosilane bearing either a methacrylate
or a vinyl group with tetramethoxysilane. The reactivity of
the thiol-ene click reaction was shown to be lower for the
methacrylated silica monolith [41].

4 "“Clicked” stationary phases and their
applications in various chromatographic
modes

Click chemistry has been used to prepare a great variety of sta-
tionary phases, each being devoted to one or several chromato-
graphic modes. This part summarizes some applications
reported in literature with different types of grafts: hydropho-
bic grafts, charged grafts (cationic, anionic, or zwitterionic),
biological molecules including carbohydrates (cyclodextrins,
sugars), enzymes, proteins, peptides, amino acids. They cover
the overall chromatographic modes from the classical RP
mode, the HILIC mode, the ion-exchange mode to chiral
separation, affinity chromatography. To account for the ben-
efits or drawbacks of click chemistry, the specificities of the
as-synthesized stationary phases are discussed in terms of re-
tention, selectivity, efficiency, long-term stability and others.

4.1 Hydrophobic clicked stationary phases dedicated
to reversed mode

Thiol-ene click chemistry has been implemented by several
groups to prepare RP chromatographic supports.

C18 open-tubular columns for CEC have been prepared
based on thiol-ene click chemistry between n-octadecanethiol
and a vinyl-prefunctionalized silica capillary (50 pm id) [60].
The reaction was carried out in dichloromethane for 24 h
at 60°C. The electrochromatographic behavior of polynuclear
aromatic hydrocarbons (PAHs) used as test solutes revealed
a typical reversed phase behavior. The absence of peak tailing
for basic solutes was attributed to the benefic effect of polar
sulfur embedded groups that shielded the adsorption of basic
analytes onto residual silanol groups.
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The in situ thiol-ene click modification of a vinyl hy-
brid silica monolithic capillary column with a mixture of
n-octadecanethiol and 3-mercapto-1-propane sulfonate has
been reported by Wang et al. [61]. Such a modification,
achieved in 5 h in ethanol, led to reversed-phase monoliths
with strong electro-osmotic flow, low plate heights in CEC (i.e.
8 wm) and satisfactory peak symmetries. The resulting mono-
liths have been used for the separation of several classes of
compounds including benzenes, aromatic amines, and pep-
tides from a BSA digest.

Thiol-ene reaction initiated by UV irradiation (at 365
nm for 4 h), in presence of AIBN as photoinitiator, has
been investigated by Tijunelyte et al. [62] to the in situ mod-
ification of allyl functionalized organic monoliths. While
the efficiency of this C18-like monolithic columns in CEC
was moderate (50 0000 plates/m<N<80 000 plates/m), the
run-to-run reproducibility as well as the column-to-column
reproducibility, were excellent (1.7 and 2.1%, respectively
(n = 5)), thus demonstrating the reliability of this way of
functionalization.

At last, thiol-ene click chemistry (with both UV and ther-
mal initiation) has been also implemented [54] to function-
alize thiol-modified organic monolithic capillary columns
(75 pm id) with dodecylmethacrylate. In presence of 2,2-
dimethyl-2-phenylacetophenone as photoinitiator, the “click-
ing” was achieved at room temperature by irradiation at
360 nm for only 30 min. It has been reported that an ex-
cessive polymerization of lauryl methacrylate can lead to an
increase in back pressure for clicked monoliths, consecutive
to the pore clogging. However, polymerization could be con-
trolled by kinetic parameters, i.e. the initiator concentration
and reaction time. The as-obtained clicked monoliths were
used for the separation of alkylbenzenes as well as proteins.
The efficiencies were limited to about 20 000 plates/m for a
small retained compound.

Thiol-yne photo click chemistry has been exploited by
Dao et al. in order to graft adamantane on an alkyne-
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prefunctionalized organic monolith that has been used in
RP chromatographic mode [63].

The copper(I)-catalyzed 1,3-dipolar cycloaddition reaction
has also proved its usefulness for the preparation of station-
ary phases (C8 and C18) dedicated to the reversed mode. The
pioneering work of Slater et al. in 2006 [56] using alkyne- or
azide-functionalized polymer beads has demonstrated that
both functional groups are relatively stable to many synthetic
procedures and can therefore be incorporated onto the sta-
tionary phase as desired. Such a result highlights the ver-
satility of this reaction. The comparison between the graft-
ing density obtained for the C18-clicked stationary phase
(2.2 pmol.m~2) and classical monomeric octadecyl-silanized
(ODS) stationary phases (2-3.5 pmol.m~2), as well as be-
tween their methylene selectivities (1.44-1.58 and 1.3-1.6,
respectively, for clicked and classical ODS silica stationary
phases) shows that the hydrophobicity of the clicked materi-
als exceeds those of many ODS columns. However, it is worth
noting that the polymer backbone may also contribute to the
overall hydrophobicity of the clicked materials.

Sun et al. have also implemented the CuAAc reaction [55]
onto an alkyne-reactive organic monolith in situ synthesized
ina4.6-mm id stainless-steel tube. The characterization of the
clicked monoliths (FTIR and XPS data) demonstrated that
the click reaction yield was about 60% after 120 h at 30°C.
The methylene selectivity increased from 1.08 for the blank
column to 1.24 and 1.46, respectively, for the C8 and C18
functionalized monolithic columns. The separation ability of
the as-synthesized stationary phases was demonstrated by the
separation of five proteins, although the efficiency should be
further improved as claimed by the authors.

At last, the azide—alkyne click reaction was also investi-
gated in batch mode [64], on azide-modified silica particles
to prepare oligo(ethylene glycol) bonded silica particles dedi-
cated to reversed mode. The click reaction takes place at room
temperature for 60 h in methanol/water. The resulting sta-
tionary phase demonstrated good separation efficiency and
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selectivity in RP mode, with phenyl compounds as test so-
lutes. A satisfactory reduced plate height of ca. 3, as well as
peak symmetry of 1.15, were measured from naphthalene.
Although the main retention mechanism was demonstrated
to be RP, the ether bonds, hydroxyl end-groups, and unique
helix-like conformation, led to some other interactions such
as hydrogen bonding and dipole-dipole interactions, which
brought different selectivity from ordinary ODS column.

In the context of miniaturization, the integration of dif-
ferent steps inside a microsystem (chip or capillary) is chal-
lenging. Analytical tools often rely on multidimensional chro-
matographic steps, i.e. a sample preparation step upstream
to a separation one. Chen et al. [58] elaborated a 2-D silica
monolithic capillary column, including a SCX column in the
first dimension, in-line coupled with a reversed phase (C18)
segment or a HILIC one (hexanol), both being obtained by a
photoinitiated thiol-ene click reaction on a vinyl hybrid silica
monolith. They demonstrated the interest of such a column
coupling for the enrichment and separation of bases, peptides
and BSA hydrolysate by CEC. They displayed a run-to-run
reproducibility inferior to 2.3% estimated on the migration
time and surface area of aniline and a column-to-column
reproducibility of 4.1%.

Allthese works intend to demonstrate that click chemistry
may be used to modify both organic and inorganic stationary
phases to synthesize RP materials but no data allows a com-
parison of the grafting density or retention obtained by con-
ventional grafting methods of silica (silanization) and click
chemistry on the same support. Such information should be
relevant to conclude if click chemistry is superior or not to
the classical approach. In addition, there is no information
about the potential benefit of the presence of ionizable tri-
azole group (pK = 9.3) both in the reduction of the silanol
secondary interactions and on its ability to promote a high
electroosmotic flow, even at low pH in CEC.
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Adapted from [22].

4.2. Clicked charged (cationic, ionic, or zwitterionic)
solid supports dedicated to ion exchange or
HILIC mode

Two kinds of charged materials will be considered in this
part: ions exchangers and zwitterionic materials.

CuAAC reaction has been successfully used to prepare
different weak cation-exchange (WCX) columns by coupling
three different alkyne-carboxylic acids onto azide-modified
silica beads [22]. The click reaction was carried out in
ethanol/water using Cul as catalyst, at room temperature
for 36 h. Compared with the commercial WCX column (TSK
gel CM-5PW), the WCX columns obtained by click chemistry
afford better resolution and selectivity for the set of standard
proteins studied (Fig. 7). Moreover, results obtained in terms
of mass recoveries of protein (more than 97%), RSD in mass
recoveries (less than 3%), as well as higher bioactivity recov-
eries, show that these clicked materials are very suitable for
protein separation.

Using the same approach Liu et al. have immobilized
propargylamine onto azide silica particles to get weak anion-
exchange (WAX) columns [19]. This readily prepared click
amino stationary phase exhibits good selectivity for the sep-
aration of common inorganic anions (Fig. 8). Authors have
pointed out that the triazole ring plays a major role for the
separation of the anions studied. Moreover, these station-
ary phases present also interesting hydrophilic interaction
properties for the separation of polar compounds like nucle-
osides, organic acid, and bases. High efficiencies were main-
tained after the click reaction (reduced plate height of ca.
2.8). The apparent exchange capacity of the clicked column
was determined from the average nitrogen percentage to be
1.44 mmol/g whereas a WAX column prepared by a standard
silanization (using amino propyl triethoxysilane) exhibited a
smaller capacity of 0.74 mmol/g.
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Figure 8. Comparison of click triazole-amino stationary phase
and common amino stationary phase (ASP-based) column on the
separation. Conditions: eluent, 5 mM Na;SO4 + 0.5 mM H,SO4;
analytes, 0.1 mM of 103, BrO3—, Br—, I7, and 0.05 mM NO;3;~;
peaks on ASP-based column, 1, Br~ + 17; 2, BrO3~ + NO3~; 3,
1037; column temperature, 30°C; injection volume, 5 pL; flow rate,
1 mL min~'; UV detection, 210 nm. Adapted from [19].

The efficiency of such WAX columns prepared by click
chemistry was evaluated to 70 000 plates/m for Br~ and NO; ™.
The reproducibility of the column preparation was estimated
to 5.8% based on the RSD of the retention time for NO; ™.

Thiol-yne photoclick chemistry has been used by Guer-
rouache et al. to graft cysteamine on an organic monolith
functionalized with alkyne functions [65]. The reaction was
achieved in 4 h under UV irradiation at 313 nm in the pres-
ence of 2-hydroxy-2-methyl-1-phenyl propanone as initiator.
The separation of three phenols has been carried out under
HILIC chromatographic mode.

Zwitterionic functional groups (lysine) were also cova-
lently bound to azide-modified silica beads conducting the
CuAAC reaction at 40°C for 42 h in MeOH /water (1:2) [66].
The elemental analysis realized on the traditional lysine sta-
tionary phase and clicked lysine stationary phase shows that
the surface grafting density is higher for the clicked one
(1.46 versus 0.92 wmol.m~2). This zwitterionic stationary
phase was used in HILIC mode for separation of nucleosides
and bases. Compared to other HILIC commercial columns
(zwitterionic-HILIC column and Atlantis silica column), the
clicked support shows better retention properties with a pecu-
liar selectivity (Fig. 9), which can be tuned by pH adjustment.
However, only 34 000 plates/m have been obtained on cyti-
dine with the clicked column.

The versatility of thiol-ene click chemistry has been
also demonstrated on thiol-containing organic monoliths
clicked with zwitterionic [2-methacryloyoxy)ethyl]dimethyl
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Figure 9. Separation of nucleosides and bases on click lysine
stationary phase ((A) 5 pm, 150 mm x 4.6 mm id), zwitterionic-
HILIC ((B) 5 wm, 150 mm x 4.6 mm id), and Atlantis HILIC-silica ((C)
5um, 150 mm x 4.6 mm id). Conditions: flow rate 1 mL/min; 30°C;
mobile phase: acetonitrile/water (85:15, v/v); UV: 2564 nm. Peak
identification: (1) uracil, (2) adenosine, (3) uridine, (4) cytosine, (5)
cytidine, and (6) guanosine. Reprinted from [61] with permission.

(3-sulfopropyl)ammonium betaine [54], with both UV and
thermal initiation. Thermal initiation was implemented at
80°C for 2—4 h in presence of AIBN as initiator, whereas pho-
toinitiation required only 30 min of irradiation at 360 nm with
a light intensity of 12 mW.cm™ in the presence of DPMA
or benzophenone as photoinitiator. This reaction provided a
highly hydrophilic surface chemistry without pore clogging
as previously observed by the authors when clicking long alkyl
chains. This zwitterionic clicked monolith has proved its use-
fulness for the separation of various peptides and nucleosides
mixtures.

Atlast, a zwitterionic HILIC stationary phase grafted with
cysteine has been prepared by Shen et al. from silica particles
prefunctionalized with vinyl groups [67]. As this polar amino
acid already contains a thiol group, it can be reactive in the
thiol-ene reaction. This click reaction preserves amino and
carboxyl groups and thus maintains the zwitterionic prop-
erty of cysteine. In their work, they use thermal initiation
with AIBN as initiator at 65°C. In order to evaluate the sep-
aration efficiency of the clicked cysteine column, five polar
compounds have been separated with an efficiencies ranging
from 45 000 plates/m (uracil) to 82 000 plates/m (orotic acid).
The comparison of their clicked column with different HILIC
columns demonstrates its excellent hydrophilicity.

4.3 Biomolecule-clicked stationary phases

Immobilization of biomolecules onto the surface of solid ma-
trices is a key feature in designing new chromatographic
stationary phases. The linking procedures may attach the
biomolecule in a controlled manner by highly selective re-
action of complementary functionalities, orthogonal to those
that may be present in the ligand to be attached. They must
also preserve the chemical integrity and biological activity
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of the attached molecule in order to retain their recogni-
tion properties. Because azide and alkyne functionalities do
not interfere with common biological processes, the CuAAc
provides an ideal profile for this purpose and has been
widely used for the immobilization of various classes of
biomolecules ranging from carbohydrates, amino acid deriva-
tives, peptides, and proteins, alkaloids, etc, all these stationary
phases finding applications in the field of chromatography
(HILIC mode [68], affinity chromatography, chiral separa-
tion) or sample preparation (protein enrichment).

4.3.1 Clicked carbohydrate stationary phases

Carbohydrates are a class of molecules of paramount im-
portance with respect to specific interactions, ranging from
enantiospecific to affinity ligand interactions. This specificity
depends on their spatial conformation and availability in solu-
tion. Their immobilization is subject to caution. Their ability
to interact specifically even stereospecifically can be dramat-
ically affected by the immobilization process. In the case of
nonselective immobilization methodologies, poor stability in
an aqueous mobile phase, formation of multilinked carbo-
hydrate stationary phases and lack of batch-to-batch repro-
ducibility are sometimes observed or side reactions by the
competition of other hydroxyl groups occur. The use and ben-
efits of click chemistry for the preparation of carbohydrate-
functionalized chromatographic solid supports has been ex-
tensively investigated by several authors [29, 69] and it has
been demonstrated that click chemistry allows to overcome
these drawbacks and leads to stable and structurally well-
defined stationary phases.

4.3.1.1 Cyclodextrins

Cyclodextrins (CDs) have been successfully grafted by click
chemistry. The high selectivity of click chemistry reaction al-
lows to orient the CD on the solid support in order to maintain
its activity. This approach is fairly direct due to the relative
ease to insert specifically an azide or an alkyne function on
CDs [70-72].

Although CDs are mainly used for chiral separations,
their hydrophobic cavity may also open the field to RP chro-
matography. CDs and other carbohydrate molecules, due to
their polar hydroxyl groups find also applications in HILIC
mode. Finally, carbohydrates and their clusters are used as
specific ligands in affinity chromatography.

Guo et al. have immobilized CDs on azide-modified sil-
ica particles and have used the clicked materials in different
chromatographic modes (HILIC, RP, and chiral chromatogra-
phy) [18,73,74]. For each application, click reaction conditions
are quite similar using CuSOy as catalyst and sodium ascor-
bate as reductor. Reactions are conducted in MeOH /water at
room temperature for up to 72 h.

These CD clicked materials were used in HILIC mode
for the separation of sugars and sugar derivatives [18]. No
information is available about efficiency and resolution of
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such separation. Such columns were also demonstrated to be
adapted for the separation of polar compounds.

Based on the same embodiment, the same group reported
the resolution of some racemic mixtures in chiral chromatog-
raphy [74]. Only three of the six racemates tested were cor-
rectly separated. However, the comparison between the sep-
arations of two racemates (trans-stilbene oxide and benzoin)
on chiral stationary phases (CSP) prepared either by a non-
selective reaction (randomly oriented immobilization of CD)
or with a selective immobilization of CD using click chem-
istry, clearly demonstrates the benefit of the oriented immo-
bilization for CDs. Selectivities of 1.08 for trans-stilbene oxide
(Rs = 0.72) and 1.09 for Benzoin (R; = 0.97) were achieved
with the clicked CSP, while racemates were totally coeluted
with CSP prepared by the nonselective approach. This con-
firms the known assumption that immobilization of chiral
selectors must be done in an oriented and homogeneous
manner.

Finally, they evaluated the click cyclodextrin stationary
phases in hydrophilic and RP-mixed mode [73]. In this work,
they first demonstrated the application of the clicked CD sta-
tionary phases under HILIC mode by separation of some rep-
resentative polar compounds (nine nucleosides and 12 fructo-
oligosaccharides) and chiral separation (Ibuprofen). The
U-shaped retention curves versus acetonitrile composition
with a set of flavone glycosides revealed a HILIC/RP-LC
mixed-mode retention behavior. For this set of test solutes
(16 analytes), the authors have evaluated the orthogonality
of RP-LC and HILIC on the click B-CD stationary phase.
The excellent orthogonality (69.4%) demonstrates the great
potential of this kind of column in 2-D-LC separation. A com-
parative study with a commercially available column, for con-
tinuous injections in HILIC mode, has highlighted a better
reproducibility for the clicked column. Moreover, the column
stability was investigated within a period of approximately
six months and no change in retention times was observed,
which proves the high stability of clicked grafts.

CDs have also been clicked on organic monoliths prefunc-
tionalized with alkyne functions. The CuAAc click reaction
was achieved in 16 h at 60°C [75]. The separation of flavanone
enantiomers was obtained in CEC and nano-LC. Although
obtained resolutions were > 1.5, peak symmetries as well
as analysis times up to 80 min, limited the performances of
such approach. This issue was not attributed to the surface
functionalization way but to the monolith synthesis, which
should be optimized to increase performances. The click reac-
tion was not necessarily called into question. Salwinski et al.
have also used an alkyne prefunctionalized organic mono-
lith in order to graft B-cyclodextrin or cinnamyl by CuAAC
click reaction [57]. In their work, they studied the retention of
flavonols and PAHs in electrochromatography.

4.3.1.2 Sugars

Glucose and maltose were immobilized on azide-modified
silica particles by CuAAc click chemistry for the prepa-
ration of separation materials in HILIC mode [18]. The
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side-reactions aroused by the hydroxyl groups can be avoided
in this click strategy and the “click saccharides” bonded on the
silica surface can retain their inherent structures and proper-
ties. These columns show excellent separation selectivity for
the separation of polar compounds (nucleosides, sugar, and
sugar derivatives). The same CuAAc chemistry has been used
to immobilize glycosyl phenyl glycine on silica beads [76]. The
click reaction was achieved at room temperature during five
days (which is not negligible). Six nucleosides and bases were
analyzed in HILIC mode with the clicked glycosyl phenyl
glycine stationary phase and compared to the commercial At-
lantis HILIC column. While compounds were coeluted with
the commercial column, the clicked glycosyl phenyl glycine
stationary phase allowed the separation of compounds, with
only one coelution and without the need to use any buffer.
These particular columns were used for the enrichment of
glycopeptides from human IgG digest that proves the strong
affinity of this stationary phase for glycocompounds.

The same authors also have prepared a clicked chi-
tooligosaccharide stationary phase [77]. An azide group was
attached to the saccharide that was subsequently clicked
onto alkyne-silica particles. The comparison between the
clicked chitooligosaccharide column and the commercial At-
lantis HILIC-silica column for the separation of six nucleo-
sides shows that higher retentions and better separation are
reached with the clicked column. However, no information
about efficiency is given.

Glyco-silica beads dedicated to affinity purification and
isolation of lectins have been synthesized by Ortega-Munoz et
al. [20] by a CuAAc click reaction with microwave irradiation
(800 W, 90°C for 1 h). Considering that the carbohydrate-
protein interactions necessary for an efficient and specific
recognition of biomolecules are multivalent, the immobiliza-
tion of monovalent as well as multivalent carbohydrates and
even trivalent dendrons was achieved by the authors. These
materials are interesting affinity supports in which nonspe-
cific interactions that make silica unsuitable for affinity chro-
matography are passivated. The benefits of the as-prepared
materials have been demonstrated for the purification of pro-
tein mixtures, but also for the in situ fluorescent labeling of
recognized lectins.

4.3.2 Amino-acid-, protein-, and enzyme-clicked
stationary phases

As reported by Punna et al. the alkyne-azide click chemistry
presents several advantages with respect to the attachment
of biomolecules to biocompatible supports [78]: reaction can
take place in aqueous solvent, the functionalities are highly
selective in their reactivity, do not interfere with common
biological processes and are stable to wide range of solvent,
temperature, and pH.

In an attempt to prepare porous polymer-based partic-
ulate stationary phases for the separation of peptides and
proteins, Slater et al. [56] investigated the effect of sur-
face chemistry on separation properties. Alkyne-containing
beads prepared by copolymerization of propargyl acrylate with
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ethylene dimethacrylate led to more hydrophobic materials
compared to azide-functionalized beads prepared by chem-
ical modification of glycidyl methacrylate (GMA-co-EDMA)
particles. Indeed, the presence of hydroxyl groups in these
azide-functionalized beads increases the hydrophilicity of
the material. This feature was turned into advantage for
the design of separation systems for affinity chromatogra-
phy where nonspecific hydrophobic interactions should be
minimized. Soybean trypsin inhibitor was clicked on this
support after conjugation through the N-hydroxysuccinimide
ester of 4-pentynoic acid to produce an affinity sorbent
for trypsin. Porous (GMA-co-EDMA) monolithic capillary
columns were used to click an alkyne-carrying enzyme deriva-
tive (a-chemotrypsin) to prepare immobilized enzyme reac-
tors [16]. In both cases, biomolecules have to be derivatized
with heterobifunctional reagents carrying the alkyne moiety.
This bioconjugation is not site directed, leading to a random
immobilization of the biomolecule onto the solid support.

Agarose gels are very popular in affinity chromatogra-
phy mainly due to their inexpensive and biocompatible na-
ture [78]. Epoxy [79] and amine [78] functionalized agarose
beads were used to prepare azide-functionalized beads. Ori-
ented immobilization of alkyne-biotine and peptides deriva-
tives was conveniently and easily realized on these clickable
agarose supports [78]). Peptides that contain primary amide,
carboxylic acid, thiol, and alcohol functional groups would
otherwise complicate the strategy of immobilization. In an
effort to increase the significance of clickable agarose, Hu
et al. [79] have prepared a pseudo-biospecific material with
less expensive clickable ligands than standard protein lig-
ands (proteins A, G, L, and anti-IgG ligands) for the devel-
opment of safe, efficient, and affordable immunosorbents
for IgG adsorption. L-Histidine has been reported to show
particular ability in separating IgG from human plasma or
serum. Pseudo-biospecific ligand immunoadsorbents were
thus prepared by immobilization of 1-Histidine alkyne deriva-
tives onto azide reactive sepharose as support matrix. Com-
pared to the direct immobilization of 1-Histidine onto epoxy
sepharose, the ligand density obtained by click chemistry
(319.1 wmol/g) is almost fourfold higher while the binding ca-
pacity for IgG from human plasma increases 5.75-fold. Com-
pared to a classical protein A—sepharose support, the binding
capacity for the clicked 1-Histidine sorbent is lower, but it ex-
hibits higher adsorption selectivity for IgG. It is worth notic-
ing that the clicked 1-Histidine sorbent can be reused up to ten
times without significant decrease in binding capacity. While
results on the IgG-binding capacity depend on the ligand
density, the authors have pointed out that the triazole ring in
the clicked histidine support acts as a more rigid spacer arm
thus enhancing the ligand availability. They also demonstrate
that the triazole ring contributes to the specific adsorption of
IgGs.

In an attempt to synthesize a brush-type chiral stationary
phase Slater et al. [80] have immobilized a proline-derived
chiral selector containing an alkyne moiety onto azide-silica
particles and monoliths by using the CuAAC click reaction.
They have demonstrated that the azido propyl group does not
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create substantial nonspecific retention in the normal phase
mode, therefore no end capping of the residual, unreacted
coupling partner is required after the click reaction.

4.4 Miscellaneous

4.4.1 Cinchona alkaloid clicked chiral stationary
phases

The group of Lindner has demonstrated that the CuAAC re-
action may offer a mild and broadly substrate-compatible im-
mobilization strategy for Cinchona alkaloids derivatives onto
azide-modified silica, to synthesize chiral stationary phases
for the resolution of a representative set of structurally di-
verse racemic compounds [81-83]. They have shown that click
chemistry allows to control the surface coverage and to create
silica gels with high surface loadings, which compare well
to or even exceed those, achievable with the established-free
radical addition protocol.

The clicked stationary phases were compared with their
thioether-linked congeners. With a first small set of chiral
model analytes and under polar organic mobile phase condi-
tions, the authors stated in a early article [83] that the confor-
mational constraints of the triazole-linker appear to diminish
analytes retention compared to more flexible thioether con-
gener, but that the recognition capacity (selectivity) of the
selector is largely retained, thus demonstrating that the tria-
zole linkage (whether attached through a short C3- or a long
flexible C11-linker) is noninvasive to chiral recognition. In an-
other more recent article [82] and with a larger set of mandelic
acids as test solutes, they conclude that the gain in enantios-
electivity for the click stationary phase is consistent (Fig. 10)
when the rigid triazole linker is introduced at the C11 posi-
tion of the chiral selector. At last, they have demonstrated the
high chemical stability of the clicked chiral stationary phases
both in polar-organic and hydro-organic modes.

4.4.2 Boronic acid clicked material for affinity
chromatography

Suksrichavalit et al. [84] have prepared a “clickable” boronic
acid ligand that was immobilized on sepharose gel. For this,
they introduced a terminal acetylene group into commer-
cially available 3-aminophenyl boronic acid and prefunction-
nalized sepharose with an azide group. The CuAAC click reac-
tion took place under physiological conditions (water/MeOH)
with CuSO, water/MeOH. The efficiency of glycoprotein sep-
aration afforded by this new affinity clicked matrix was com-
pared with that offered by a commercial boronic acid gel,
as well as by a similar ligand immobilized through a con-
ventional coupling reaction (direct ring opening of epoxide
available on gel). Compared to these other boronic acid affin-
ity gels, the clicked one displays superior effectiveness in
separating model glycoproteins from closely related BSA. Ac-
cording to the authors, the high glycoprotein binding with

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Liquid Chromatography 2059

Figure 10. Comparison of the enantioselectivities obtained with
the 1,2,3-triazolo-linked (gray) and thioether-linked CSP-2 (white)
for selected mandelic acids derivatives under optimized condi-
tions (acetonitrile, AcOH 160 mM, TEA 10 mM, 0.75 mL/min, de-
tection 254 nm, column 100 x 4 mm). Reprinted from [82] with
permission.

the clicked boronic gel may be explained in part by the lower
cross-linking density of the sepharose used and by the longer
triazole spacer that may also reduce steric hindrance for
binding large protein molecules. Moreover, the clicked gel
presents much improved stability compared to that obtained
by a direct nonselective coupling.

5 Conclusion

As summarized in Table 1, click chemistry has been used to
develop a great variety of new stationary phases dedicated to
the separation of various classes of compounds in all chro-
matographic modes.

Some of these materials, mainly those grafted with alkyl
ligands, can be considered as proof of concept of the applica-
bility of click chemistry in the field of stationary phase func-
tionalization and do not clearly demonstrate a true plus from
the chromatographic point of view. Data allowing to compare
clicked stationary phases with their classically functionalized
counterparts are too often missing and it is therefore diffi-
cult to conclude on the benefits of click chemistry in terms
of grafting density, reproducibility, and stability. That is why
the growing number of applications of click chemistry in the
field of RP-LC is not always well justified. The benefits of
click chemistry for the functionalization of stationary phases
clearly relies on its ability to control the immobilization of
“ligand” molecules, which possess several polar groups that
would be otherwise involved in a classical immobilization re-
action and would lead to a random immobilization and to
inhomogenous recognition pathways. As a consequence, the
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Table 1. Applications of click chemistry in chromatography (in bold character, the clickable function attached to the solid support)

A. Marechal et al.

J. Sep. Sci. 2013, 36, 2049-2

Support Click reaction Graft molecules Chromatographic Applications References
mode

Si0; capillary wall Alkene-thiol c18 RP PAH, basic compounds [60]

Si0; particles Alkyne-azide Carbohydrate (3-CD) RP Flavone glycosides [73]

Si0; particles Azide-alkyne Tetra ethylene glycol RP Phenyl compounds, traditional [64]
Chinese medicine

Si0, particles Azide-alkyne Benzyl, C12, C18 RP Alkylbenzene, PAH [85]

Hybrid Si0, monolith ~ Alkene-thiol Mixed C18 + sulfonate RP/mixed mode  Alkylbenzenes, protein digest [61]

Hybrid Si0, monolith ~ Alkene-thiol C18 RP Peptides [58]

Organic monolith Azide-alkyne C18 RP Proteins, peptides, alkylbenzene [56]

Organic monolith Alkyne-azide C8,C18 RP Proteins [55]

Organic monolith Thiol-alkene PEG RP Alkybenzenes [62]

Organic monolith Alkyne-thiol Adamantane RP Alkylbenzenes [63]

Organic monolith Thiol-alkene c12 RP Alkylbenzenes [54]

Hybrid Si0, monolith ~ Alkene-thiol Sulfonate SCX Amines [61]

Si0, particles Azide-alkyne Carboxylic acids WCX Proteins [22]

Si0, particles Azide-alkyne Amine WAX Inorganic anions [19]

Si0, particles Azide-alkyne Amine HILIC Nucleosides, organic acids, organics [19]
bases

Si0; particles Azide-alkyne Hydroxyl HILIC Sugars [85]

Si0; particles Alkene-thiol Cysteine (amino acid) HILIC Fructo-oligossacharides, basic and ~ [67]
polar compounds, peptides

Si0;, particles Alkyne-azide Carbohydrate (3-CD) HILIC Nulceosides, organic acids, alkaloids, [73]
oligosaccharides

Si0;, particles Azide-alkyne Carbohydrate (Glc, maltose, 3-CD) HILIC Nucleosides, organic acids, puric and [18]
pyrimidic bases

Si0; particles Alkyne-azide Carbohydrate HILIC Nucleosides, organic acids, nucleic ~ [76]

(glycosylphenylglycine) acid bases, enrichment of

glycopeptide

Si0; particles Alkyne-azide Zwitterion HILIC Nucleosides, organic acids, [66]
antibiotics (cephalosporines),
carbapenemes

Si0;, particles Alkyne-azide Chitooligosaccharide HILIC Nucleosides, saccharide, amino [77]
acids, fructooligosaccharide,
enrichment of glycopeptide

Organic monolith Alkyne-thiol Cysteamine HILIC Phenols [65]

Organic monolith Thiol-alkene Zwitterion HILIC Peptides, nucleosides [54]

Organic monolith Thiol-alkene PEG HILIC Phenols [62]

Organic monolith Alkyne-azide Carbohydrate (3-CD) Chiral/RP Flavonones [75]

Organic monolith Alkyne-azide Carbohydrate (3-CD) /Cinnamyl  Chiral/RP PAHs, flavonols, enantiomer [57]

Si0, particles Alkyne-azide Carbohydrate (3-CD) Chiral/RP Pharmaceutical enantiomers [74]

Si0; particles Alkyne-Azide Carbohydrate (3-CD) Chiral/HILIC Nucleosides, organic acids, alkaloids, [73]
oligosaccharides

Si0, particles Alkyne-azide Carbohydrate (3-CD) Chiral/RP Enantiomers [86]

Si0; particles and Si0, Azide-alkyne Proline derivative Chiral/NP w-Acidic aminoacids amide [80]

monolith derivatives

Si0;, particles Azide-alkyne Carbohydrate (maltose) HILIC Saccharide, nucleic acid base, [87]
nucleosides, peptides,
oligosaccharide

Si0, particles Azide-alkyne Cinchona alkaloids Chiral/WAX Amino acids, aryloxyacids, aromatic ~ [81-83]
carboxylic acids

Si0; particles Azide-alkyne Carbohydrate sugar Affinity Lectin (ConA) purification [20]

Alkyne-azide

Agarose gel Azide-alkyne Biotine Affinity Proteins purification [88]

Agarose gel Azide-alkyne Boronic acid ligands Affinity Glycoproteins [84]

Organic monolith Azide-alkyne Enzyme IMER Protein digestion [16]

Organic monolith Azide-alkyne Protein Affinity Trypsin [56]

Agarose Azide-alkyne Peptides and biotin Affinity Antibody [87]

Agarose Azide-alkyne L-Histidine Affinity IgG [79]

Capillary wall Azide-alkyne Dendrimers PEQ PEG PEI EQOF modifiers Adsorptions [10]

IMER, immobilized enzyme reactors.

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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most relevant applications of click chemistry as a new tool for
stationary phase functionalization, belong to the field of chi-
ral or affinity chromatography for which the biological activity
or accessibility of the grafted ligands are of main concern.

The authors have declared no conflict of interest.
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1.2 Fonctionnalisation de monolithes de silice par « thiol-ene » et « ene-thiol » photoclick
chemistry

Apres avoir étudié les différentes réactions de click utilisées en sciences séparatives, la réaction
mettant en jeu une fonction thiol et une fonction alcéne a été retenue pour la suite des travaux. Cette
réaction de fonctionnalisation peut étre réalisée selon deux approches différentes : version « thiol-

ene » et version « ene-thiol ».

La premiere, présentée Figure 50, consiste a préfonctionnaliser le support monolithique avec un
composé thiolé et a greffer le composé d’intérét par sa double liaison. Cette approche implique la
présence d’une double liaison dans le composé a greffer (acrylate, alcéne...). La réaction est initiée
directement en surface du monolithe, a partir de la formation d’un radical libre apres abstraction de
I’hydrogéne du thiol par un photoinitiateur. Le radical est ensuite impliqué dans des étapes de
propagation et de transfert de chaine conduisant a 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
polymére par une réaction additionnelle d’"homo-polymérisation. Cependant, il a été montré que cette
polymérisation pouvait étre controlée selon la nature des alcénes utilisés, permettant ainsi de

maitriser la taille de la couche polymérique en surface.

/ Polymérisation initiée en surface _R \
L~ .'|| -
.-'/ Homo- \\
| polpnérisalion] H,
ey
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Figure 50: Représentation schématique du mécanisme de la réaction « thiol-ene »

L'approche inverse, nommeée « ene-thiol » permet de greffer des composés thiolés sur un monolithe
préfonctionnalisé avec une fonction alcéne (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 a une couverture de surface mieux définie qu’avec une

polymérisation mais a des rétentions plus faibles.

113



/ Greffage en surface . \

Thermique
Initiateur + -SH > 2\ / .
/ ou photo-initiation R N / > L Terminaison

R N o S .
| = |

Etape de croissance

oy -

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 contrdle 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 I'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
particulierement intéressant dans le cas de réactifs onéreux et/ou disponibles en faibles
concentrations. Enfin, les mesures d’efficacité (jusqu'a 160 000 ptx/m) et de perméabilité obtenues
sur les colonnes photogreffées prouvent que les propriétés intrinseques du monolithe ne sont pas

altérées aprées le photogreffage par chimie click.
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Herein, we report the “ene-thiol” photografting of 1-octadecanethiol onto vinyl pre-functionalized sil-
ica monolith to prepare clicked reversed-phase silica monolithic columns with high permeability and
performances. The experimental conditions (concentration of thiol in solution, irradiation duration) are
optimized with respect to highest retention and methylene selectivity, i.e. to the highest surface coverage
of the monolith. It is demonstrated that an irradiation duration of 5 min is enough with a 0.8 M concen-
tration of 1-octadecanethiol in solution or that it may be replaced by successive irradiations at a lower
ODT concentration (0.19 M) with renewing of the solution between the illuminations. Retention factors
as high as those obtained with standard silanization are reached while keeping the intrinsic monolith
permeability and efficiency (160,000 plates/m in nano-LC at 0.7 mm/s). The absence of polymerization, in
the “ene-thiol” version, is demonstrated. Indeed, the steric selectivity of our clicked-material is character-
istic of monolayer-like functionalized silica and significantly lower than the steric selectivity measured
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on polymeric-like functionalized silica.
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1. Introduction

The analysis of complex samples available in very small amounts
has pushed forward the development of miniaturized separa-
tion systems. The unique properties of silica monoliths (bimodal
porosity, great permeability, high specific surface area and high
chromatographic efficiencies) make them the ideal candidates for
miniaturized separation techniques. Moreover, they do not present
the drawbacks of swelling and shrinking of their organic counter-
parts during exposure to different solvents and are therefore usable
in the whole domain of organic/aqueous mobile phases. There
are mainly two strategies to prepare silica monolithic capillar-
ies. The more straightforward approach is the so-called “one-pot”
sol-gel process, where the silica monoliths with the desired sur-
face chemistry are obtained in one step, by mixing several silica
precursors. This approach, leading to monoliths dedicated to all
chromatographic modes has been recently reviewed [1]. However,
the laborious and cumbersome re-optimization of the sol-gel com-
position mixture for each surface chemistry; in order, to obtain
efficient chromatographic materials is the main limitation of this
strategy.

* Corresponding author. Tel.: +33 437423552.
E-mail address: audreymars@hotmail.fr (A. Marechal).

http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2014.06.031
0021-9673/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

The alternative and most commonly used approach for synthe-
sizing silica monoliths with different surface chemistries consists
in a multistep process in which a bare silica monolith is syn-
thesized and subsequently grafted. Indeed, bare silica monolithic
columns belong to the “generic” monolithic support class whose
surface modification can be tuned with respect to the application.
If thermally initiated surface modification processes (silanization
as well as thermal polymerization of monomers onto the silica sur-
face) allows reaching a great variety of surface chemistries they
are time consuming and not localizable. Our recent work aims to
develop strategies to facilitate the surface modification of minia-
turized chromatographic columns inside silica capillary columns
[2]. Our strategy relies on a photo-assisted chemical surface mod-
ification process of efficient monolithic capillary columns. A first
approach published recently by our group [2,3] and the group of
Svec [4]]implements a photopolymerization process to anchor var-
ious moieties to generic silica monoliths. This process, leading to
polymeric layers is rapid, simple, versatile and localizable com-
pared to the previously reported thermal initiation pathway but
the polymerization reaction may be strictly controlled in order to
keep the intrinsic performances of the “generic” monolith that may
be impaired. Herein, a photografting process based on the thiol-
ene photoclick reaction is proposed to prepare monolayer-like
functionalized silica monolithic columns. The reaction is triggered
either by a H-abstraction or by free-radical reaction. Several recent
reviews give an overview of the potential of this click reaction for
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Fig. 1. Schematic representation of the thiol-ene (A) compared to ene-thiol (B) reaction mechanisms.

surface modification of stationary phases [5,6]]. Although thiol-
ene click reaction, has already been proposed for the elaboration
of functionalized silica columns in its thermally initiated path-
way [7-16], no photo-initiation attempt was already reported. Only
few articles refer to a photo-initiated pathway on porous polymer
monoliths [17-19]. In ref. [17], the reaction was realized under the
“thiol-ene” version (here referred as thiol functionalized monolith
reacting with alkene monomers in solution) and limited efficiencies
(30,000 plates/m) were obtained. In the “thiol-ene” reaction (Fig. 1),
the vinyl monomers may polymerize in solution and either further
react with the thiol functions of the monolith, leading to loss of
permeability [17]. Its “ene-thiol” alternative (here referred as vinyl
functionalized silica and thiol functions in solution) may avoid such
a polymerization and lead to a simple coupling of the thiol moiety
with the vinyl one, i.e. to a monolayer-like functionalized surface.
In addition, the “ene-thiol” version allows direct immobilization of
biomolecules (enzymes, proteins, antibodies).

Such “ene-thiol” approach has been investigated on porous
organic stationary phases [19]. Reaction times up to 4h were
required, using high concentrations of initiator (0.1 M or 10 wt%)
and quasi-pure thiol monomers. Moreover, the efficiencies of these
C18 modified organic monolithic columns ranged between 50,000
and 85,000N/m in CEC mode and the retention factors reached
were quite low (k=0.5 for hexylbenzene in a 70/30 acetoni-
trile/water mobile phase).

Herein, we report the photografting of 1-octadecanethiol onto
vinyl pre-functionalized silica monolith to prepare silica-based
reversed-phase monolithic columns with high permeability and
performances. The chromatographic characterization is done by
nano-LC before and after photo-grafting and therefore allows
evaluating the influence of the grafting process on the over-
all column efficiency. The concentration of 1-octadecanethiol as
well as the irradiation duration are optimized with respect to
retention and methylene selectivity properties and the influence

of the grafting on permeability and efficiency is evaluated. At
last, the steric selectivity is compared to the one obtained with
monomeric/polymeric-like surface modifications to verify if this
“ene-thiol” version of the click reaction leads to monolayer-like
functionalized silica as assumed.

2. Experimental
2.1. Reagents and chemicals

All the reagents used were of analytical grade. Tetram-
ethoxysilane (TMOS), methytrimethoxylsilane (MTMS), urea,
PEG (Mp=10,000), benzophenone (BP), triethylamine (TEA),
methanol (HPLC grade), thiourea, vinyltrimethoxysilane (VTMS),
1-octadecanethiol (ODT), naphthalene were purchased from
Sigma-Aldrich (France). Acetonitrile (ACN) (HPLC grade) was
purchased from VWR. Acetic acid was from Riedel-de Haénn
(Germany). Tetrahydrofuran (THF) was from Rathburn (UK). Propy-
Ibenzene, pentylbenzene, phenylheptane, and octylbenzene were
purchased from Fluka (Switzerland). Hexylbenzene was from Alfa-
Aesar (France). All aqueous solutions were prepared using >18
MDI water (Millipore, Molsheim, France). PTFE-coated fused-silica
capillaries (TSU 75 pm i.d.) were purchased from Polymicro Tech-
nologies (USA).

2.2. Preparation of vinyl pre-functionalized silica supports

2.2.1. Synthesis of silica monolith

The preparation conditions of silica monolithic columns were
similar to those reported by Hara et al. [20]. Monolithic silica capil-
lary columns were prepared from a mixture of TMOS/MTMS (85:15;
v/v). A total of 18 mL of this mixture was added to 40 mL acetic acid
(0.01 M) containing 1.9g PEG and 4.05g urea and stirred at 0°C
for 30 min. Then the temperature was raised up to 40°C and the
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mixture was stirred for 10 min before it was charged into fused-
silica capillaries. Filling steps of capillary columns were carried
under nitrogen (N,) pressure using a Nanobaume system (CIL-
Cluzeau Info Labo SA). After that, the filled and blocked capillaries
were kept at 40 °C overnight for gelification and aging. Then, the
temperature was raised slowly up to 120 °C and maintained at this
temperature for 4 additional hours to form mesopores with the
ammonia generated by the hydrolysis of urea. The monolithic silica
columns were then cooled and washed with methanol. Morpho-
logical characterization of the monoliths was done using a JEOL
nanoscope JCM 5000 (Japan) scanning electron microscope after a
gold coating of the samples. The hydrodynamic permeability was
determined using Darcy’s law and naphthalene or thiourea as tg
markers for bare silica in the HILIC mode (95/5 acetonitrile/water
mobile phase) and C18 clicked phase in the reversed phase mode,
respectively.

2.2.2. Vinyl pre-functionalization

Prior to surface modification by photo-click chemistry, sil-
ica monoliths were prefunctionalized with vinyltrimethoxysilane
(VTMS) to anchor vinyl moieties onto the surface by covalent bond-
ing. The silanization solution was composed of VTMS (5%, v/v),
(triethylamine) (2.5%, v/v), in a MeOH/Water (95/5%, v/v) mixture.
Silanization was performed at 80 °C during 6 h under hydrodynamic
flow. The optimum silanization conditions (those leading to the
highest surface density of vinyl groups) were adapted from a previ-
ous study [3], in which the influence of several solvents, catalysts,
temperatures and reaction time were studied. After silanization,
monoliths were thoroughly rinsed with MeOH. No alteration of the
permeability was noticed after this step.

2.3. “Ene-thiol” photo-click functionalization of monoliths

The vinyl pre-functionalized silica support was filled with
the grafting mixture containing the initiator (benzophenone)
(0.0125 M), the functional reagent 1-octadecanethiol (ODT) at con-
centrations ranging from 0.19 to 1.19 M in THF as solvent. Then, the
tips of the capillary were plugged with rubber and the capillary was
put into UV-crosslinker for various irradiation durations ranging
from 10 to 30 min, at 365 nm and then washed extensively with
THF. In some cases, several successive graftings were implemented
with renewing the grafting solution between each irradiation step.

2.4. Instrumentation

CE experiments were carried out with an Agilent HP3D CE sys-
tem (Waldbronn, Germany) equipped with a diode array detector
and an external pressure device allowing to work up to 12 bar. No
voltage was applied. The external pressurization device was used
to move the mobile phase, to inject solutes directly “on-column”,
and the detection was achieved through the monolith.

The control of the electrophoresis system and the data acqui-
sition were carried out by the Chemstation system (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany). The illumination system used
for photo-click reaction was a BioLink cross linker (VWR Inter-
national, Strasbourg, France) equipped with five 8 W UV tubes
emitting at 365 nm. An LC pump (Shimadzu LC 10AD, Tokyo, Japan)
was used torinse the capillaries after their synthesis and functional-
ization. A Nanobaume system (CIL-Cluzeau Info Labo SA) was used
to fill the capillaries with the different mixtures under nitrogen
pressure.

3. Results and discussion

Firstly, the influence of two parameters (time of irradiation, con-
centration of 1-octadecane thiol (ODT)) has been evaluated in order
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Fig. 2. Retention factor of hexylbenzene and methylene selectivity measured in
80/20 (ACN/water) mobile phase for ODT photografted columns prepared with
increasing ODT concentration in the grafting reaction mixture, Other grafting con-
ditions: benzophenone 0.25% (w/v), solvent THF, 30 min irradiation @365 nm.

to optimize the photo-click reaction of ODT on the vinyl activated
silica monoliths. For this set of experiments, a unique long mono-
lithic column was synthesized, vinyl pre-functionalized according
to a previously optimized silanization protocol [3] and cut into sev-
eral pieces (of about 12 cm) before the photoclick reaction, in order
to allow a direct comparison of the clicked columns among them-
selves and to eliminate any bias due to the monolith synthesis or
to its silanization. Starting monolithic bare silica columns (skele-
ton size 1.2+0.1 wm and macropores 1.5+0.2 pwm) exhibit high
efficiency (measured in HILIC mode), with minimal plate heights
of 6.0 um= 0.5 wm (inter-capillary standard deviation, n=6) and
relatively high permeability values (4.6 + 1.1 x 10~ 14 m?2).

Benzophenone was chosen as photoinitiator for its high effi-
ciency as hydrogen abstractor under illumination [21,22]. Its
concentration was set at a fixed value (0.25%, w/v) which corre-
sponds to an average value of the literature [23-25]. The irradiation
intensity was not a tunable parameter with the UV-cross-linker
used throughout this study and the power of illumination of the
cross-linker was fixed (2.96 mW/cm? at 365 nm) and only the dura-
tion of the irradiation was adjustable. The ODT concentration in
the grafting mixture was varied from 0.19 to 1.14 M. The obtained
photo-clicked columns have been characterized by nano-LC in
reversed-phase mode for the separation of a set of alkylbenzenes.
Retention factors values can be used to compare the surface cover-
age of the stationary phase which is supposed to directly correlate
with them if a single coupling between thiol and ene function
occurs as stated.

Fig. 2 illustrates the influence of the ODT concentration on the
retention factors of hexylbenzene, for a fixed irradiation time of
30 min. As can be seen, retention factors increase with ODT con-
centration and reach a plateau for approximately 0.75M with a
retention factor higher than 3 for hexylbenzene. The high ODT con-
centration value required to reach the highest surface coverage is in
good agreement with the estimated amount of ODT required for a
complete conversion of the vinyl functions. Indeed, assuming a spe-
cific surface area of about 300 m?/g [26], a density of silica monolith
ofabout 0.7 gcm~3 (evaluated experimentally by weighing a mono-
lith synthesized in batch mode), an estimated average density of
accessible vinyl functions of at least 3-4 wmol m~2 after silaniza-
tion [27], the complete conversion of vinyl moieties of a monolith
10cm in length and 75 um in internal diameter should require
an ODT concentration of approximately 0.6-0.8 M (the grafting
solution volume being limited to the void volume of the col-
umn about, i.e. 400 nL). The methylene selectivity measured with
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Fig 3. Chromatogram obtained for alkylbenzenes on an ODT photografted sil-
ica m onolithic column (concentration of ODT=075M, irradiation time=10min
@365 nm) Detection at 214nm_Capillary length =10 cm _length to detector =8 5 cm ,
id =75 pim , 80% ACN aqueous m obile phase, 180 nLl/min_Temperature 25 "C Peak
identifi cation: C1,toluene; C2 ethylbenzene; C3,propylbenzene; C4 butylbenzene;
C5.,amylbenzene; 06 _hexylbenzene; H values are given in brackets_

pentylbenzene and hexylbenzene (Fig. 2) follows the same trend,
as it increases before reaching a platean at a maximom valne of
142,

The retention factor reached forhexylbenzene (k=3.6 £ 0.2 with
a 80/20 acetonitrile/water m obile phase) mdicates that the grafiing
density achieved with photo-click chem istry is at least as high as
the grafimg obtamed according to the classical ODS silanization
[3] with the advantage of being rapid and localizable. The pro-
cess is less time consnming and leads to retention factors largely
higher than those (k=05 with a 70/30 acetonitrile/water mobile
phase) obtained afier the photochem ical process on porous organic
m onoliths.

For the following experim ents, the influence of the irradiation
duration was decreased down to 5mm for a fixed concentration
of ODT at 0.8 M (a no-lim itant concentration as determ ined n the
previons experiment set). No significant variation of the reten-
tion factor nor of the methylene selectivity were observed, thus
dem onstrating the speed of the photo-click reaction. As high con-
centrations of ODT or of thiyl radicals obtained after H abstraction
m ay favor their com bination mto dim ers in solution (by creation of
a disulfide bonds), it was intended to decrease this concentration
down t00.19 M and torenew the solntion between short snccessive
illnm ination steps. Five successive illnm inations of 5m in with the
renewing ofthe 0.19 M ODT solntion between each irradiation step
were implemented. The retention factor obtained for hexylben-
zene as well as the methylene selectivity do not vary significantly
(K(hexylbenzene) =3-6 £ 0.2 (inter-capillary standard deviation (n =3))
and _ (,) = 1.42  0.01), thus mdicating that disnlfide bond for-
m ation between thiols or thiylradicals isnot an issue m the process.
This resnlt also indicates that the same grafting density may be
reached in varions conditions, provided that the total amount of
thiol m onom ers irradiated (in one or several steps) is high enongh.
This may be a key featnre, when only diluted thiol solmtions are
available (in the case of thiolated biological m olecnles, for exam-
ple).

Moreover, it is worth noticing that, whatever the grafting, the
permeability and the efficiency ofthe monolithic colnmns were not
altered. ie. that the photo-click fanctionalization allows keeping
the intrinsic properties of the silica monoliths. In the best photo-
click reaction conditions (Fig. 3), ie. those leading to the highest

surface coverage (highest retention and methylene selectivity),
the valme of H;, (minim al theoretical plate height mcasnred at
the optim al velocity of the mobile phase) is 6.1% 0.3 pm (corre-
sponding to approxim ately 160000 plates/m ) and the perm eability
valne is 4.7 107" £ 05m?. It confirms the starting hypothe-
sis that no polymerization occnrs in the “eme-thiol” version of
click functionalization, as nsnally observed when polymerization
occurs [17]. The conservation of the chrom atographic efficiency
throngh the photografiing process is a straightforward evidence
that the photografted colnmn is homogeneons (radial and longi-
tndinal homogeneity). There is not shadow or shielding effect of
the 365 nm light rradiation nside the silica monolith. In addition,
the process avoids the mentioned problem oflongitndinal gradient
surface density enconntered with in-sitn silanization [28].

The steric (shape) selectivity ((kpiphenylene/ko Terphenyl) 13
another criterion nsed in the Tanaka Test [29] to assess the poly-
m eric/monomeric natnre of the grafting becanse of the similar
hydrophobic properties but different planarity oftriphenylene and
o-terphenyl: polymeric grafting nsnally leads to an increased shape
selectivity. The steric selectivity valne measured with a 80/20
(v/v) (methanol/water) mobile phase {, 1yo=1.49) is comparable
to the value measnred on the sam e monolith grafted with the C18
0DS silane (, 7o=150) and significantly lower than the selectivity
reported after polymerization of alkylacrylate monomers onto the
silica surface (194 <_ 143<2.58) [30], thus confirming once again
the m onolayer grafting.

4. Conclusion

This short communication demonstrates that the photo-click
“ene-thiol” reaction im plemented with 1 octadecanethiol on a
silica-based vinyl pre-functionalized monolith, allows reaching
retention as high as those obtained with a classical silanization,
m less than five minutes while keeping the intrinsic efficiency
(N=160.000 plates/m ) of the m onolith. It is also dem onstrated that
click-reaction conditions arenot criticalto reach the highest surface
coverage (highest retention ), provided that the total am ount ofthiol
m onom ers irradiated (in one or several steps) is high enongh. This
m ay be akey feature, when only dilnted thiol solutions are available
(in the case of thiolated biological molecules, for exam ple).

The absence of polymerization is confirmed by the steric selec-
tivity valne, close to the selectivity m easnred on m onolayer-like
stationary phases. The versatility ofthis approach is under study.

The im plem entation ofthis click reaction to hybrid vinyl m ono-
liths, the synthesis of which has already been reported [[31,10],
opens the field to the rapid and localizable snrface modification of
silica monoliths and to their nse in multim odal separation systems.
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1.3 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 : I'octadécanethiol
pour la phase inverse, la cystéine pour le mode HILIC ou encore le mercaptoéthanesulfonate de sodium
pour I'échange d’ions. Il a été vérifié que la concentration en thiol optimale (0,8 M) pour accéder a la
plus grande densité de greffage est identique quelle que soit la nature du thiol utilisé. Ainsi, dans le
cas d’'un changement de monomeére, seul le solvant et I'initiateur doivent étre adaptés en fonction de
leur solubilité dans le solvant du monomere. La deuxiéme partie de I'article démontre I'intérét 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 B-bloquants.
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This paper presents a photografting process of monolithic silica capillary columns based on the ene-
thiol click chemistry. This study is performed on a “generic” vinyl-functionalized silica monolith (Hi,
6+1pm). The photoclick reaction is investigated using different thiol monomers (octadecanethiol,
cysteine and sodium mercaptoethanesulfonate) to prepare capillary columns dedicated to various chro-
matographic modes (reversed-phase, HILIC and strong cation exchange). Whatever the monomer used,
the photografting reaction is achieved in less than 5 min with a relatively high thiol monomer content.
This allows preparing highly retentive and efficient monolithic columns while avoiding polymerization
Photografting and/or column clogging. In addition to the aforementioned properties (duration, versatility, efficiency),
Biphasic capillary column this photo-triggered chemical reaction allows addressing several appropriate surface functionalizations
SCX inside a single monolithic column in order to prepare nanovolume multimodal capillary columns. A mul-
HILIC timodal biphasic monolithic column with a 1cm length cation-exchange segment followed by a 9cm
Multimodal chromatography length reversed-phase segment (SCX-RP) is prepared through two successive photografting reactions
using a UV-mask to localize the reactions. This multimodal biphasic column is investigated using a model
sample for the selective fractionation and separation of cationic and neutral compounds and is applied

Keywords:
Silica monolithic columns

to the on-line preconcentration and separation of (3-blockers.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The functionalization of silica monoliths in tiny capillary tubing
is not a trivial task. Although silanization is the “gold” standard pro-
cedure to chemically modify silica stationary phases, this approach
is not suitable for the preparation of multimodal chromatographic
capillary columns (MCC) with several sequential zones of different
surface chemistries. Multimodal chromatography, with so called
biphasic (or even multiphasic) columns, is mainly devoted to the
analysis of complex biological samples and its use in miniatur-
ized systems (capillary columns for example) is challenging for
detection limits and sample volume concerns. It has found appli-
cations for the analysis of small molecules as reviewed recently
by Mansour [1] as well as in proteomics. For example, several
articles highlight the potential of MCC for shotgun analysis in a
so-called MudPIT (Multi Dimensional Protein Identification Tech-
nology) approach [2-5].If MudPIT with packed columns has already
been proven robust for the resolution of complex mixtures of

* Corresponding author. Tel.: +33 0 437423552.
E-mail address: vincent.dugas@univ-lyon1.fr (V. Dugas).
1 Tel.: +33 0 437423552,

http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2014.09.017
0021-9673/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

peptides, improvements in the resolution are always desirable to
provide increased protein coverage. As reported by the group of
Yates, such improvements could be achieved, with UltraHigh Pres-
sure MudPIT (UHP-MudPIT) [6], by increasing the length of the C18
segment and reducing the particle size of the resin used. The main
limitation to the development of such long sequential multimodal
silica capillary columns (MCC) is due to the way of preparing minia-
turized analytical systems integrating several zones of different
surface chemistries. For example, packing different successive beds
of functionalized silica particles in capillary tubing is cumbersome
and labour-intensive although it has been already successfully
implemented for the MudPIT approach. In addition, a lower per-
meability is obtained with sub-3 pm silica particles (usually used
in the reversed phase segment) compared to the one obtained with
monolithic beds, which limits the capillary length i.e. the maximal
efficiency attainable for the reversed phase separation consecutive
to the ion-exchange fractionation. In addition, these assemblies
require frits that are usually source of undesirable adsorption as
well as flow inhomogeneities. On the other hand, silica monoliths
are easily in-situ synthesized in capillary. However, the synthe-
sis of different silica monolithic segments is difficult to control
for mass production purpose. Recent works based on photochem-
ical processes have been implemented in order to address this
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issue with varying degrees of success [7-10]. These strategies use
well-known free radical polymerization reactions of acrylate-based
monomers initiated by UV-irradiation. These photopolymerization
processes are rapid, efficient and versatile due to the wide variety
of commercially available functional monomers. The chromato-
graphic performances of these columns are quite satisfactory in
terms of retention, but sometimes disappointing in terms of effi-
ciency. Indeed, when the polymerization process is not properly
controlled it may lead to the growth of thick layers and losses of effi-
ciency when mesopores are sterically hindered [7]. It can also lead
to column clogging when polymerization affects macropores [8].
In order to avoid this drawback while taking advantage of the
rapid, simple and versatile nature of photochemical reactions, a
photografting (and not photopolymerization) process is investi-
gated. This functionalization pathway is based on the ene-thiol
photoclick reaction. Compared to the free radical polymerization
(Fig. 1) the photo-click reaction takes advantage of the site spe-
cific activation of thiol monomers in solution by an H-abstracting
photoinitiator. The thiyl radical attacks the vinyl group tethered
to the silica surface leading to a stable thioether link. Because
one vinyl group is only able to react with two thiol monomers,
this reaction is considered as a grafting reaction and not as a
polymerization one. We have already investigated the elaboration
of functionalized silica monolithic columns using commercially
available octadecanethiol (C18) [11]. The as-synthesized C18 pho-
toclicked monolithic columns present slightly higher retention
properties than standard ODS monolithic columns [9]. These reten-
tion properties are close to those achieved after the polymerization
or photopolymerization of lauryl acrylate onto methacrylate func-
tionalized silica monoliths [9,12], such polymerization processes
being intended to lead to highly retentive stationary phases [12].

141

The retentive properties of the ODT photoclicked columns can
be attributed to dense layers. In addition, the value of steric
selectivity (o-terphenyl/triphenylene selectivity) [13] is similar to
the one measured for ODS columns. It confirms the monolayer
like structure of the photografted layer, while photopolymer-
ized layers behave differently due to the 3D-network of the
polymerized layer. It was also demonstrated that the kinetic per-
formances of the starting silica material was maintained after the
functionalization process which avoided any clogging of meso-
pores.

Herein, we investigate the photografting of different commer-
cial thiol monomers. Although the ene-thiol click reaction approach
has been already reported for the functionalization of silica, the pro-
cessinvolved is time consuming and not localizable [10,14-20]. The
grafting of cysteine and sodium mercaptoethanesulfonate (SMES)
onto a vinyl activated silica monolith is followed and character-
ized in hydrophilic interaction (HILIC) and strong cation exchange
(SCX) chromatography respectively. Retention factors, selectivi-
ties and ion-exchange capacities are compared with the values
reported in the literature for silica monoliths modified either with
the classical silanization pathway or with polymerization. It is also
verified that the kinetic performances of the starting silica materials
are maintained, thus confirming that the functionalization process
avoids clogging of the mesopores. To illustrate the benefit of the
presented photochemical approach at the capillary format, multi-
modal biphasic (SCX-RPLC) chromatographic capillary columns are
prepared. Their potential is illustrated through two examples of
applications: (i) the selective fractionation and separation of neu-
tral and charged model solutes, (ii) the preconcentration of cationic
[3-blockers in cation exchange mode followed by their separation
by reversed-phase chromatography.
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Fig. 1. Schematic representation of the photopolymerization and photografting processes. Photopolymerization is based on the free radical polymerization of acrylate and
methacrylate monomers. It should be noticed that the same reaction occurs between monomers in solution leading to the formation of polymers in solution responsible
for an increase of its viscosity. At the opposite, photografting is based on the selective activation of thiol monomers in solution which react with vinyl groups tethered to
the surface of the silica monolith. This process leads only to dimers in solution if two thiyl radicals react together. The substituent R is chosen to bring the desired surface

retention properties (i.e. C12 or C18 alkyl chains, zwitterionic or charged groups).

123



142 A. Marechal et al. / J. Chromatogr. A 1365 (2014) 140-147

2. Materials and methods
2.1. Reagents and chemicals

All the reagents used were of analytical grade. Tetramethoxysi-
lane (TMOS), methytrimethoxylsilane (MTMS), urea, PEG (Mn=10
000), triethylamine (TEA), methanol (HPLC grade), thiourea,
vinyltrimethoxysilane (VTMS), 1-octadecanethiol (ODT), cys-
teine, sodium 2-mercaptoethanesulfonate (SMES), benzophenone,
caffeine, 7-(B-hydroxypropyl)theophylline, benzene, toluene,
nadolol, oxpranolol, propanolol, uracil, adenosine, cytosine,
cytidine and naphthalene were purchased from Sigma-Aldrich
(France). Acetonitrile (ACN) (HPLC grade) was purchased from
VWR. Acetic acid was from Riedel-de Haénn (Germany). All
aqueous solutions were prepared using >18 MA-cm water (Milli-
pore, Molsheim, France). PTFE-coated fused-silica capillaries (TSU
deep-UV Transparent Coating 75 um i.d.) were purchased from
Polymicro Technologies (USA).

2.2. Preparation of vinyl pre-functionalized silica supports

2.2.1. Synthesis of silica monoliths

The preparation conditions of silica monolithic columns were
similar to those reported by Hara et al. [21]. Monolithic silica capil-
lary columns were prepared from a mixture of TMOS/MTMS (85/15;
v/v). A total of 18 mL of this mixture was added to 40 mL acetic acid
(0.01 M) containing 1.9 g PEG and 4.05 g urea and stirred at 0°C for
30 min. Then the temperature was raised up to 40°C and the mix-
ture was stirred for 10 min before it was charged into fused-silica
capillaries. Filling steps of capillary columns were carried under
nitrogen (N,) pressure using a Nanobaume system (CIL-Cluzeau
Info Labo SA). After that, the filled and blocked capillaries were
kept at 40°C overnight for gelification and aging. Then, the tem-
perature was raised slowly up to 120°C and maintained at this
temperature for 4 additional hours to form mesopores with the
ammonia generated by the hydrolysis of urea. The monolithic sil-
ica columns were then cooled and washed with methanol. The
hydrodynamic permeability was determined using Darcy’s law and
naphthalene or thiourea as ty markers for bare silica in the HILIC
mode (95/5 acetonitrile/water mobile phase)and C18 clicked phase
in the reversed-phase mode respectively.

2.2.2. Vinyl pre-functionalization

Prior to surface modification by photo-click chemistry, sil-
ica monoliths were prefunctionalized with vinyltrimethoxysilane
(VTMS) to anchor vinyl moieties onto the surface by covalent bond-
ing. The silanization solution was composed of VIMS (5%, v/v),
(triethylamine) (2.5%, v/v), in a (95/5, v/v MeOH/Water) mixture.
Silanization was performed at 80 °Cduring 6 h under hydrodynamic
flow. After silanization, monoliths were thoroughly rinsed with
MeOH.

2.3. “Ene-thiol” photo-click functionalization of monoliths

For reversed-phase capillary columns, the vinyl pre-
functionalized silica column was filled with the grafting mixture
containing the initiator (benzophenone) (0.0125 M), the functional
reagent 1-octadecanethiol (ODT) at a concentration of 1.08 M, in
THF as solvent. Then, the tips of the capillary were plugged with
rubber and the capillary was put into an UV-crosslinker for a 5 min
irradiation duration, at 365 nm and the column was then washed
extensively with THF.

For the preparation of HILIC capillary columns, the silanized
monolith was grafted with cysteine. As cysteine is soluble in water,
2,2'-azobis(2-methylpropionamide)dihydrochloride (AIBA) was
used as initiator. The grafting mixture consisted of the appropriate

mass of cysteine (different amounts have been tested ranging from
13.2mg to 132 mg corresponding to final concentrations ranging
from 0.1 M to 1M and 3 mg of AIBA in 1 mL of water. The vinyl
pre-functionalized monolithic capillary (previously washed with
water for at least 30 min) was flushed for 10 min with the grafting
mixture and then irradiated at 365 nm for 5 min. After, the capillary
was washed for over 30 min with water and subsequently tested

Cation-exchange columns were grafted with sodium 2-
mercaptoethanesulfonate (SMES). The grafting mixture and
grafting conditions were identical to those used for the prepara-
tion of HILIC columns, with cysteine being replaced by SMES in the
grafting mixture.

2.3.1. Preparation of the SCX-RP biphasic monolithic capillary
column

The vinyl pre-functionalized silica monolith was first end-
capped in gas phase with pure hexamethydisilazane at 160 °C for
2 h. Localization of the photochemical reactions was carried out by
masking a part of the capillary with peek tubing as UV mask. A 1 cm
length SCX segment was first photografted at the inlet of the col-
umn. The capillary was successively washed with water and THF
before being filled with the second grafting mixture (ODT). After
the second photografting step the multimodal biphasic capillary
column was washed for 30 min with THF.

2.3.2. Determination of the cation-exchange capacity

The IEC (ion-exchange capacity) was determined by measuring
the breakthrough curves of potassium chloride using a contactless
conductivity detection (TraceDec, Austria).

2.4. Instrumentation

Nano-LC experiments were carried out with an Agilent HP3D
CE system (Waldbronn, Germany) equipped with a diode array
detector and an external pressure device allowing to work up to
12 bar. The control of the electrophoresis system and the data
acquisition were carried out by the Chemstation system (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany). The illumination system used
for photo-click reaction was a BioLink cross linker (VWR Inter-
national, Strasbourg, France) equipped with five 8 W UV tubes
emitting at 365 nm. An LC pump (Shimadzu LC 10AD, Tokyo, Japan)
was used torinse the capillaries after their synthesis and functional-
ization. A Nanobaume system (CIL-Cluzeau Info Labo SA) was used
to fill the capillaries with the different mixtures under nitrogen
pressure.

3. Results
3.1. Ene-thiol photoclick surface functionalization study

The photografting was performed on in-situ synthesized sil-
ica monoliths pre-functionalized with vinyltrimethoxysilane. The
bare silica monoliths synthesized according to the procedure of
Hara et al. [21], yield high efficiencies with an average mini-
mum plate height of 6+ 1 wm (measured in the HILIC mode with
caffeine and 7-(p3-hydroxypropyl)theophylline as test solutes) at
the optimum mobile phase velocity of about 0.1 cm/s. Since the
silanization step does not significantly modify the intrinsic prop-
erties of the monolith (Van Deemter plots as well as permeability
remained unchanged after the silanization), the evolution of the
column efficiency and permeability after the photografting step
only characterizes the photofunctionalization process. We have
previously investigated the photografting of octadecanethiol (ODT)
onto vinyl activated silica monolithic capillary columns for RP-
chromatography [11]. It was demonstrated that the reaction is
rapid, within 5 min under relatively high concentration (up to 1 M)
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Fig_2_. Influence of the cysteine concentration in the grafting mixture on the reten-
tion factors of nucleotides in HILIC mode on cysteine photo-clicked HILIC capillary
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pressure drop E P=12 bar. Mobile phase 9:1-acetonitrile-water with amm oninm
form ate at 15m M at pH 3 6_Detection at 214nm _CV<5%withn =3 (Three repetitions
for each point)_

ofm onom ers (ODT). Moreover, an increase ofthe irradiation dura-
tion or ofthe monom er concentration (above 1 M) does not lead to
any decrease in efficiency as previously observed by several anthors
[10,12]. Snuch loss of efficiency was observed in the case of pore
clogging consecntive to the growth of thick polym eric layers in the
photopolym erization process.

The only lim iting factor is the amonnt of monomer available
(that can be circum vented by the renewing of the solution), but
a monomer excess as well as an increased irradiation time have
no detrimental effects on the m onolith. These mstructive results
dem onstrated that the control of functionalization param eters is
not as critical as in polym erization and that this process shounld
be readily adaptable to other m onom ers. The versatility of the as-
developed photo-fanctionalization process was therefore stndied
with other m onom ers, with the aim to prepare biphasic capillary
colimns with snccessive segm ents of different fonctionalities.

A quite large diversity of HILIC colnmmns can be pre-
pared with respect to the chemical surface properties {(amide,
cyano, hydroxyl. . ). Zwitterionic-HILIC colnmns present interest-
ing retention properties with a pecnliar selectivity [22.,23] that can
be tuned by pH adjustm ent. The photografting ofcysteine wasnsed
to prepare zwitterionic stationary phases snited for HILIC mode
[20.,23] for the separation of varions classes of com pounnds inclund-
ing oligosaccharides, peptides and basic com pounds. The grafting
of cysteine via its thiol groups leads to cysteine-grafted monohths
bearing both amino and carboxylate fanctionality. Due to solubil-
ity issnes, the photografiing of cysteme was performed in water.
Benzophenone was thus replaced by the water solnble AIBA pho-
toinitiator. Optim ization of the cysteine photo-click reaction was
performed by followmng the nano-LC separation of 6 nucleotides in
HIICm ode.

3.1.1. Optimization of the photografiing reaction with cysteine

For this set of experiments, the irradiation time was fixed at
5min according to previons results. Indeed, the photo-click reac-
tion is rapid (less than 5mm) and longer wradiation tim es do not
im prove the extent of snrface grafting reaction. The concentration
of cysteine in the reaction miztnre was then investigated. Withont
cysteine in the reaction m ixtnre, nucleotides are not retained on
the vinyl pre-functionalized m onoliths. An increase ofthe cysteine
concentration in the reaction mixtnre (from 0.1 to 1 M) leads to a
concom itant increase of the retention factors (Fig. 2).
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Fig_ 3_ Separation of uracil, adenosine, cytosine and cytidine on cysteine photo-
clicked HILIC capillary colamn_ Grafting mixture: 1M cysteine, 0011 M AIBA in
water; irradiation: Sminutes at 365nm_ Column length L=11cm ; length to detec-
tor 1=8.5 em ; pressure drop 7 P=12bar_Mobile phase 9-1-acetonitrile:w ater and
detection at 214 nm _1; Uracil, 2 adenosine, 3 cytosine, 4 cytidine_

Accordmg to previons resulis, a 1 M cysteine concentration was
nsed as npper lim it concentration and gives the highest retention
factors ie. the highest surface coverage. It is worth noticing that
a second photografiing step with renewing the reaction miztnre
in the capillary in-between. did not im prove the chromatographic
retention factors of nucleotides. This result leads to the conclu-
sion that neither irradiation tim e nor cysteine am onnt are lim iting
under these conditions. The chrom atogram in Fig. 3 represents the
separation ofnracil adenosine, cytosine and cytidine as test solntes
in a 90:10 (v/v) acetonitrile/water mobile phase. The colnma effi-
ciency is not modified when compared to the initial nngrafied
column with an average plate heightof 6.5+ 1 jum .

3.12. Specificities ofcysteine photoclicked colnmns

Table 1 compares the retention properties of cysteme photo-
clicked colnmns with bare silica, vinyl and poly({acrylam ide)
functionalized m onolithic capillary colum ns. Surface silanol gronps
of silica m onoliths allow implem entation of HILIC separations of
nncleotides with bare silica monoliths. Their surface derivatiza-
tion with vinylirimethoxysilane snppresses the polar properties of
silica and thus the retention of nncleotides, while the photografi-
ing of snch vinyl-functionalized silica m onohthic capillary colnmns
with cysteine leads to highly retentive HILIC colnmas. In addition
to the gain in retention, the shift in selectivity observed between
bare silica and cysteine photo-clicked column highlights the snr-
face m odification. Finally, the com parison with photopolym erized
polyacrylam ide silica m onolithic capillary colnmns highlights the
large increase in retention properties.

I is worth noticing that in the case of the photopolym erization
of acrylam ide, the polym erization conditions (m onom er concen-
tration and irradiation tim e)had to be wellcontrolled and balanced
in order to avoid m esopore clogging consecntive to the growth
of polym eric thick layers. This has never been observed using the

Table 1

Com parison of retention factors for adenosine, cytosine and cytidine, between dif-
ferent HILIC columns: thiol-ene, bare silica and poly(acrylamide) [2] ander sim ilar
chrom atographic conditions (conditions similar to Fig. 2).

Bare silica Vinyl Cysteine clicked Poly(acrylam ide)
k{adenosine) 037 0 185 114
k{cytosine) 143 0 355 143
kicytidine) 096 0 795 139
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Slopes and intercept values from log k vs. log [K*] for photoclicked capillary columns functionalized with increasing SMES concentrations (0.1,0.5 and 1 M). nanoLC experiments
with a 30/70 (v/v) acetonitrile/aqueous mobile phase with increasing concentrations of potassium chloride.

0.1 M SMES 0.5M SMES 1M SMES
Slope Intercept Correlation coefficient Slope Intercept Correlation coefficient Slope Intercept Correlation coefficient
Cations
Bisprolol —-0.65 0.77 0.958 -0.77 0.74 0.996 —-0.90 091 0.988
Celiprolol —-0.51 0.96 0.975 —0.55 0.83 0.999 —-0.85 1.04 0.997
Acebutolol —-0.47 1.07 0.977 -0.57 0.87 0.998 —0.82 1.12 0.998
Atenolol —0.45 1.10 0.981 -0.57 1.01 0.995 —0.81 1.28 0.999

ene-thiol photoclick approach. Therefore photo-click reaction rep-
resents, in such applications, a great improvement when compared
to the photopolymerization counterpart.

3.1.3. Strong cation exchange photo-clicked monolithic capillary
columns

The elaboration of SCX monolithic capillary columns via
ene-thiol photoclick chemistry was realized using sodium
2-mercaptoethanesulfonate (SMES) according to experimental
conditions used for the grafting of cysteine (0.1-1 M). Performances
of the SMES photo-clicked capillary columns were determined in
ion exchange (IE) mode for the separation of 4 (3-blockers. Since
it is well-known that organic ions can interact with the station-
ary phase through electrostatic interactions as well as hydrophobic
ones, organic modifier (acetonitrile) was added to the mobile phase
in order to limit hydrophobic effect. Indeed, separation in a pure
aqueous medium resulted in excessive retention factors and/or
broad peaks. The photografting conditions (concentration of SMES
in the photografting mixture, implementation of successive pho-
tografting steps) were optimized by monitoring the separation of
the 4 (-blockers, using increasing KCl concentrations in a 30/70
(v/v) of ACN/aqueous mobile phase.

The following equation describes the ion-exchange chromato-
graphic mechanism:
logk = constant — % log [E*] (1)
where y is the charge of the analyte, and x is the charge of the eluent
ion [1,24,25].

Table 2 gives the slopes, intercepts to ordinate and correlation
coefficients of the linear regressions fitting the data for the 4 (3-
blockers on the photoclicked capillary columns functionalized with
increasing SMES concentrations.

Anincrease of the SMES concentration in the photografting mix-
ture leads to an increase of the slopes close to 0.9 for the highest
SMES concentration (1 M). A slope close to unity is representative
of an exclusive ion exchange mechanism when the solutes and
the eluent ions bare the same charge (x=y). In other words, in

comparable experimental conditions, the columns photoclicked
with SMES at 0.1 M exhibit mixed-mode behaviour, while ata 1M
monomer content, the retention is mainly governed by electro-
static interactions. This is confirmed by the plot of retention factors
versus the reciprocal of eluent ion concentration in the mobile
phase (Fig. 4) [24]. Indeed, at infinite eluent ion concentration, the
residual retention (y-intercept) represents the retention due to an
additional mechanism except from ion exchange.

The y-intercepts are higher when the columns are clicked with
lower monomer concentrations, thus confirming a concomitant
and non negligible reversed-phase mechanism in addition to the
ion exchange one (even with 30% of acetonitrile added to the
aqueous mobile phase). The hydrophobic character exhibited by
the 0.1 M photoclicked capillary column is related to remaining
(unclicked) vinyl groups on the silica surface. This was confirmed
by determining the retention factors of the test solutes on the vinyl-
prefunctionalized monoliths (retention factors ranging from 0.2
to 0.9 with a 30% acetonitrile mobile phase). For columns clicked
with the highest SMES concentration (1 M), linear plots passing
though the origin were obtained for all solutes, thus indicating a
higher surface coverage with SMES. As already observed for ODT
and cysteine photografting, an increase of the thiol monomer con-
centration as well as a duplication of the grafting step at 1M
did not further increase the retention properties, thus confirming
that the maximal surface coverage is also obtained with a 1M
monomer concentration with SMES. To further characterize the
different SMES photoclicked columns, their ion-exchange capac-
ities were determined with an inorganic cation (potassium) as test
solute. These ion-exchange capacities reflect the surface density
of anionic charges bound to the monolith. These measurements of
cation exchange capacities were carried out through the quantifi-
cation of the eluted potassium ions after overloading of the column
with a solution of potassium chloride.

lon-exchange capacity measurements performed with potas-
sium ions and led to a value of 1.29 4 0.05 nequiv/cm for the 1M
photografted monolith in a 75 wm id capillary (Table 3), which
is comparable to the ion exchange capacity previously reported
for organic monolithic columns [26,27]. The results confirm that
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Fig. 4. Relationship between retentions factors versus 1/Concentration of K* for 4 B-blockers on photoclicked columns prepared with increasing concentrations of SMES
(0.1M, 0.5M and 1 M). Mobile phase: 30/70 ACN/Acid acetic 3% with KCl. Detection at 214 nm, Column total length L=11 cm; length from injection to detection 1=8.5cm;

pressure drop P=12bar: B bisprolol, a: celiprolol, + acebutolol, ®: atenolol.

1/[K*] mL/mg

126



A Marechal et al / I Chrom atogr_ A 1365 (2014) 140-147 145

Table 3
Ion exchange capacities in neq/cm (n=3) of monolithic columns before and after
their functionalization with SMES at various concentrations (capillary id_ 75 pm).

Vinyl pre-fan ctionalized SMES 01 M SMES05M SMES 1M
silica m onolith (neq/cm) (neg/cm) {(negfcm)
051+001 060+ 005 124*005 129+ 005

an increase of the SMES concentration in the grafting solmtion
increases the cation-exchange capacity of the monolith due to a
higher snrface coverage with anionic m oieties and thatthe m axim al
ion-exchange capacity is obtained for a monomer concentration
above (0.5 M.These results lead to two interesting conclusions. First,
the optimnm SMES monomer concentiration for the preparation
of 8CX silica m onolithic capillary colnmn is a 1M solution. This is
consistent with the resnlts obtained for the photoclick reaction of
other thiol m onom ers viz octadecanethiol and cysteme. Thus, for
the 3 monom ers tested, the reactivity is ronghly independent of
the monom er involved Secondly, m ixed-m ode colnmns of different
hydrophobic/ion-exchange ratio can be prepared by sim ply tuning
the concentration of SMES in the photografting reaction m ixture.
This may present a strong interest in more complex separations
(for exam ple in separations of biological com ponnds) becanse it is
possible to favor or conversely to reduce the non polar interactions,
depending on the analyzed com pounds.

In Fig. 5,the complete separation of 5 B-blockers is obtained on
the SMES photografied monolithic colnmn with intact efficiency
(6.5+ 05 pm). The retention and selectivities are com parable to
those achieved with colnmns photopolymerized with sulfonate
m onom ers [7].

3.2. Muolimodal chromatography applications (SCX-RP nano-LC)

The elaboration of a SCX segment npstream from a reversed-
phase segment (SCX-RP) is of particnlar interest for proteins and
pepiides analysis by m nltim odal chromatography (Mud-PIT Mul-
tidim ensional Protein Identification Technology) [4.28.29]. Some
anthors even recom mend the im plem entation of 3 snccessive zones
(RP-8CX-RP) [41], the first being devoted to a desalting step, the
second to a precomcentration/fractionation of peptides by ion-
exchange and the last one to the separation of pre-fractionated
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Fig. 6. Chrom atograms of a test mixture containing propranolol, benzene and
toluene in MeOH/w ater (70/30,v:v) realized on a SCX-RP m ultim odal biphasic capil-
lary column _Length ofthe SCKXsegm ent: 1 cm ; length if the reversed-phase segm ent:
9cm_ (A) m ethanol/water m obile phase (70/30, v-¥) containing KQ (15 m g/m L); (B)
m ethanol/w ater (70/30, v:¥) mobile phase without K(1; {C) no injection, final clu-
tion using a m ethanol/water (70/30, v:¥) mobile phase containing K (15m g/mL).
Detection at 214nm, length from injection to detection 1=8 5 cm ; pressure drop
2l P=12bar_Peak identification: 1 propranolol, 2 benzene, 3 toluene_

peptides by reversed phase. The next paragraph provides a proof
of concept ofthe ability ofthe as-developed click fanctionalization
process to easily prepare such miniatnrized multim odal colnmas.

3.2.1. Fractionation and snbsequent separation of charged and
nentral componnds

Al10cm length munltim odal biphasic (SCX-RP) capillary colnmn
containing a short 1cm length SCX segment npsiream a reverse-
phased one was obtained by two snccessive photografting steps
using a UV-m ask to localize the reaction as detailed in the m aterials
and methods section. A sample m ixtnre composed of two nen-
tral com pounds (benzene and tolnene) and an ionized compound
(propranolol) was nsed to investigate the retention behavionr of
this multim odal biphasic capillary colnmn. A first separation was
perform ed nsing a m ethanol/water (70/30, v/v) m obile phase con-
taining 15 mg/mL of KCl (Fig. 6A).

In Fig. 6A the first peak corresponds to the coluomn dead time,
the three other peaks in order of increasing retention times are
attributed to propranolol, benzene and tolnene respectively. The
high salt content is intended to smppress the cation-exchange
retention of the first segment. With this composition of mobile
phase,the separation relies only on areversed phase mechanism in
the ODT grafied segm ent of the multim odal capillary colmmn. Pro-
pranolol is a m ore polar solute and elutes first com pared to benzene
and tolnene. A second separation (Fig. 6B) is then conducted in the
absence of KOl m the mobile phase. Only two peaks attribunted to
benzene and tolnene are eluted in first instance, whereas propra-
nololis not elnted. Propranolol that is positively charged at nentral
pH,strongly interacts with the snlfonate gronps ofthe SCXsegment.
These comditions are well-adapted to the sample fractionation,
since cations are retained or even preconcentirated m the short SCX
segment at the inlet colnmn while nentral compounds are elnted
and separated m the ODT photografied segm ent. To elute propra-
noloL KCl (15 m g/mL) is added to the methanol/water (70/30, v/v)
m obile phase (Fig.6C). Abase line drop appears atthe dead timeand
is indicative of the change in mobile phase com position. Only one

127



146 A Marechal et al / T Chromatogr A 1365 (2014) 140-147

T1omau 12 3
-+ il
f i 1
| iﬁ: [ I
I i' _: n
A [l i ,I I, I
S Y i IV I W I N -
A
i
|
B I
S L
W
c T Ty 3
| [f
| 1 2 Il
| Il f| [
|I IIII III | 'II
[ I
o
(] .I/" by T
I I ] I I T 1
0 1 2 3 4 5 B

Time (min)

Fig. 7. Separation of [3-blockers solubilized in MeOH/w aler (70/30, v/v) on a SCX-
RP multimodal capillary column. length of the SCX segment: 1cm; length of the
reversed-phase segment: 9 cm; mobile phase methanol/water (70/30, v/v) with EC1
(15 mp/mL}), length from injection to detection 1=8_5 cm; pressure drop &l P=12bar,
Detection at 214 nm; Peak identification: 1 nadolol, 2 oxprenolol, 3 propranolol;
(A) injection volume: 5nL (p-blockers at 100mg/L); (B) injection volume: 5 nL of
the diluted (20-fold) mixture; (C) injection volume: 100nL ofthe diluted (20-fold)
mixture in methanolfwater (70/30, v/v) without salt; (D) injection volume: 100nL
of the diluted (20-fold) mixiure in the mobile phase.

peak is detected at the retention time of propranolol with respect
to the first experiment (Fig. 6A).

32.2. On-line preconcentration and nano-LC separation of
charged compounds

Aset of 3 3-blockers (nadolol, oxprenolol and propranolol) sol-
ubilized in a methanol/water (70/30, v/v) solution was used as a
sample. Fig. 7A, represents the separation of a 5nl sample vol-
ume injected on the multimodal biphasic capillary column using a
methanolfwater (70/30, v/v) m obile phase containing 15m g/mL of
K(. As shown previously, the presence of salt in the m obile phase
shields the ion-exchange segment at the column imlet, the three
[3-blockers being afterwards essentially separated according to a
reversed-phase mechanism.

After a 20-fold dilution ofthe sam ple with MeOH/Water (70/30,
v/v) without salt, the 3 [3-blockers are no longer detected because
oftheir concentration being too low (Fig. 7B). In order to detect the
diluted sample, a 20-fold increase in mjection volume (100 L) is
performed. The column is preconditioned in Me OH/Water (70/30,
v/v) without salt before the injection. The diluted sample is then
continuously injected for 4 min at a pressure drop of 3 bars, cor-
responding to a 20-fold increase of the injected volum e compared
to the experiment Fig. 7A. The 1cm length SCX segment, corre-
sponding to a volume ofabout 40nlL, is 2.5 times smaller in volume
than the injected volume (100nL). Without salt in the sample
mixture, [3-blockers are intended to preconcentrate on the SCX
segment. Their elution from the SCX segment is induced by the
mohile phase that contains salt. They arc then separated according
to a reversed phase mechanism in the second segment. The base-
line drop (Fig. 7C) is attributed to the mobile phase change and
occurs at the column dead time. In order to highlight the precon-
centration effect on the SCX segment, the same experiment was
carried out after having diluted the sample in a mobile phase con-
taining salt. The corresponding chromatogram is presented Fig. 7D.
The addition of salt in the sample does not allow the preconcen-
tration of the [3-blockers anymore and the separation is impaired

by the extra-column dispersion brought by the increased mjected
volume.

4. Conclusion

Arapid,simple and versatile ene-thiol photografiing process has
been investigated for the preparation of fritless multim odal m ono-
lithic biphasic capillary columns. The photografiing of different
thiol monomers has been optimized and characterized sequen-
tially. Whatever the monomer considered, the photografimg is
performed in less than 5min of UV irradiation. The photoclick
process kecps the intrinsic chromatographic column properties
(efficiency and permeability) and improves retention properties.
It is demonstrated that the same protocol can be directly applied
whatever the nature of the monomer (for the 3 monomers tested),
by choosing a solvent able to solibilize the new monomer and
by switching from an organic solvent to a water soluble mitiator
if necessary. When compared to photopolymerization strategies,
“ene-thiol” photo-click reactions avoid many direct drawbacks like
loss of efficiency or cohumn clogging. This UV-triggered grafiing
strategy is intended to allow miniaturized and complex sam-
ple analyses by direct hyphenation of different chromatopgraphic
modes without frit and extra-colimn dead volumes associated
to the physical coupling of columns. A model study was thus
investigated by elaboration of multimodal biphasic monolithic
capillary columns; a short SCX monolithic segment was pho-
tografied upstream of a longer monolithic of ODT phetoclicked
segment. The potential of such miniaturized multimodal columns
is illustrated by the fractionation and subsequent separation of
a model mixture contaming neutral and cationic compounds
which is obtained by tuning the ionic strength of the mobile
phase. The same type of multimodal biphasic column has been
also successfully used to preconcentrate diluted [-blockers on
the SCX segment before their elution and separation on the
reversed-phase segment. The photografting strategy proposed in
this study will be valuable for the development of new minia-
turized tools and should find wide application in proteomic
studies and more especially in MudPIT strategies. Indeed, starting
from a unique monolithic column, photografting allows designing
columns with as many zones as necessary. Moreover the per-
meability of the monolith (46+1.1x% 10 " m?) allows working
with long columns to increase peak capacity. Future works will
focus on the one-pot synthesis of hybrid silica monoliths with
vinyl trim ethoxysilanc as co-precursor to simplify the overall pro-
cess.
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Il. Préparation de supports d’affinité pour la
préconcentration sélective de solutés cibles - Couplage
avec lI’électrophorese capillaire

Dans la seconde partie, cette nouvelle approche de fonctionnalisation par « ene-thiol » photo-click a
été étendue au greffage de biomolécules (anticorps et aptameéres) 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 facon extrémement sélective, rapide et automatisée

des composés cibles contenus a 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 possédent relativement peu de fonctions thiol
(comparativement aux fonctions amine), alors que le grand nombre d’amines distribuées sur
I’'ensemble d’une protéine conduit a des greffages aléatoires, lorsque ces fonctions sont impliquées

dans I'immobilisation sur un support.

Une premiere 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 I'accessibilité du paratope situé en extrémité de

chaine, a I'issue du greffage.

Anticorps
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Figure 52: Présentation des différentes étapes de préparation du support d'immunoaffinité.
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Pour des raisons de co(t, les premiers essais de fragmentation spécifique ont été réalisés sur des
anticorps de lapin non spécifiques. L'optimisation des parameétres de fragmentation, en présence de
cystéamine, a permis d’obtenir majoritairement les fragments « LH » d’intérét, le suivi de la
fragmentation étant assuré par électrophorese capillaire sur gel (CGE). Ces fragments, aprés dessalage
et élimination de I'excés de cystéamine, ont ensuite été greffés avec succes 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 I'approche. Cependant, la transposition de I'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 I'utilisation d’aptameres (sondes oligonucléotidiques dans notre cas) a été
privilégiée. Ces molécules présentent de nombreux avantages en termes de stabilité et d’activité,
particulierement dans le cas des colonnes multimodales. En effet, le couplage en ligne de colonnes
d’affinité avec une étape de séparation (ici I'électrophorése capillaire) nécessite une compatibilité
totale entre les différentes étapes. A titre d’exemple, les conditions de séparation électrocinétique
(nature de I'électrolyte, pH, flux électroosmotique...) doivent étre compatibles avec les conditions de
reconnaissance et de maintien de I'activité de I'immunoadsorbant, conditions qu’il est plus facile
d’atteindre avec des aptameéres qu’avec des anticorps. De plus, la qualité finale d’un support d’affinité
est également liée a sa stabilité dans le temps et au temps de régénération qu’il requiert entre deux
analyses. Déja avantageux en termes de co(t, de pureté et de reproductibilité de synthése lot-a-lot,
les aptameéres sont plus stables que les anticorps et possédent des temps de régénération plus rapides
(quelques minutes contre quelques heures). De plus, les aptaméres synthétisés a fagon sont facilement
modifiés a 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 premiére zone remplie de monolithe photogreffé
avec des aptaméres thiolés et une deuxieme zone vide a été préparée pour la
préconcentration/séparation électrocinétique en ligne de I'Ochratoxine A. Les résultats ont été publiés
dans I'article « In-line coupling of an aptamer based miniaturized monolithic affinity preconcentration
unit with capillary electrophoresis and Laser Induced Fluorescence detection », présenté dans la
deuxieme partie de ce chapitre. La qualité du photogreffage d’aptameres 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 B-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 aptamére 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/rincage/élution/séparation). Les résultats ont montré que le protocole était linéaire pour
des quantités d’OTA percolées variant de 0,1 a 10 pg avec des taux d’extraction de 93 £ 2 %. De méme,
une répétabilité satisfaisante (RSD < 10%) a été obtenue pour I’ensemble du protocole d’analyse. Enfin,
ce dispositif a été appliqué pour la préconcentration/séparation en ligne de 'OTA présente dans du
vin et de la biere a des concentrations de quelques ppb, avec un temps d’analyse total toujours

inférieur a 30 min et ce de maniére totalement automatisée.
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A composite 30-cm capillary was prepared. The head of the capillary was a 1.5-cm original and miniatur-
ized aptamer-based monolithic affinity support that was in-line coupled to the end of the capillary used
for capillary electrophoresis (CE) with laser induced fluorescence (LIF) detection. The device was used for
the preconcentration, separation and quantification of ochratoxin A (OTA) as a test solute. The 1.5-cm pre-
concentration unit consists of a fritless affinity monolithic bonded with 5’-SH-modified oligonucleotide
aptamers. A vinyl spacer was used for thiol-ene photoclick chemistry with a 5 min irradiation at 365 nm.
Photografting allowed to confine the binding reaction to the desired silica monolithic segment, upstream
the empty section of the CE capillary using an UV mask. The photografting procedure was optimized
preparing 10-cm capillary monoliths for nano-LC. The retention factors of cationic solutes in ion-exchange
nano-LC allowed to follow the aptamer binding on the monolith. The reproducibility of the photografting
process was satisfactory with inter-capillary variation lower than 10%. The aptamer bonding density can
be increased by successive graftings of 100 WM aptamer concentration solution (5 pmol/cm/grafting). The
optimal conditions to successfully perform the in-line coupling (preconcentration, elution and separation
of OTA) with the composite capillary were adjusted depending on individual requirements of each step
but also insuring compatibility. Under optimized conditions, OTA was successfully preconcentrated and
quantified down to 0.1 pg (percolation of 2.65 L of a 40 ng/L OTA solution). A quantitative recovery of
OTA (93 +2%) was achieved in a single elution of 30 pg percolated OTA amount. The reproducibility of
the overall process was satisfactory with a relative standard deviation lower than 10% with negligible
non-specific adsorption. This device was applied for the preconcentration and analysis of OTA in beer
and wine at the ppb level within a total analysis time of 30 min.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Affinity chromatography, introduced by Cuatrecasas more than
50 years ago [1,2], is a powerful technique for the purification and
preconcentration of targeted compounds from a complex mixture.
Antibodies were first used as ligands with high-affinity binding
[3] and specific interactions [4-10] with target receptors. Recently,
aptamers demonstrated their ability to recognize virtually any class
of target molecules [11]. Aptamers are oligonucleotide or peptide
molecules able to bind with high affinity and specificity to almost
any target molecules. Aptamers were used in diverse fields of appli-
cations such as micro- and nanoscale biosensing [12], biomaterials
[13,14], analytical [15], or medical techniques [16,17]. Compared to

* Corresponding author. Tel.: +33 437 423 552.
E-mail address: demesmay@univ-lyon1.fr (C. Demesmay).

http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2015.05.073
0021-9673/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

antibodies, aptamers are easily produced via reproducible chem-
istry not depending on living animals [18,19]. They are stable to
long-term storage. Also, they are easily adaptable to introduce spe-
cific functional moieties or labeling molecules [19,20]. The great
specificity and affinity of aptamers is due to their flexible spe-
cific folding allowing them to form complex three-dimensional
structures with target molecules. Furthermore, this binding process
can be reversible. Unlike antibodies, once denatured, functional
aptamers can be regenerated easily [11]. Another big advantage
of aptamers compared to antibodies is their small size, allowing to
load significant amounts in separation devices such as those used
for affinity chromatography.

Analysis of complex mixtures at trace levels has pushed forward
the development of integrated and/or miniaturized separation sys-
tems coupling the preconcentration and separation steps. Besides
the “off-line” classical approach [21], two different coupling
approaches, so-called “on-line” or “in-line” couplings, have been
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proposed in the literature [22]. The distinction between on-line and
in-line mode is often confusing. From our point of view, the on-line
approach is referred as the physical coupling of columns through
specific interfaces [23-25] like a 10-port valve. This approach is
usually complex and band broadening, consecutive to the trans-
fer of the sample from the preconcentration unit to the separation
column, critical in miniaturized systems, may occur. With in-line
coupling, the w-SPE unit is part of the capillary column making
its inlet [26-34]. In such integrated capillary electrophoresis (CE)
system, the elution of the -SPE unit is achieved with few tens of
nanoliters directly going to the separation zone without any dilu-
tion or band broadening effects. The scale shift from the injection
volume (L) to the elution one (nL) allows a high preconcentration
factor highly valuable for sensitivity improvement. For example, a
-SPE-CE-MS method using a monolithic sol-gel preconcentrator
for in-line SPE for the analysis of enkephalin neurotransmitters in
biological samples at the ng/mL level was presented [32].

The integration of affinity columns in microsystems is difficult
[37-41]. The pioneering works of the Phillips’s group presented the
grafting of antibodies in the head section of open-tubular capillary
columns with the upstream empty sections dedicated to electroki-
netic separation [42,43]. In a previous work, we reported the in situ
preparation of an antibody-based immunoaffinity monolithic cap-
illary section coupling in line with CE [38]. Such affinity-based
WSPE units could be greatly improved replacing antibodies by
aptamers. To the best of our knowledge, setting in-line an aptamer-
based WSPE in a CE capillary has not been investigated yet. If
aptamers present interesting features, they have specific require-
ments: mandatory presence of bivalent cations for the recognition
step, specific pH for the binding buffer, pH compatibility with the
subsequent separation step, and electroosmotic flow constraints.
The extraction and separation steps must be optimized to be com-
patible.

We recently focused on the development of an original photo-
functionalization process for rapid, localized and versatile surface
modification of silica, by thiol-ene photo-click reaction [44].
This process allowed us to prepare multimodal silica monolithic
columns inside capillary tubing [45]. In the present work, we
propose to take advantage of this functionalization process to
develop an in-line WSPE-CE analytical system using aptamers as
recognition molecules and laser induced fluorescence (LIF) as
the detection method. Such system will be designed, optimized
and evaluated for the purification, preconcentration, detection
and quantification of ochratoxine A (OTA) in diverse matrices.
The elaboration of a silica monolithic segment with appropri-
ate bonded aptamer at the inlet of a 75um inner diameter
fused silica capillary will be described. The w-SPE monolith
will be tested with OTA as a model compound in term of
repeatability, linearity, overall recovery and limits of quantifica-
tion. The fully automated method, obtained using the composite
capillary, will be used to analyze OTA in spiked wines and
beers.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and chemicals

All the reagents used were of analytical grade. Tetram-
ethoxysilane (TMOS), methyltrimethoxylsilane (MTMS), urea,
polyethylene glycol (PEG, MW=10,000), triethylamine (TEA),
methanol (HPLC grade), thiourea, vinyltrimethoxysilane (VTMS),
2,2'-azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AIBA),
atenolol, propranolol, ochratoxin A (CyoH;gCINOg, MW =403.8,
N-{[(3R)-5-chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-ox0-3,4-dihydro-1H-
isochromen-7-yl]carbonyl}-L-phenylalanine, CAS  303-47-9),

Tris—-HCI, Tris-base (C4H11NO3, MW = 121.1, tris-(hydroxymethy]l)-
aminomethane), KCI, NaCl, CaCl,, Na,HPO,4, NaH,PO4 NaH,PO4
were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France). Acetonitrile (ACN) (HPLC grade)
was purchased from VWR (VWR, Fontenay-sous-bois, France).
Acetic acid was from Riedel-de Haénn (Riedel-de Haénn, Seelze,
Germany). All aqueous solutions were prepared using >18 M{ cm
water (Millipore, Molsheim, France). PTFE-coated fused-silica
capillaries (TSU deep-UV Transparent Coating 75 um i.d.) were
purchased from Polymicro Technologies (Polymicro Technologies,
Arizona, USA). Synthetic oligonucleotides were purchased from
Eurogentec (Angers, France). The sequence of the OTA aptamer was
5'-GATCGGGTGTGGGTGGCGTAAAGGGAGCATCGGACA-3',5'-CY5
labeled poly(T);o oligonucleotide was used for the localization
study. All oligonucleotides were modified at the 3’ end by a
C6-thiol linker and purified by RP-HPLC. The oligonucleotides are
received dried and solubilized in 200 mM phosphate buffer (pH 8)
and 5 mM MgCl,.

2.2. Preparation of vinyl pre-functionalized capillary with a
2 cm-lengh monolith

2.2.1. Synthesis of silica monoliths

The silica monolith preparation followed our reported proce-
dure [36]. Briefly, a 18 mL mixture of TMOS/MTMS (85/15, v/v) was
added to 40 mL 0.01 M acetic acid solution containing 1.9g PEG
and 4.05g urea. The sol mixture was stirred at 0°C for 30 min.
Then, the temperature was raised to 40°C and the mixture was
loaded into the 75-pm fused-silica capillary. To prepare the -
SPE unit at the head of the CE capillary, a 5-cm segment of a
40-cm capillary was filled by capillarity. Next, the partially filled
and blocked capillary was kept at 40 °C overnight for gelification
completion. Mesopores were formed by hydrolyzing urea gen-
tly raising the capillary temperature at 0.5°C/min up to 120°C
maintained for 4 h. After cooling, the monolith was washed with
methanol and the capillary was cut to desired lengths of the p-SPE
monolith side (about 1.5 cm) and the open tubular CE side (about
30cm).

The 10-cm capillaries dedicated to SCX nano-LC characterization
after photografting were prepared completely filling them with the
sol mixture. The monolith preparation procedure was otherwise
the same.

2.2.2. Silica surface activation by grafting of
vinyltrimethoxysilane

Photo-click chemistry requires an anchor vinyl moiety onto the
monolith surface. The silanization solution was composed of 5%,
v/v, VTMS and 2.5%, v/v, triethylamine in a 95/5% (v/v) MeOH/water
mixture. Silanization was performed at 80 °C for 3 h under hydro-
dynamic flow. After silanization, cooled monoliths were thoroughly
rinsed with methanol using an LC pump (Shimadzu LC 10AD, Tokyo,

Japan).
2.3. “Aptamer” photo-click functionalization of monoliths

The modified capillary with the vinyl-silanized monolith head
and the open CE segment was filled with a 100 WM aptamer
solution also containing Na,HPO, 200 mM, MgCl, 5mM, pH 8.
A nanobaume packing system (Western Fluids, Wildomae, CA,
sold by CIL-Cluzeau Info Labo SA, Ste Foy la Grande, France)
was used to fill the capillaries with the different mixtures under
nitrogen pressure. Localization of the photochemical reaction is
carried out by masking the open portion of the capillary with
PEEK tubing as UV-mask. The irradiation system used for photo-
click reaction was a BioLink cross linker (VWR International,
Strasbourg, France) equipped with five 8 W 365nm UV tubes.
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The monolithic segment was photografted for 5min at 365 nm.
The capillary was then washed with methanol. In the case of
multiple successive graftings, the operation was repeated as
needed.

2.4. Instrumentation

CE and nano-LC experiments were carried out with an Agi-
lent HP3D CE system (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
equipped with a diode array detector and an external pres-
sure device allowing to work up to 12 bar. System control and
data acquisition were carried out using the Chemstation software
(Agilent).

In-line coupling experiments were performed on a Beckman
Coulter P/ACE MDQ system equipped with a LIF detector using a
410 nm diode laser (Opton laser international, Orsay, France) with
a 450 nm longpass filter (Edmund, Lyon, France).

2.5. Protocol for percolation, elution and separation
of ochratoxin A

The total capillary length was adjusted to about 30 cm, with a
short monolith inlet of about 1-2 cm. The length from injection
to detection was about 20 cm. In the first step, solutions of OTA
(between 40 and 200 ng/L) solubilized in the binding buffer (Tris
10 mM, NaCl 120 mM, CaCl, 20 mM, KCI 5 mM, pH 8.5) were perco-
lated through the column atalinear velocity of about 0.1-0.15 cm/s,
which corresponds to a flow of about 0.2-0.4 wL/min and pres-
sure drop of about 5-7 bar (70-100 psi) for 1-10 min depending on
the volume to be percolated. Thiourea was injected at the begin-
ning and at the end of the percolation step to determine accurately
the linear flow velocity, hence the percolated volume. A washing
step was then carried out by percolating 2 volumes of the whole
capillary, i.e. about 3.3 nL, with the separation buffer (Tris-HCl
2.5mM and CaCl, 5mM at pH 8.5), at a driving pressure of 7 bar
(100 psi).

The elution step could then be realized by injecting a desorb-
ing plug of 75nL (20s at 3.5bar or 50 psi for a linear velocity of
0.07 cm/s) of 30% ACN/70% Tris—-base 10 mM, EDTA 2.5 mM pH=8
buffer. Next, the electrokinetic separation was performed with
an inlet buffer (monolith side) made of Tris 2.5mM and CaCl,
5mM at pH 8.5, and an outlet buffer made of Tris 10 mM and
EDTA 2.5mM at pH=38. The separation was achieved by applying
+15kV assisted by a 1.4 bar (20 psi) driving pressure at the inlet
side. Fluorescence detection was completed with the 410 nm diode
laser.

3. Results and discussion
3.1. Principle of the in-line coupling

Fig. 1 is a sketch of the proposed in-line coupling method. Step
1, the sample containing OTA solubilized in a “binding buffer” (i.e.
a divalent cation is required for aptamer recognition) is percolated
through the column. Step 2, the w-SPE monolith is washed with
the separation electrolyte in order to eliminate non-retained com-
pounds and to pre-condition the capillary before the separation
step. Step 3, a short plug of “desorbing buffer” allows for disrupting
the strong interactions between the aptamers and OTA releasing
OTA in the open section of the capillary. Step 4, the electrokinetic
separation is achieved with the separation electrolyte and applying
voltage and pressure at the capillary inlet (CE assisted by pressure).
Step 5, OTA is detected by Laser Induced Fluorescence at 410 nm
(Fig. 1).

3.2. Preparation of the miniaturized affinity preconcentration
unit

3.2.1. Preparation of the miniaturized aptamer-based affinity
-SPE unit

As only a small monolith segment is required as the precon-
centration unit at the capillary head, the sol mixture is introduced
into the 75-pm UV-transparent silica capillary by simple capil-
larity just dipping for a few seconds the capillary head into the
sol mixture. With our procedure, the synthesized monolith has
large through-pores (about 2 wm) with a skeleton of about 1 wm
[36]. Large through pores will facilitate the rapid percolation of
large sample volume avoiding clogging issues, whereas a thin silica
skeleton will ensure for rapid mass transfer kinetics. The bound-
ary between the monolith section and the open tubular one is
well defined by the synthesis protocol. The whole capillary column,
monolithic and open section, was silanized with vinyltrimethoxysi-
lane (VTMS) [35,45]. The photo-click reaction was however strictly
limited to the monolith segment, the rest of the capillary being
UV-masked with peek tubing during irradiation.

3.2.2. Testing the photo-grafted aptamer
capillary column

Based on our previous experience in photo-click chemistry and
monoliths [35,45], we selected a concentrated aptamer solution
(100 M) in phosphate buffer (200 mM, pH =8), with a water sol-
uble initiator (AIBA, 0.3 wt%). Several void volumes of this solution
were percolated through the column and the section to be grafted
was exposed to UV-light for 5 min. In order to validate the localized
photo-click reaction, a preliminary experiment was done with a
labeled aptamer (5’-CY5 labeled poly(T);g). A5-cm vinylized mono-
lithic capillary column was entirely filled with a 100 wM solution
of the labeled aptamer (blue). Only a small section of the mono-
lith was irradiated at 365nm for 5min and thoroughly washed
with methanol. As illustrated on the photograph Fig. 2, the grafting
can be directly visualized by the presence or the absence of blue
coloration of the monolith. Moreover, the boundary between the
grafted and non-grafted areas is well defined, thus indicating that
the grafting is well localized.

-SPE equipped

3.2.3. Testing photo-grafted aptamers on 10-cm monolith
capillary columns

To have a better idea of the effectiveness of the photo-grafting
process, we prepared long monolithic capillary columns (about
10cm in length). They were vinyl activated and photografted with
anti-OTA-aptamers (100 wM aptamer solution, 5 min irradiation).
These 10-cm columns were used to measure the retention factors of
cationic test solutes in strong cation-exchange (SCX) chromatogra-
phy, taking advantage of the aptamer phosphate anionic groups as
cation-exchange sites. The separation of two cationic (3-blockers
(atenolol and propranolol), by varying the concentration of the
eluent ions (potassium) added to the mobile phase will allow to
estimate the aptamer bonding density on the silica monolith. Since
organic cations can interact with the stationary phase through elec-
trostatic exchanges as well as through hydrophobic interactions, an
organic modifier (50% methanol) was added to the mobile phase to
minimize hydrophobic interactions.

When an ion-exchange chromatographic mechanism is
involved, the variation of the retention factor, k, versus the concen-
tration of eluent ions, [E¥], satisfies Eq. (1), where y is the charge
of the analyte, and x is the charge of the eluent ion, K*, in our case,
and the constant depends on the amount of ion-exchange sites
[46-48].

log k = constant — % log[EX"] (1)
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Fig. 1. Principle of the in-line coupling of preconcentration and CE separation of OTA.
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Fig. 2. Illustration of the localization of the photoclick reaction using UV photomask. Photograph of a capillary column after photografting of a thiol-modified and blue labeled
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It was first verified (results not shown) that the plot of logk
versus log [K*] were linear, with a slope y/x close to unity (0.87 and
0.80 for atenolol and propranolol, respectively). This result is con-
sistent with an exclusive ion-exchange mechanism with solutes
and eluent ions both bearing the same charge (x=y). However
the y/x slope slightly lower than unity may indicate an incom-
plete solute ionization so the value of the Eq. (1) constant may be
biased and was not used. With a demonstrated ion exchange mech-
anism, it is possible to plot the retention factor of the test solutes
versus the reciprocal of the eluent ion concentration (Fig. 3A).
The zero-intercept and linear line confirmed the electrostatic
interactions occurring with grafted oligonucleotide aptamers [47].
Indeed, at infinite eluent ion concentration, the residual reten-
tion (y-intercept) is due to non-ion-exchange mechanisms. It was
checked that, with the same mobile phase (potassium concentra-
tion 1 mg/mL and 50% methanol), negligible retention factors (0.08
and 0.16, respectively, for propranolol and atenolol) were measured
on the vinylized (but non-grafted) monolith capillary columns.

These retention measurements in ion-exchange chromatogra-
phy were also used to check the reproducibility of the grafting on
four 10-cm monolithic columns all grafted with a single 5 min irra-
diation. The coefficient of variation of the retention factors for the
two test solutes were less than 10% with the 1 mg/L KCl and 50%
MeOH mobile phase, thus demonstrating a reliable inter-capillary
reproducibility.

Photografting was achieved with a 100 wM aptamer solution
that was the maximum concentration reported for aptamers in
the literature [49]. This 100 wM concentration was not optimal
for maximum coverage of the vinylized monoliths. Indeed, we
demonstrated in previous articles [35,45], that a 1M concentra-
tion of short monomer (octadecanethiol, cysteine and sodium
2-mercaptoethanesulfonate) was required to reach the highest sur-
face coverage within a single short irradiation time (5 min) and
that multiple successive irradiations were greatly increasing the
coverage. It was therefore decided to study the influence of sev-
eral successive irradiations with aptamer solution renewals. Four
10-cm vinylized monolith capillaries were submitted to 1-5 suc-
cessive 5-min graftings. It was first verified that, for each column,
the retention factors varied linearly (correlation coefficients higher
than 0.99) with 1/[K*] and that all the y-intercepts were close to
zero (less than 0.16). Fig. 3B illustrates the variation of the reten-
tion factors versus the number of successive graftings. An almost
linear increase of the retention factors with the number of consec-
utive graftings is observed. It confirms the results obtained grafting
alkyl-chains with ene-thiol photoclick chemistry [35]. The number
of successive graftings was not further increased since the amount
of aptamers grafted after five passes was high enough for precon-
centration purposes: on a 1-cm length and 75 pm i.d. monolith
(~56 nLvolume), an estimated 5 pmol of aptamers were grafted per
irradiation of a 100 wM monomer solution. Comparing our method
with that developed by Brothier [23] for similar purposes (activa-
tion of an amino-monolith with glutaraldehyde and its subsequent
reaction with amino-modified aptamers), the aptamer consump-
tion is greatly reduced giving a similar grafting density much
quicker.

3.3. Optimization of the coupling conditions for OTA
preconcentration, separation and detection

For further experiments, a 30-cm composite capillary contain-
ing a 1-1.5 cm monolith w-SPE unit aptamer modified with a single
irradiation at its head was used. With the estimated 5pmol of
aptamer, the p-SPE head should be able to capture up to 5 pmol
of OTA, i.e. about 2000 pg of OTA. This w-SPE maximum capacity is
high enough according to the OTA concentrations expected in real
samples that are below 2 pg/L, i.e. 2 pg/p.L).

3.3.1. Percolation and recognition step.

The conditions of percolation were directly adapted from the
literature [23]. In the first step (Fig. 1-1), 1 wL of a solution of OTA
solubilized in the binding buffer is percolated through the column.
The binding of OTA to aptamers requires the presence of divalent
cations. Ca2* cations at a concentration of 20 mM (5 mM in rinsing
and separation steps), were selected to form and to stabilize the
intermediate complex [50].

3.3.2. Washing and pre-conditioning step before elution and
electrokinetic separation.

After the percolation step, unbound compounds as well as the
binding buffer must be flushed away by a washing step with the
separation buffer (Fig. 1-2). Preconditioning with the separation
buffer is a required step to eliminate the highly conductive binding
buffer that is not compatible with the application of a high voltage.
5mM calcium ions are required to prevent the dissociation of the
complex between OTA and aptamers. The 8.5 pH is compatible with
both the aptamer-OTA complex formation and the electrophoretic
separation.

3.3.3. Optimization of the composition of the elution-desorption
plug

OTA desorption is realized by the injection of a small
elution-desorption plug, in order to benefit from the highest pre-
concentration factor (Fig. 1-3). The elution-desorption plug length
is adjusted to exceed by about 10% the monolith length. The com-
position of this elution plug was optimized to produce a fast
and complete release of the aptamer bound OTA. The elution-
desorption plug composition was 30% ACN/70% elution buffer
(v/v) containing 10 mM Tris, 2.5 mM EDTA and adjusted at pH 8.
The 30% acetonitrile modifier was required to quench undesirable
hydrophobic interactions between released-OTA and ungrafted
vinyl groups of the monolith. Acetonitrile also favored the disrup-
tion of the OTA-aptamer complex. The pH value of 8 ensured the
ionization of OTA in the elution plug. In its anionic form, free OTA
migrated counter-current out of the elution plug and further moved
slower than the electroosmotic flow during the electrokinetic sep-
aration. The addition of EDTA in the elution plug is mandatory
in order to complex the calcium ions that would not otherwise
be released during the elution step. Indeed, without EDTA, the
neutral released Ca2*-OTA species would migrate with the EOF
(chromatogram not shown). Finally, the total ionic strength of the
elution-desorption plug is kept as low as possible to favor the stack-
ing of OTA in this plug.

3.3.4. Optimization of the separation conditions

The electropherogram obtained with the above described con-
ditions is illustrated Fig. 4.

Fig. 4A shows the Ca2"-OTA peak at the neutral EOF marker
time, in addition to the expected peak corresponding to “free” OTA
when a desorption plug without EDTA was used. Since no signal
was observed at the te, when a blank is ran. In order to avoid
such Ca?*-OTA complexation that impairs OTA quantification, the
composition of the separation electrolyte used at the inlet of the
capillary (monolith w-SPE side) had to be modified as follows. The
“inlet electrolyte” must not contain any calcium ions and EDTA is
added at the same concentration than in the elution plug (2.5 mM)
to complex residual calcium ions. Fig. 4B illustrates the electro-
pherogram obtained with the EDTA optimized conditions. No peak
is observed at the EOF time, which confirms that all “freed” OTA is
detected in these conditions. A second elution-desorption plug was
introduced after completion of Fig. 4B electropherogram returning
no peak after the EOF time and confirming complete OTA desorp-
tion with the very small plug containing EDTA.
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3.4. Evalnation ofthe performances ofthe 3 -SPE unit

34.1. Stndy of non-specific interactions

A capillary contaiming a 1-1.5 cm vinylized m onolith not grafied
with aptam ers was nsed to assess potential non-specific vinyl m oi-
eties/OTA interactions. lndeed, a significant proportion of vinyl
gronps may rem ain at the surface of the m onolith in the case of
a single irradiation photografiing. OTA was percolated in the same
conditions than those nsed in the recognition experiment, ie. 1 JuL
of 40 ng/m L OTA corresponding to 40 pg. No OTA peak was detected
after the elntion-desorption procedunre. To ensure that the absence
of peak was not related to a m alfanction ofthe device,a 1.5 cm plug
of OTA (40 pg) solubilized in the elntion buffer was injected and
forther analyzed in the same separation conditions. In this case,
a significant peak was well detected. This resnlt clearly dem on-
strates that the OTA preconcentration was only due to its specific
recognition by the aptamers and not by any other hydrophobic
nteraction.

34.2. Extraction yields and linearity area

In order to assess the recoveries of the overall procedure,
increasing am onntis of OTA (from 0.1 to 154 pg) were loaded on the
(.-8PE capillary head percolating volnmes ranging from 768 al to
265 PLand concentrations ranging from 40 ng/Lto 200 ng/m L. The
calibration curve expressed as OTA peak area versns the amonnt
of OTA percolated, is presented in Fig. 5. Two linear segments are
observed. At low OTA loadings ranging from 0 to 30 pg, the OTA
peak area increases Imearly with a 0.375 slope. For higher am onnts
of OTA loaded (30-150 pm ol), the peak area varies still linearly,
but with a significantly lower 0.155 slope. This change m aptam er
absorption m ay be attributed either to a non-quantitative capture
of OTA due to an excess of OTA percolated in com parison to the
capacity ofthe |-SPEunit, or to a change in the OTA captnre m ech-
anism, or, at last, fo a non-quantitative elntion. Since we showed
that vinyl-OTA non-specific interactions were exclnded, it conld
be interaction with already form ed OTA-aptam er complexes. For
OTA am onnts higher than 30 pg, the plng elntion-desorption was
incom plete hence non-quantitative as confirmed by the observa-
tion of a significant OTA peak seen afier a second plug elntion. As
already mentioned, no OTA peak was observed after a second phig
elntion for loaded OTA amonnts lower than 30 pg. Considering the
OTA common concentrations m real samples, between 0 (nncon-
tam inated)and 4 pg/L.the 30 pg OTAam onnt corresponds to 7.5 UL
of a contam inated 4 |g/L solution. This volum e is alm ost too large

to load on the -SPE device described, so it was not considered
to increase the elntion plug length nor the aptam er density since
OTA am ounts higher than 30 pg wounld make little sense in highly
diluted real sam ples.

In the 0.1-30 pg range, the am ount of OTA recovered was cal-
cnlated from the peak areas obtamed afier the percolation of large
volumes of highly diluted solntions (from 1.325 AL to 2.65 jL of
OTA solutions ranging from 4 pg/L to 40 ng/L). After the elntion-
desorption step, the quantity of elnted OTA was calcnlated nsing
the OTA peak area according to the following equation [38]:
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where [l is the effective length in cm, dgyp the capillary diam eter
in cm, tyigora) the migration time of OTA and Kgrs the response
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Fig_5_ Linearity ofthe in-line (SPE-CE-LIF coupling_(A) Peak area versus quantity of
percolated OTA (pg) percolaling a constant 768 nL volum e of OTA at con centralions
ranging from 10 to 200 ng/mL. (B) Quantity of eluted OTA in pg versus the perco-
lated quantity also in pg but with large volum es (from 1325 pLto 265 L) of highly
dilated OTA solutions (from 4 1g/Lto 40 ng/L). Total capillary length: 30cm ; length
from injection to detection: 20cm ., id: 75 pm; monolith length: 15 cm; elution-
desorption with 75aL of 30% ACN/70% Tris—base 10mM, EDTA 25mM pH=§;
separation electrolyte at the detector side: Tris—HO 2 5mM, Ca(d; 5mM at pH 8 5;
separation electrolyte at the injector m onolith side: Tris—base 10m M. EDTA2 Sm M
pH 8.
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factor of OTA. The response factor, Kota, in LIF mode was deter-
mined as 0.023 RFUmLng~! by frontal analysis of 98.5-419 ng/mL
OTA solutions prepared in the separation buffer (Tris—base 10 mM,
EDTA 2.5 mM, pH=8), the height of the concentration step being
directly proportional to the solution concentration (height of the
concentration step = Kota*Cota)-

The results obtained are illustrated Fig. 5B. The slope of the curve
representing the amount of recovered-OTA versus the amount of
percolated-OTArepresents the overall recovery yield of the method
that is equal to 93 +2%. The limit of quantification is estimated
at about 0.1 pg (signal/noise=15). Such a quantification limit was
reached by percolating 2.65 pL (application of a 100 psi pressure
drop during 10 min) of a 40 ng/L OTA solution with a coefficient
of variation less than 10% (n=3). In order to further decrease the
quantification limit (expressed in concentration), the volume of
sample percolated might be further increased, at the expense of
global analysis time.

According to these results, the overall method, is quantitative,
reproducible, with limits of detection at the ppt level, provided that
the amount of OTA percolated does not exceed 30 pg. Such a lim-
itation in OTA amount is not a constraint when considering the
analysis of highly diluted real samples.

3.4.3. Analyses of real samples

The developed combined capillary was tested with different
beer and wine samples. The European legislation for white wine
in Rule CE N° 123/2005 voted January 26, 2005 set the maximum
tolerable OTA concentration in wine to 2 ppb (2 pwg/L) without giv-
ing value for beer since barley and hops were already subject to
legislation. The direct analysis of OTA in beer by CE-LIF requires
solutions at concentrations higher than 1 pg/mL(result not shown).
A highly efficient preconcentration step is therefore required to
reach the pg/L concentration level. The potential of the in-line
preconcentration/separation approach developed in this work was
first evaluated for the analysis of beer spiked at an OTA concentra-
tion of 4ng/mL. The spiked-beer was diluted twice with binding
buffer giving the working OTA concentration of 2 ng/mL. About
768 nL of diluted spiked beer were percolated for 2.2 min under a
pressure assistance of 7 bar or 100 psi on the w-SPE capillary device.
As illustrated by Fig. 6A electropherogram, OTA is readily detected
with a signal/noise ratio of 30, whereas no peak is detected in the
raw unspiked beer. In order to check the extraction efficiency of

OTAinbeer, astandard 2 ng/L OTA in the binding buffer was precon-
centrated and eluted in the same conditions. The similar corrected
areas measured in beer and in the standard solution (respectively
0.20 and 0.22) valid the quantitative OTA extraction in a real sam-
ple.

Similar experiments were done with white wine spiked with
OTA at a concentration of 1ng/mL. After the twofold dilution in
binding buffer, the final pH was about 5, a pH too low for OTA to
bind with aptamers. Thus, the pH was raised to about 9 by drops of
2 M NaOH. The middle trace of Fig. 6B shows the OTA peak obtained
after the percolation of 5023 nL at a pressure drop of 5 bar. No peak
was detected in the non-spiked sample (lower trace in Fig. 6B). The
areas measured for the 0.5 ng/mL standard solution (upper trace in
Fig. 6B) and the wine spiked at the same concentration were similar
(0.3 and 0.33, respectively). However, it was noted that the repeat-
ability of OTA retention times obtained during successive white
wine analyses were poorer than with beer. Both sets of results with
beer and wine samples demonstrate that the proposed combined
capillary allows for the determination of OTA at the ppb level in
real samples in a fully automated and accurate way.

3.4.4. Stability and lifetime of the -SPE unit

The stability and lifetime of the aptamer-based monolith was
very satisfactory: up to 100 analyses could be done on a unique
monolith over a period of two weeks, even with real samples. The
only issue was clogging of the monolith after long periods of use.
This issue can be easily addressed by filtering all the solutions on
0.22 pm filter before percolation. Also, the clogging of the capillary
was not a fatal issue: the inlet of the monolith could be 1 mm cut to
eliminate the clogged section and to restore permeability, greatly
extending the lifetime of the device.

4. Conclusion

This report describes the preparation of a composite capil-
lary. The head of the capillary was an aptamer-photoclicked silica
monolith for in-line enrichment and purification. The rest of the
open-tube was used for the CE separation of OTA. First, it was
demonstrated by nano-LC measurements that only few minutes are
required to quantitatively graft aptamers by photoclick chemistry
onto vinylized monoliths. Several successive graftings increase the
amount of grafted aptamers onto the preconcentration unit. For
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the desired applications, a single grafting was enough to meet the
required capacity for real sample analyses saving highly valuable
aptamers. Moreover, the ability to localize the grafting has been
demonstrated and may be useful for tailoring the surface chem-
istry of the empty section of the capillary if required. Elution and
separation conditions were optimized for the in-line coupling of
the composite capillary combining affinity preconcentration with
electrophoretic separation. This in-line coupling has been then suc-
cessfully used for the in-line enrichment and separation of OTA
in standard solutions. We demonstrated that OTA was quantita-
tively captured and eluted in a single elution, provided that the
OTA amount does not exceed 30 pg with our particular device. This
limitation was not a constraint with regard to the highly diluted
real samples to be analyzed. The linearity and the repeatability of
the OTA determinations were very satisfactory as well as the limit
of quantification as low as 0.1 pg of OTA percolated.

As an example, standard solutions down to 40 ng/L (ppt range)
could be quantitatively analyzed percolating 2.65 p.L on the minia-
turized preconcentration unit, with a total analysis time below
30 min. Finally, the applicability of this in-line and fully automated
analysis with our composite capillary, was demonstrated analyzing
real samples of beer and wine at the ppb level of OTA, complying
with the European legislation. The limits of detection could be fur-
ther lowered by increasing the percolated volume during the p-SPE
extraction step and by using an optimized excitation wavelength
for best fluorescence detection.
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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 I'intégration dans un méme systéme de plusieurs étapes
analytiques complémentaires. Un des challenges porte sur le développement de systémes 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 thése s’est donc focalisé sur (1) I'étude et I'optimisation de différentes approches permettant de
préparer des colonnes monolithiques multimodales au format capillaire et (2) I'illustration de leur

potentiel a des fins analytiques.

Une premiere approche de fonctionnalisation basée sur la mise en ceuvre de réactions de
photopolymérisation a été étudiée. Ces travaux font suite a des premiers résultats encourageants
présentés dans une précédente thése au laboratoire. De facon a démontrer la polyvalence de cette
approche, des colonnes chromatographiques monolithiques fonctionnalisées avec une couche de

polyacrylamide ont été développées par photopolymérisation.

Les principaux parametres (concentration en monomere et temps d’irradiation) ont été optimisés en
suivant I’évolution des propriétés chromatographiques (rétention/sélectivité et efficacité) a partir de
la séparation de nucléosides en mode HILIC. Les résultats ont montré qu’une irradiation de 5 min avec
un pourcentage de monomere de 5% (massique) permet d’obtenir des rétentions élevées, sans altérer
les propriétés intrinseques initiales du monolithe de silice (Hmin = 6 £ 1 um et perméabilité = (4,6 +
1,1).10* m?). Bien que I'augmentation de la quantité d’acrylamide dans le mélange réactionnel
conduise a une augmentation des rétentions, une augmentation excessive, au-dela de 10% (massique)
s’accompagne d’une diminution de |'efficacité. Ce comportement a été attribué a la formation de
couches de polyacrylamide suffisamment épaisses en surface qui alterent I'accessibilité des mésopores
et augmentent la résistance au transfert de masse. Cependant, en restant dans une gamme de
concentration en acrylamide évitant de détériorer I'efficacité intrinseque du monolithe, les rétentions
des nucléosides sur ces monolithes photopolymérisés sont supérieures ou égales a celles obtenues sur
des monolithes greffés déja rapportés dans la littérature (monolithe greffé thermiquement avec le

polyacrylamide et monolithe hybride portant une fonction acrylamide).

Ce revétement acrylamide a également été utilisé pour recouvrir la paroi interne d’un tube vide

d’électrophorese capillaire dans le but de supprimer le flux électroosmotique et de réduire les
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phénomeénes d’adsorption en surface. Un fluxde (2,9 +£1,1).10° cm?/V/s a été obtenu a pH 8,3 (tampon
Tris-borate 44,5 mM) contre plus de 4.10“ cm?/V/s en absence de revétement. 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 a 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 revétement

polyacrylamide photopolymérisé.

Ce systéme 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 I'analyse d’échantillons réels, une
dérivation sur support a été envisagée a 'issue de I'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 'ordre de percolation des réactifs, concentrations..), le couplage en ligne de
I’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 facon 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 étre 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 contréle
de la polymérisation (taille des polyméres greffés, difficulté de rincer les colonnes apres
polymérisation) et de la disponibilité des groupements réactifs (acrylate/méthacrylate) sur des

molécules biologiques par exemple.

De facon a <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 I'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
a dire en greffant des composés thiolés sur des monolithes vinylisés. De plus, dans cette configuration,
il ne peut y avoir de polymérisation en solution (polymeéres 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 parametres
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de cette photofonctionnalisation ont été étudiés (nature et teneur en photo-initiateur, durée
d’irradiation et concentration en monomere) en suivant |'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 particulierement 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 intrinseques du
monolithe ne sont pas altérées aprés 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 a travers le greffage de différents réactifs thiolés :
I'octadécanethiol pour la phase inverse, la cystéine pour le mode HILIC ou encore le
mercaptoéthanesulfonate de sodium pour I'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, I'intérét de cette
approche pour la préparation des colonnes multimodales a été démontré a 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 succes pour le fractionnement et la séparation
sélective de cations et de composés neutres ainsi que pour la préconcentration et la séparation en

ligne de B-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 premiere zone
remplie de monolithe photogreffé avec des aptaméres et une deuxiéme zone vide a été préparée pour
la préconcentration/séparation électrocinétique en ligne de I'Ochratoxine A. La qualité du
photogreffage d’aptameres 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 B-bloquants a montré
gu’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 aptamere
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/ringage/élution/séparation). Les
résultats ont montré que le protocole était linéaire pour des quantités d’OTA percolées variant de 0,1
a 10 pg avec des taux d’extraction de 93 + 2 %. De méme, une répétabilité satisfaisante < 10% a été
obtenue pour I'ensemble du protocole d’analyse. Enfin, ce dispositif a été appliqué pour la
préconcentration/séparation en ligne de I'OTA présente dans du vin et de la biére a des concentrations

de quelques ppb avec un temps d’analyse total toujours inférieur a 30 min.

En conclusion les deux voies de photofonctionnalisation explorées ont répondu a nos objectifs en
termes de rapidité, d’efficacité, de polyvalence et de localisation dans une zone délimitée. De méme

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 étre finalisés a I'aide d’une étude complémentaire utilisant une détection par
spectrométrie de masse. D’autres applications combinant des zones de chimie différentes vont étre
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'intérét d’un tel couplage en ligne a d’ores et déja
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 I'allongement de la zone de
séparation en phase inverse, rendue possible par la perméabilité des monolithes. De plus, une
stratégie 3D MudPit (combinant une premiere 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 |Ia

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 a leur surface les fonctions
polymérisables et/ou activables photochimiquement. Cet objectif pourra étre atteint en développant
une synthése de type « one-pot process » d’un monolithe de silice hybride générique qui permettra

de s’affranchir de I'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 a 1 uM est préparée en ajoutant :

- 250 pL d’une solution de NDA a 2,9 mM dans un mélange 50/50 (ACN/eau)
- 50 L de tampon phosphate 100 mM pH 7,2

- 50 pL de NaCN a 43 mM dans I'eau
- 100 pL de Met-Enk a 0,5 mg/mL dans I'eau.

La solution est ensuite placée dans I'obscurité pendant 15 min afin d’assurer la dérivation compléte

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 parameétres ont été
étudiés : conditions de séparation, linéarité du signal de fluorescence en fonction de la concentration

et temps maximal d’injection.
e 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 I'eau puis
injectée en CZE. Les parameétres opératoires (nature et pH du tampon, tension) ont été optimisés de
facon a séparer la Met dérivée du flux électroosmotique. L’électrophorégramme obtenu apres

optimisation est présenté Figure 53.

i Met dérivée = 9.10" cm’/V/s

RFU

M, =34 10" em’/V/s

N

hanutes

Figure 53: Analyse CZE de la Met préalablement dérivée a 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 (Aex = 410 nm).

e Linéarité de fluorescence

La linéarité de la réponse de fluorescence en CZE est un parametre clé a 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 a différentes
concentrations dans les conditions d’analyse optimisées précédemment en CZE. La Figure 54
représentant |'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 a 14,3 pg/mL

et ce jusqu’a des hauteurs de pics de 180 RFU.
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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 a 0,1 psi 10 sec. Dilutions des
solutions dans 50/50 MeOH/eau. Détection LIF (Aex = 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 génére de la
dispersion externe et au-dela d’un certain volume, I'élargissement du pic associé est non négligeable
par rapport a la dispersion liée a 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 a 'augmentation du volume injecté. Ce parameétre a donc été étudié en injectant
a 0,1 psi pendant différents temps, une solution de Met préalablement dérivée a 100 ng/mL. Les

hauteurs de pic obtenues en fonction du temps d’injection sont présentées Figure 55.

Hauteur du pic de la Met
dérivée (RFU)
O Rr N W b U1 O N @

0 10 20 30 40
Temps d'injection a 0,1 psi (s)

Figure 55: Etude du temps maximal d'injection en CZE a 0,1 psi. Solution de Met dérivée a 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 (Aex =
410 nm).
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La courbe obtenue présente une premiere partie linéaire, pour laquelle le signal augmente de facon
proportionnelle au volume injecté, puis atteint un palier a environ 15 secondes d’injection (25 nL

injectés).

D’aprés la courbe, une injection de plus de 15 secondes a 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

alcenes (Figure 56).

Anticorps
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Monolithe pré-fonctionnalisé Monolithe photo-greffé

Figure 56: Présentation des différentes étapes de préparation du support d'immunoaffinité.

La premiére partie est consacrée a 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 co(t, toute I'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, I'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 apres réduction sélective de leur pont
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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 a ces critéres (Figure 57). Chaque fragment posséde un site de reconnaissance (un

paratope) et pourra se lier avec une molécule cible (rapport Paratope/Cible = 1/1).

HS#"“‘*VNHE HCl

2 Fragments LH
(55 —_— SH HS

Figure 57: Réaction de fragmentation des anticorps par la cystéamine

Caractérisation de la fragmentation par Electrophoreése Capillaire sur Gel (CGE) :

La nature des fragments obtenus aprés fragmentation est vérifiée en analysant la solution de
fragmentation par Electrophorése Capillaire sur Gel (CGE), qui permet de séparer rapidement les
protéines en fonction de leur taille, reliée a leur poids moléculaire. La CGE permet, par rapport a
I’électrophorese 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 confere a toutes les protéines un rapport
(taille/charge) constant. La migration sous champ électrique et en présence d’un gel (jouant le réle de
tamis) permet ainsi la séparation des protéines uniguement 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 a 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 chagque marqueur

. A . - - IXL R
de taille grace a la formule suivante: u (sz.s Lv 1) =y avec | 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 tracant la masse de la protéine (en Dalton) en fonction de
I'inverse de la mobilité (Figure 58). L’équation de la courbe polynomiale permet ensuite de donner une

approximation de la taille de fragments inconnus a partir de leur temps de migration.
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Figure 58: Courbe de calibration CGE obtenue a partir des standards de taille
Conditions d’analyse CGE : 1=8,5 cm, L=33 cm, U=+25kV, Injection : SI (+5kV, 5 sec), Standards (+5 kV, 45 sec), A= 254 nm
Préparation de la solution pour I’analyse CGE : 10uL de standards de taille (kit Beckman), 85uL SDS (1%), 2uL SI ,5uL
Cystéamine, chauffés 3 min a 100°C

Pour s’assurer de la cohérence de I'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, I'analyse par CGE de cette solution permettra
de vérifier si I'on obtient bien deux pics correspondant a 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 a 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 I'analyse de I'anticorps entier et de deux pics d’environ 21 kD

et 52 kD dans le cas de la fragmentation au TCEP.

Fragmentation au TCEP

#_/\ —Standards de taille

—|gG entier

3 4 5 6 7 8 9 10

Temps {min)

Figure 59: Electrophorégrammes (obtenus par CGE) des standards de taille, de I'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 a 70°C
Conditions d’analyse CGE : |=8,5 cm, L=33 cm, U=+25kV, Injection : SI (+5kV, 5 sec), Echantillon (+5 kV, 45 sec), A= 254 nm
Préparation des solutions pour I'analyse CGE :
Courbe rouge: 10uL de standards de taille (kit beckman), 85uL SDS (1%), 2L SI ,5uL Cystéamine, chauffés 3 min a 100°C
Courbe bleue : 10uL de solution d’IgG lapin (3,8mg/mL), 90uL SDS (1%) chauffés 3 min a 100°C
Courbe orange : 10uL de solution d’IgG lapin fragmentés au TCEP (3,8mg/mL), 90uL SDS (1%), chauffés 3 min a 100°C
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Les anticorps non spécifiques de lapin ont ensuite été fragmentés a 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 a 37°C.

L’électrophorégramme obtenu dans ces conditions ([IgG] = 3,9 mg/mL, fragmentation 90 min a 37°C,
rapport massique Anticorps/Cystéamine de 10/6) présente un pic majoritaire au temps de migration
de I'anticorps entier et met en évidence |'apparition d’un second pic minoritaire correspondant au
fragment d’intérét rigG (ou LH). Par conséquent, les conditions « standard » du protocole ne réduisent
que trés partiellement les anticorps. Pour que la réaction soit plus compléte, les conditions
expérimentales « standard » ont été modifiées en augmentant d’une part la température (a 40°C) et
d’autre part le temps de réaction (a 2h). L'électrophorégramme obtenu aprés fragmentation dans les
nouvelles conditions met en évidence la disparition du pic de I'anticorps entier et I'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 étre envisagées.

Par conséquent, la suite des essais a été réalisée avec ces nouvelles conditions de fragmentation qui
conduisent a une réduction totale des anticorps de départ, tout en limitant la production des

fragments L et H.

ii. Purification des fragments rigG

A lissue de la fragmentation, une étape de purification est nécessaire afin d’éliminer I'exces 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 a
déposer 1 mL de la solution d’anticorps fragmentés dans la colonne remplie de résine. L’élution se fait
ensuite par centrifugation a 4700 tours/min pendant 2 min. Les petites molécules telles que la
cystéamine pénétrent 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 dés la premiere fraction d’élution.
Les fractions suivantes sont obtenues par ringages successifs de la colonne avec 2,5 mL d’'un tampon
phosphate (Na;HPOs 71 mM + NaCl 150 mM + EDTA 5 mM). Chaque élution est réalisée a 4700

tours/min pendant 2 min.

156



Afin de déterminer le rendement et la pureté des fragments récupérés en solution apres purification,
des mesures d’absorbances a 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 apres |'étape de dessalage. Le test d’Ellman consiste a 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 a 412 nm (Figure 60).

O,N
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NO, NO,

Réactif ’ELLMAN Produit de réaction
Dithionitrobenzoate (DTNB) |  Thionitrobenzoate (TNB)
Absorbe a 325 nm Jaune, absorbe a 412 nm

Figure 60: Principe de la réaction d’Ellman.

La quantification en thiol de chaque fraction est obtenue a I'aide d’une droite d’étalonnage (Détails
dans le Protocole 2). La Figure 61 représente I'évolution de I'absorbance a 280 nm et de la quantité

de thiols présente dans les 3 premieres fractions d’élution.
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Figure 61: Concentrations en thiols et mesures d’absorbances a 280 nm des fractions aprés purification d’une
solution d’anticorps fragmentés a la cystéamine (C=1,5mg/mL et V=1mL).
Conditions de la fragmentation a la cystéamine : 2h, 40°C avec proportion massique Anticorps/Cystéamine de 10/6

L’absorbance a 280 nm proche de 0,2 pour la premiere fraction chute d’un facteur supérieur a 10 dans

la fraction suivante et est négligeable dans la troisieme fraction récupérée. A l'inverse, la quantité de
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thiols libres en solution est trés faible dans la premiere 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 a 280 nm) alors que I'excés de cystéamine est récupéré dans les fractions
suivantes (forte concentration en thiol).

La comparaison des absorbances a 280 nm de la solution d’anticorps fragmentés avant et apres
purification permet de calculer un taux de récupération de I'ordre de 88% dans la premiére fraction a

I'issue de la purification. Seule la premiere fraction sera conservée pour la suite des essais.

La stabilité des solutions de fragments rlgG obtenus a ensuite été étudiée. En effet, alors que I'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 a
500 puL, qu’il serait souhaitable de pouvoir conserver (pour des raisons économiques liées au co(t des

anticorps).

Afin de vérifier la stabilité de la solution d’anticorps fragmentés a la cystéamine, un aliquot est analysé
a intervalle de temps régulier, par CGE, pour vérifier la nature des fragments. Quelques

électrophorégrammes sont présentés Figure 62.

DADA &, 5ig=220,16 Reroft (LOUISEZ2041403.5)

H LA Jour 0

a 5 & 7 8 a 10 min

DAD1 A, 5ig=220,10 Ref=ofl (LOUISEWTO5 1408 0)

L H LH IgG Jour 15

a s & 7 i a 0 min

DADA &, 5ig=220,16 Reroft (LOUISE23081403.5)

H LH 1gG Jour 30

Figure 62: Etude de la stabilité des anticorps fragmentés en solution dans le temps
Solution purifiée d’anticorps fragmentés a la cystéamine (C=3,9mg/mL) analysée le jour de la fragmentation, 15
jours et 30 jours apres.
Conditions d’analyse CGE : |=8,5 cm, L=33 cm, U=+25kV, Injection : SI (+5kV, 5sec), Echantillon (+5 kV, 45 sec), A= 254 nm
Conditions de la fragmentation a la cystéamine : 2h, 40°C avec proportion massique Anticorps/Cystéamine de 10/6

D’apres les résultats présentés Figure 62, les anticorps fragmentés et purifiés peuvent étre conservés

a -18°C pendant une durée maximale d’un mois. Au-dela de cette durée, I'analyse par CGE montre une
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recombinaison partielle des deux fragments rlgG (ou LH) ainsi qu’une augmentation des signaux des

fragments L et H, traduisant une dégradation partielle des fragments LH.

1.2. Greffage orienté des fragments d’anticorps par photo-click chemistry

L'utilisation de la photo-click chemistry devrait permettre le greffage orienté des fragments rlgG 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 agueux non dénaturant qui impose d’utiliser un initiateur photochimique soluble dans

I'eau.

Pour chaque condition étudiée, I'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 étre 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):

- 1°°¢étape : Les amines greffées sur le support solide sont protonées a I'aide d’'un tampon acide,

appelé T;.

- 2°me étape : Le bleu de Coomassie, solubilisé en milieu acide, est ajouté en excés afin de former
des liaisons non covalentes entre les groupes SOs™ et les amines protonées par interactions

électrostatiques et hydrophobes.

- 3%me étape : Une fois I'excés de bleu éliminé par lavage en condition acide, les amines sont
déprotonées par passage en milieu basique en présence de méthanol (tampon de décoloration
T,), 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 étre
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 piége 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 |égerement 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 a partir du volume de CBB nécessaire pour saturer la colonne. Ce volume de CBB est calculé
en comparant I'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 I'adsorption non spécifique du CBB sur le support.
Ainsi, différents pourcentages de solvant, méthanol et/ou acétonitrile, ont été ajoutés a la solution de
CBB de facon a éliminer I'adsorption non spécifique sur le monolithe vinyle (sans anticorps), tout en
évitant de dégrader les interactions spécifiques. Apres 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 I'augmentation de I'absorbance liée a la détection du CBB (temps a 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 a 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 a partir de la formule ci-dessous :

Quantité de bleu adsorbée (ng) = DV *[c|cgg

Avec DV = Débit x (temps d'arrivée du palier du bleu — tm) et [c]css : concentration de la solution de

CBB.

Une fois les colonnes capillaires monolithiques greffées avec les fragments d’anticorps, 2 cm sont
coupés et raccordés a des capillaires vides pour réaliser la mesure au CBB (contraintes liées a

I'appareillage). Le schéma du montage est présenté Figure 65.
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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 étre 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 I'inconvénient de

dénaturer les anticorps, rendant les supports inutilisables pour des études ultérieures de
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reconnaissance antigene — anticorps (d’ou I'intérét d’utiliser des anticorps non spécifiques de lapins

moins colteux 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. Premierement, cette réduction totale ne nécessite pas
d’étape de purification avant photogreffage et deuxiemement, 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 a la cystéamine.

Etude de la réaction de photogreffage d’anticorps de lapin réduits au TCEP

Une des spécificités de I'immobilisation de molécules biologiques (comme les anticorps) concerne leur
faible concentration dans les solutions de greffage, de I'ordre du mg/mL (ou uM), nettement inférieure
aux concentrations utilisées (0,2 a 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 'influence du temps d’irradiation. La Figure 66
représente |'évolution de la quantité de CBB mesurée apres différents temps de photogreffage. Ces
tests ont été réalisés en dynamique, c'est-a-dire en percolant en continu (Vitesse d’environ 0,1 cm/s)

une solution d’anticorps totalement fragmentés au TCEP a environ 8,4 mg/mL.
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Figure 66: Evolution du signal de CBB mesuré sur des capillaires monolithiques de 2 cm
photogreffés avec une solution d’anticorps totalement fragmentés a 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 a 70°C
Percolation des solutions T1, CBB et T3 a 0,2 cm/s, n=4 répétitions pour chaque point
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La quantité de CBB fixée/cm de monolithe augmente de facon réguliere avec le temps de
percolation/irradiation). Les valeurs obtenues pour des temps de percolation/irradiation de 5 a 30 min
témoignent de I'efficacité du greffage malgré les faibles concentrations utilisées. Un palier d’environ
300 ng de CBB adsorbés par centimétre 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 grace a la

méthode au CBB sont comparables a I'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 a des concentrations < 1 mg/mL.
Les conditions de greffage déterminées sur des anticorps totalement réduits au TCEP ont ensuite été

transposées a des anticorps réduits a la cystéamine (fragments rigG).

Etude de la réaction de photogreffage des anticorps de lapin réduits a 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 a partir d’'une solution diluée et ce en peu de temps
(15 min en greffage dynamique). Cependant, les conditions déterminées précédemment doivent étre

vérifiées/adaptées pour les fragments rigG d’intérét.

Influence du temps de greffage

Le greffage en mode dynamique des anticorps fragmentés a la cystéamine a révélé des probléemes
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 a I'autre.
Le greffage en mode dynamique a été remplacé par un greffage dit « séquentiel » qui consiste a 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 a chaque fois
renouvellement de la solution d’anticorps dans la colonne. Par exemple, un greffage de 30 min

correspond en réalité a 3 greffages séquentiels successifs de 10 min.

Il a été vérifié qu’'une quantité maximale de CBB de I'ordre de 500 ng/cm (correspondant a une

quantité maximale de paratopes de 8,4 pmol/cm dans le cas d’une fragmentation 100% spécifique) est
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atteinte a partir de trois greffages séquentiels successifs (3x10 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 facon similaire
(3x10 min) a I'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%) a 80°C puis 2
heures a I’eau de fagon a discriminer les fragments adsorbés des fragments fixés de facon covalente.
Dans le cas du capillaire exposé aux anticorps en absence initiateur, la quantité de CBB fixée par le
monolithe aprés lavage au SDS est comparable a celle du blanc. Dans le cas du greffage avec initiateur,
la quantité de CBB retenue par le monolithe reste équivalente avant et aprés lavage au SDS, ce qui

confirme la covalence du greffage.

Tous les essais réalisés jusqu’alors sur des anticorps non spécifiques de lapins ont d( étre ensuite

transposés aux anticorps spécifiques anti-OTA en vue de I’analyse en ligne de I'OTA.

Il. Adaptation du protocole de préparation et greffage des anticorps sur des IgG spécifiques

anti-OTA

11.1. 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 a 40°C avec un rapport
massique Anticorps/Cystéamine 10/6). Cependant, a l'issue de cette fragmentation, I'analyse par CGE
de la solution d’anticorps fragmentés a mis en évidence la présence d’un pic unique d’anticorps entier
« 1gG » (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 a la cystéamine avec différentes
proportions massiques Anticorps/Cystéamine.
Conditions d’analyse CGE : |=8,5 cm, L=33 cm, U=+15kV, Injection : SI (+5kV, 5 sec), Echantillon (+5 kV, 45 sec), A= 254 nm
Conditions de la fragmentation a la cystéamine : 2h, 40°C avec différentes proportions massiques Anti-OTA/ Cystéamine
Préparation des solutions pour ’analyse CGE : 10uL de solution d’Anti-Ota fragmentés a la cystéamine (750 pg/mL), 90uL
SDS (1%), chauffés 3 min a 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’intérét (Figure 67, courbe jaune). Cependant, contrairement a la
fragmentation des anticorps non spécifiques de lapin, la fragmentation obtenue sur les anticorps anti-
OTA est loin d’étre aussi spécifique, puisque de nombreux pics associés aux autres fragments sont
visibles sur I'électrophorégramme (HH, LHH...). De plus, la présence des fragments L et H en
proportions non négligeables (au vu des intensités sur I'électrophorégramme) représente un probleme
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 I'OTA.

Pour la suite des essais, les solutions d’anti-OTA fragmentés ont été purifiées selon le protocole

présenté partie I.1.ii.

11.2. Taux d’activité dans la solution d’Anti-OTA fragmentés a la cystéamine

Dans le cadre du développement de supports d'immunoaffinité, il est important de s’assurer de
I'activité des anticorps/fragments d’anticorps qui sera synonyme d’une reconnaissance efficace avec

I’antigéne. La présence des fragments L et H, en quantité non négligeable (mais non quantifiée)
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implique forcément une diminution de I’activité dans la solution puisque que leur formation conduit a

la destruction d’un paratope.

La technique de quantification des anticorps/fragments d’anticorps actifs repose sur I'utilisation des
interactions anticorps-antigeéne. Ainsi, pour connaitre 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 =

Quantité d’OTA fixée (mol)
x 100

Quantité de paratopes introduits (mol)

Conditions d’analyse CZE-LIF de I’OTA libre :

L'analyse de I'OTA en électrophorese capillaire nécessite I'utilisation d’un électrolyte de séparation
basique de pH > pKas de I'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 a 10 mM.

Les conditions d’analyse (injection, tension et détection) ont été optimisées de fagon a séparer I'OTA

du flux électroosmotique. Un exemple d’électrophorégramme est présenté Figure 68.

OTA>
90-
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60-
FEO |
45-
1 2 3 4 5

Figure 68: Analyse CZE-LIF d’une solution d’OTA a 30uM. Electrolyte borate pH 9,3 a 10 mM,
tension = +20kV, | = 35 cm, L=50 cm, Injection= 20 mbar 5 secondes, Détection LIF (Aex = 410
nm), FEO = flux électroosmotique.
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Evaluation du taux d’activité d’une solution d’anti-OTA fragmentés a la cystéamine :

Une premiére 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 I’OTA.

Le taux d’activité de la solution d’anti-OTA fragmentés a la cystéamine a ensuite été évalué. Pour cela,
deux solutions contenant les anticorps fragmentés et I’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 a lissue de la
fragmentation des anticorps qui n’est pas assez spécifique. Un greffage des supports avec ces
fragments d’anticorps conduira a une capacité de reconnaissance d’autant plus faible que la perte

d’activité est importante.

1.3. Evaluation du nombre total d’anticorps greffés par la méthode au bleu de

Coomassie

Les essais réalisés sur les anticorps de lapin réduits a la cystéamine ont montré qu’un greffage de 3x10
min avec renouvellement de la solution (a 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 a la cystéamine. Les résultats de la
méthode au bleu de Coomassie (réalisée dans les mémes conditions que celles présentées partie 1.2.
de cette annexe) obtenus sur la colonne monolithique ainsi photogreffée ont montré que 390 +/- 30
ng de CBB (n=3) sont capturés par centimétre de monolithe, ce qui correspondrait au maximum a (6,5
+/- 0,5) pmol de paratopes/cm (dans le cas ol seuls des fragments actifs rigG seraient greffés). Cette
valeur est probablement trés surestimée dans la mesure ou des fragments L ou H ne présentant pas

de site de reconnaissance ont probablement été greffés.

11.4. 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, I'analyse par CGE a révélé la
présence de nombreux fragments autres que les fragments LH d’intérét. La fragmentation a 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 a la place des fragments LH. La

reconnaissance avec la molécule cible ne serait donc plus assurée ou dans une moindre mesure.

lll. Préconcentration/séparation en ligne de 'OTA

La préconcentration/séparation en ligne de ’OTA a été réalisée dans une colonne capillaire (di = 75um)
présentant une partie monolithique (1,5 cm) photogreffée avec des fragments d’anti-OTA (obtenus
apres réduction a 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’aprés 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 : 3x10 min en greffage séquentiel. Solution
de greffage : 50uL d’anticorps fragmentés a 3,6 mg/mL + 3uL de solution aqueuse d’AIBA a 110
mg/mL.

111.1 Protocole de préconcentration/séparation en ligne de 'OTA

Les différentes étapes du protocole de préconcentration/élution de I'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 ringage est ensuite réalisée avec I’électrolyte de séparation afin de préconditionner le
capillaire avant I’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
antigéne/anticorps. Enfin, I’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

111.2. Résultats expérimentaux

I'OTA.

Les nombreux essais réalisés en ligne n’ont malheureusement pas permis de préconcentrer et séparer

I’OTA comme attendu. Il est probable que le support d'immunoaffinité préparé a partir des fragments

d’anti-OTA ne reconnaisse pas I'OTA ce qui pourrait s’expliquer par la diversité des fragments d’anti-

OTA obtenus apres fragmentation a la cystéamine (prés 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 arrétée sur ces points par manque

de temps, mais il serait intéressant de réoptimiser la fragmentation des anticorps anti-OTA de facon a

obtenir spécifiquement les fragments LH d’intérét comme cela a été possible pour les anticorps non

spécifiques.
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PROTOCOLES

Protocole 1 : Méthode d’analyse par Electrophorése 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 a 9 avec une solution concentrée de HCI.

o Etalon interne 14 kDa :

6,8 mg de Lysozyme + 1 mL de tampon SDS

- Préparation des échantillons :

o Standards de taille:

10 pL de standards de taille (Kit Beckman)
+ 85 L de tampon SDS

+ 2 uL de I’étalon interne

+ 5 ulL de Cystéamine

o Etalon interne :

10 pL d’étalon interne
+85 pL de tampon SDS
+5 uL de Cystéamine

o Echantillon a analyser:

Chauffage 3 min dans
un bain d’eau a 100°C

Chauffage 3 min dans
un bain d’eau a 100°C

Cas d’une protéine non réduite

Cas d’une protéine déja réduite

10 pL de la solution a analyser

10 ulL de la solution a analyser

5 pL de 2-Mercaptoéthanol

90 pL de Tampon SDS

85 uL de tampon SDS

5 uL d’agent alkylant IAM (40mg/ml)

+ Chauffage 3 min dans un bain d’eau a 100°C.

Conditions d’analyse :

- Protocole de pré-conditionnement et nettoyage du capillaire:

Rincages 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 10 min | Rampe de 5 min
Normale
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- Conditions de séparation (I=8,5cm, L =33 cm) :

Longueurs d’ondes

214 et 254 nm

Mouillage Eau 0 min

Eau 0 min
Injection de I'étalon interne 5 kv 5 sec Polarité normale
Injection de I’échantillon 5 kv 45 sec Polarité normale
Séparation +153 +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 (Na,HPO,4) 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 5mL 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 pL de chaque solution (A
a G) avec 50 pL de solution d’Ellman et 2,5 mL de tampon pour test d’Ellman. L’absorbance a 412 nm

de chaque standard est ensuite mesurée pour réaliser la droite d’étalonnage.

- Droite d’étalonnage

2,500

2,000

1,500

y = 1.292x + 0.024
R? = 0.992

1,000

0,500

Absorbance a 412 nm

0,000
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60
Concentration en fonction thiol (mM)

- Préparation de I’échantillon a analyser
L’échantillon a analyser est préparé de la méme facon que les standards en mélangeant 50 plL de

solution d’Ellman, 2,5 mL de tampon pour test d’Ellman et 250 pL de I’échantillon.
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Protocole 3 : Méthode au bleu de Coomassie

Préparation des solutions pour la méthode au CBB :

- Solution acide T; :
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 a 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 a 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 a ultrasons pendant 10 secondes. Eau gsp 100 mL.

On place la solution dans un bain a ultrasons jusqu’a compléte dissolution du CBB.

- Solution basique T :
Une solution de NH;OH 1M est préparée a partir d’une solution NH,OH a 25% de NHs (d=0,901-0,910).
Pour cela, 74,6 mL de NH; 25% sont introduits dans un litre d’eau. La solution T3 est obtenue en

mélangeant 50% de NH,OH 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 I'eau. La solution de greffage contenant 50 pL d’anticorps fragmentés et 3 pL de solution
d’AIBA (110mg/mL) est ensuite percolée dans la colonne placée sous irradiation. Le temps de

percolation/irradiation est fixé selon I'essai.

- Greffage séquentiel :

Le capillaire contenant le monolithe vinylisé est d’abord rincé avec un mélange 95:5 MeOH /Eau puis
avec de I'eau. Le capillaire est ensuite rempli avec la solution de greffage contenant 50 puL d’anticorps
fragmentés et 3 uL 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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