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Introduction générale

Les pesticides sont massivement utilisés dans 1’agriculture moderne, des millions de
tonnes ont été déversées sur les cultures, intégrant toutes les composantes de la biosphére :
eau, sol, air, animaux, végétation et Homme. lls peuvent avoir des effets toxiques sur le court
terme sur les organismes qui y sont directement exposés, ou des effets sur le long terme en
provoquant des changements dans 1’habitat et la chaine alimentaire [1, 2].

Ces pesticides posent un véritable probléeme sur la santé publique et pas seulement
pour les utilisateurs qui sont les plus exposés, mais aussi pour la population générale. En effet,
I’utilisation de ces substances organiques méme a des faibles quantités, pendant des périodes
longues peuvent poser de nombreux problémes sanitaires. Des études épidémiologiques
montrent que les pesticides peuvent développer de nombreux maladies tel que : le cancer,
altération du systéme immunitaire, problemes de reproduction.

Le 2,4-D est parmi les pesticides les plus employés pour lutter contre les adventices
des cultures céréaliéeres et des plantes vivaces de la famille des monocotylédones [3, 4]. A
I’instar des autres pesticides, 1’'usage récurent des herbicides a base de 2,4-D peut entrainer un
véritable probleme de santé publique, le résidu de 2,4-D a été détecté dans l'eau de
I’environnement, les produits frais, les produits laitiers et généralement dans I'urine humaine
[5,6]. Compte tenu de ses effets sur la santé et d'autres effets toxicologiques, I'organisation de
la santé mondiale recommande un niveau maximal de contamination de 30 ug.L-1 pour le
2,4-D dans I'eau potable [7].

En raison de la grande diversité chimique de pesticides utilisés et leurs faible teneur,
analyser et surveiller ces produits chimiques au niveau de l’environnement est encore
complexe et nécessite des techniques d'analyse spécifiques. La chromatographie reste la
méthode la plus largement utilisée pour I'analyse des résidus de pesticides [8,9].

Récemment, les chercheurs ont essayé de développer des méthodes plus performantes
pour pouvoir détecter les pesticides. Il s’agit de la technique de I’empreinte moléculaire qui
consiste a 1’¢laboration des supports sélectifs pour la détection et la reconnaissance spécifique
des pesticides dans I’environnement, avec des mesures rapides faciles et peu coliteuses.

Les polymeéres a empreinte moléculaire (MIPs) sont des polymeéres réticulés
synthétisés en présence d’une molécule cible qui va étre éliminée par la suite laissant des
cavités complémentaires a sa forme et sa fonctionnalité. Ce qui va leurs permettre a
reconnaitre selectivement cette moléecule et tous ses analogues [10].

L’¢laboration d’un MIP se fait par copolymérisation de monomere(s) fonctionnel(s) en

présence d’une molécule cible et un agent réticulant par polymérisation radicalaire. En

2
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mettant en contact le(s) monomere(s) et la cible, des interactions et différents types de liaisons
(covalentes, semi covalentes, non covalentes) vont se créer [11-13].

Les MIPs sont généralement préparés par polymérisation en masse conduit a des
matériaux monolithiques ou des particules irrégulieres aprés broyage, tandis que des
particules bien définies de polymeéres peuvent étre produites par polymeérisation en suspension
[14], émulsion [15], dispersion ou précipitation [16].

Les MIPs sous forme de couches minces ont beaucoup attiré 1’attention des
scientifiques pour leur potentiel d'intégration dans les capteurs [17-19]. Plusieurs techniques
ont été développées pour fabriquer des MIPs sous forme de films minces telles que le spin-
coating [20] ou sandwich [21].

Souvent, de bonnes capacités d'adsorption ont été obtenues avec les MIPs préparés
sous forme de particule, I'inconvénient de cette approche est que I'extraction du modeéle est
incompléte, alors que les polymeres prépares sous formes de films montrent une élimination
plus efficace de la cible.

Afin d'éviter la déformation des empreintes aprés extraction, usuellement, un fort taux
d’agent réticulant est utilisé, ce qui limite la capacité des matériaux. Dans ce travail, nous
nous sommes intéressés a 1’élaboration d’un film a base des monomeres acryliques imprimés
autours d’herbicides qui sont une classe de pesticides, mais en utilisant un taux de réticulation
faible [22-24].

Dans le présent travail, nous avons repartis notre démarche en quatre chapitres.

Nous commencons, dans le Chapitre I, par une synthese bibliographique, dans laquelle nous
décrirons les pesticides en donnant leurs définitions, leur classification et leurs effets sur la
santé et 1’environnement. Par la suite nous présenterons le principe de la technique
d’impression moléculaire, ses différentes approches ainsi que le choix des composants qui
vont rentrer dans la synthése du MIP, a la fin nous parlerons sur leur domaine d’application.

Le Chapitre Il va étre consacré a la présentation des réactifs ainsi que leurs réles et la
mise en évidence de D’interaction non covalentes de type liaison hydrogéne entre les
monomeres fonctionnels et la molécule cible déterminés par différentes méthodes prédictives
tell que la modélisation moléculaire, FTIR-ATR et RMN-H*.

Le Chapitre Ill consistera a I’élaboration et la caractérisation des polymeéres a

empreintes moléculaires obtenus par différentes techniques d’analyses.
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Le Chapitre IV sera consacré a effectuer les tests de reconnaissance et de sélectivité
des MIPs formés par la CPG et UV visible. Le but de cette étude est d’évaluer les capacités

des matériaux obtenus a reconnaitre la molécule cible.
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Introduction

Dans cette recherche bibliographique, nous présentons en un premier temps la description
des pesticides; leurs définitions, leurs classification, leurs effets sur la santé et I’environnement et les
techniques d’analyses utilisées pour leurs détections. Nous passons par la suite a définir et décrire de
facon détaillée le principe de la technique de 1I’empreinte moléculaire le choix des réactifs de syn-
these, les approches appropriées, les procédés de polymérisation et leur domaine d’application.

1.1 Les pesticides

Dans les derniéres années, les agriculteurs et les producteurs ont utilisé les pesticides pour la
production alimentaire afin de répondre aux besoins des consommateurs qui sont en conséquence,
exposes aux pesticides. Ces substances se trouvent généralement en petites quantités dans un certain
nombre de groupes alimentaires comme les légumes, les fruits et les jus. En effet ces produits
marquent un danger pour la santé et I’environnement car ils sont toxiques, voire chroniques, en cas

de persistance et d’accumulation dans les tissus organiques.

1.1.1 Définition

Le mot « pesticide » se compose du suffixe commun«-cide », du latin, « caedo, cadere » qui
signifie tuer, et du mot -pestis, qui désigne un animal nuisible, un fléau et une maladie dangereuse.
Les pesticides, dont la traduction étymologique est "tueurs de fléaux" sont des substances chimiques
utilisées contre les parasites animaux ou végétaux des cultures (Rapport d'information sur les

pesticides et leur impact sur la santé, 10/2012).

Selon la définition de la FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) sur

la distribution et I’utilisation des pesticides (Version novembre 2002).

Les pesticides ou produits phytosanitaires sont des substances chimiques destinée a, détruire ,
repousser ou combattre les ravageurs, et les espéces indésirables de plantes ou d’animaux causant
des dommages durant la production, la transformation ,le stockage, le transport ou la
commercialisation des denrées alimentaires, des produits agricoles, du bois et des produits ligneux, y

compris les vecteurs de maladies humaines et animales.
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1.1.2 Classification

Compte tenu de la variété de pesticides disponibles sur le marché ils peuvent étre classer en
fonction de la nature de I’espéce a combattre et en fonction de la nature chimique de la principale

substance active qui les compose:

1.1.2.1 Un classement par groupe chimique : il s'agit d'un classement technique a partir de la

molécule principale utilisée. On distingue :

Les organochlorés

. Les organophosphorés.

. Les carbamates.

. Les phénox - (Exemple 2-4 D)
. Les organo-azotés

Les urées.

1.1.2.2_Un classement par cible selon leur_activité biologigue : on distingue trois grandes

familles :
1.1.2.2a Les insecticides

Les insecticides sont des substances actives destinés a lutter contre les insectes.ll existe

plusieurs types :
> Les neurotoxiques
> Les régulateurs de croissance
> Les agisseurs sur les respirations cellulaires
1.1.2.2b Les fongicides

Les fongicides sont des substances actives destinées a éliminer ou limiter le développement

des champignons parasites des végétaux. On distingue différents types :

> Les inhibiteurs respiratoires
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> Les inhibiteurs de la division cellulaires
> Les perturbateurs de la biosynthése des acides aminés ou des protéines
> Les perturbateurs du métabolisme des glucides

1.1.2.3 Les herbicides

Les herbicides constituent la classe la plus importante et la plus utilisé dans 1’agriculture
intensive. lls sont destinés a détruire ou a limiter la croissance des mauvaises herbes qui entrent en
concurrence avec les plantes a protéger. Les différents modes d’action des herbicides sur les plantes

sont :

> Les perturbateurs de la régulation d’une hormone « L’auxine» (principale

hormone agissant sur I’augmentation de la taille des cellules)
> Les perturbateurs de la photosynthése
> Les inhibiteurs de la division cellulaire
> Les inhibiteurs de la synthése des lipides
> Les inhibiteurs de la synthése de cellulose

> Les inhibiteurs de la synthése d’acides aminés

11
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Tableau 1.1 : Exemples de la diversité chimique et fonctionnelle des pesticides [1]

Type

Organismes cibles

Exemples de famille

Exemples de molécules

Modes d’action

chimigues
Herbicides Mauvaises herbes Acides chlorophénoxy- Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique Perturbation de la régulation de I’auxine
alcanoiques
Acides benzoiques Dicamba
Carbamates Carbétamide Blocage des centres organisateurs de
microtubules et désorganisation du
fuseau achromatique
Organophosphorés Glyphosphate Inhibition de la biosynthese des acides
aminées achromatique
Sulphony lurées Metsulfuron-metyle Inhibition de la biosynthése des acides
aminées ramifiés
Triazines Atrazine Inhibition de la photosynthese
Urées substituées Isoproturon, Inuron
Fongicides Champignons Carbamates Propamocarbe Inhibition de la formation des
parasites des cultures microtubules
maladies Triazoles Tébuconazole Inhibition de la biosynthese des stérols
Organophosphorés Focétyle-Al Inhibition de la germination des spores et
la croissance mycélienne
Dérivés soufrés, sulfate de Bouille borde laise Inhibition de la germination des spores
cuivre
Insecticides Insectes ravageurs Triazines Triazoxide Perturbation de la biosynthése des
mélanines
Carbamates Aldicarbe
Pyréthrionides Cyperméthrine
Organophosphorés Malathion Perturbation du systéme nerveux
Organochlorés Aldrine
Néonicotinoides Thiaméthoxame
Amidinohydrazores Hydraméthylnon Perturbation du systéme respiratoire

Herbicides

Glyphosate

Metsulfuron-méthyle

C7H4N2 058
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X
I

2,4 D (acide 2.4- Dicamba Carbétamide
dichlorophénoxyacétique) cl O
0 LNH 09: N
R O
O\)L OH o H \H/ T \]/
OH 0 N N 0 NN
ocH bl @ Ho, .‘\'/ OH ~o T
cl o] & 3 °
CsHgCL Oy CgHgCL 0, C2H; N0 C3HgNOsP C1sHi1sNsOS
Fongicides
Atrazine Isoproturon Propamocarbe Tébuconazole Fosetyl-aluminium
cl
¥ 1 o 2
= ~
N N = 5 3+
| NN e T # N P Al
LA / ”©_< N ¢ H.C” T O"H O
H H 3
CsH,4CINg CyoHigN,0 CoHyN; 0, CyH,,CIN;O CgHygAlOoP;
Insecticides
Aldicarbe Tris uo\i(lv Cyperméthrine Malathion Aldrine Hydraméthylnon
cl |-

s

/\r,m
U ﬁ\)\ O~
'
CHyCIN;O C,,H,;CLLNO; CgH g O4PS,

iy e s
g R

SN . N

of — W

C,,HiClg

Cl [,

CZSszFﬁ-Nd LY

Figure 1.1 : Structures chimiques de quelques exemples de pesticides. Les pesticides de méme

couleur font partie de la méme famille chimique, indiquée dans le tableau 1.1

12




Chapitre | : Recherche bibliographique

1.1.3. 2,4-dichlorophénoxyaceétique

Les acides phénoxyalcanoiques parmi les herbicides les plus utilisés sont apparus au milieu
des années 40.. lls sont actifs contre les adventices dicotylédones et utilisés sélectivement pour le
désherbage des cultures de céréales, des cultures fourrageres et des pelouses. Trois herbicides
dérivés de l'acide phénoxyacétique, 2,4-D (Figure 1.2a), MCPA (Figure 1.2b) et 2, 4,5-T (Figure

I.2c) sont les plus connus.

cl
caQ—-o—w,—coon Cl—Q—-O—CHz—COOH . cm-Qo—CHz- EH
cl CH, o

(a) (b) (c)

Figure 1.2 : Structure chimique de: 2,4-D ou acide (dichloro-2,4 phénoxy)-2 éthanoique (a), MCPA ou acide
(Chloro-4, rnéthyl-2 phénoxy)-2 éthanoique (b). 2.45-T ou acide

(trichloro-2.4.5 phénoxy)-2 éthanoique (c)
Les propriétés de certains acides phénoxyalcanoiques sont présentées au tableau 1.2.

Tableau 1.2 : Caractéristiques physico-chimiques et biologiques de certains herbicides de la famille

des acides phénoxyalcanoiques

Nom commun Solubilité dans DLsg PKa Point de fusion
I’eau (mg /KQ) (25°C) (°C)
(ppm.20°C)

2.4-D 540 000 375-1000 2.64 141
MCPA 630 590-1000 2.9 120
2.4.5-T 189 500 34 158

Mécoprop 620 650 3.2 91
44 - 4.86 100

2.4- MCPB
2.4-DB 53 - 4.58 117

L'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D), est un herbicide systémique hormonal de type
chlorophénoxy décrit initialement en 1944 [2]. Depuis son introduction en 1945, le 2,4-D a été
considéré 1’un des herbicides les plus utilisé dans le monde [3], pour lutter contre les adventices des

cultures céréaliéres et des plantes vivaces de la famille des monocotylédones. Il est méme employé
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pour I’entretien des pelouses, les voieries, les parcs et jardins. 1 fait partie des auxines de synthése et
est classé dans les groupes 4 et O, respectivement par le Weed Science Society of America (WSSA)
et le Herbicide Résistance Action Comité (HRAC) [4].Il provoque chez les dicotylédones, la
stimulation des hormones naturelles, ce qui provoque la croissance cellulaire anormale suivie de la

mort de la plante [5, 6].
1.1.4 Les impacts de 2,4-D sur I’environnement

L’utilisation récurrente des herbicides a base de 2,4-D peut entrainer la contamination de
toutes les composantes de la biospheére: eau, sol, air, végétation, animaux et Homme (Figure 1.3) a

cause de leur toxicité, notamment chronique en cas de persistance et d’accumulation dans les tissus

organiques.
Transformations chimiques _ photg_z;r;,zams
phase gazeuse et aqueuse aérosols...
L
.
~ d
i
* ‘ Dépot sec
' g et humide
Transport 4 4
Dérive et évaporation Dispersion |
pendant I'application . ) d 4‘ ™
. I .
o Ve é ¢
. .. .
CONTACT ® INGESTION # INHALATION
® L
° -
.- muke . g
£pandage - .

Riviéres, nappes phréatiques

Figure 1.3 : Dispersion des pesticides dans l’environnement et voies de contamination.
Source : CORPEN.
1.1.5 Toxicité

Le 2,4D peut avoir des effets toxiques sur le court terme sur les organismes qui y sont direc-
tement exposés, ou des effets sur le long terme en provoquant des effets graves sur la santé, telles
que l'intoxication, aigué et chronique.
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1.1.5.1 Toxicité aigie

L'intoxication aigué apparait généralement immédiatement ou peu de temps aprés une expo-
sition unique ou de courte durée.

L'évaluation de toxicité aigué de 2,4-D démontre un niveau de toxicité allant de faible a léger
pour les voies d’exposition cutanée, orale ou par inhalation (catégorie III ou IV). Le tableau 1.3 in-
dique les différentes catégories de toxicité aigué des pesticides adaptées de la classification de US
EPA [7]. Le 2,4-D est faiblement irritant pour la peau (catégories III ou IV) mais il n’est pas un sen-
sibilisant cutané selon Santé Canada et I’EPA [8]. Alors que plusieurs études citées par I’OMS rap-
portent toutes des résultats négatifs (IPCS, 1997), la Commission Européenne a classé le 2,4-D acide
et son ester d’éthyle et d’hexyle (EHE) comme pouvant causer une sensibilisation cutanée (Euro-
pean Commission, 2001). Toutefois, les formes acide et sel du 2,4-D sont des irritants sévéres pour
les yeux (catégorie I) alors que les formes ester causent peu d’irritation oculaire (catégorie Il ou
V).

De nombreux cas d’intoxications aigués par ingestion sont décrits dans la littérature [9-11]

Tableau 1.3 : Criteres déterminant les différentes catégories de toxicité aigué des pesticides

Indicateurs de toxicité ai- Catégories de toxicité
gué
| ] 11 \Y
DL50 orale (mg/kg) <50 50-500 500-5000 > 5000
DL50 cutanée (mg/kg) <200 200-2000 2000-20000 > 20000
CL50 inhalation (mg/L) <0,2 0,2-2 2,0-20 > 20
Sévérement a Trés peu ou pas
Irritation cutanée extrémement | Modérément | Légerement
Sévérement a Trés peu ou pas
Irritation oculaire extrémement | Modérément | Légerement

1.1.5.2 Toxicité chronique

La toxicité chronique survient aprés des expositions répétées a faibles doses de 2,4-D pen-

dant des périodes plus ou moins longues.
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Une étude en milieu professionnel a tenté d'évaluer les effets a long terme d'une exposition
au 2,4-D chez des travailleurs, exposés entre 5 et 10 ans, & des concentrations au-dessus de 6 mg/m®,
les effets observés étaient une fatigue genéralisée, toux, vertiges, atteintes hépatiques et rénales .

Le 2,4-D est un perturbateur endocrinien, agissant sur les glandes sexuelles (aménorrhée,
avortement...) et sur la thyroide, les femmes enceintes et les jeunes enfants sont des populations a

risque, suite a la présence d’impuretés (dioxines), possibilités d’effets tératogenes .
1.1.5.3 Effets cancérogénes

Le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) qui dépend de l'agence de
I'Organisation mondiale de la Santé spécialisée sur le cancer, vient, en effet, de classer le 2,4-D (2,4-
dichlorophénoxyacétique) comme parmi les produits « cancérogénes ou probablement
cancérogenes » pour I'homme (Groupe 2B) et plusieurs études épidémiologiques ont évalué la
relation entre 1’exposition aux herbicides chlorophénoxys et la survenue de différentes formes de
cancers chez I’humain : de Lymphomes malins non hodgkiniens (LMNH) et de sarcomes des tissus

mous.
I.1.6 Techniques d’analyses usuelles pour la détection de 2,4-D

Etant donné la toxicité de 2,4-D de nombreuses techniques d’analyses ont été employée pour

répondre aux besoins de dosage et d’extraction de ces substances dans divers échantillons.

La détection et la quantification de 2,4D s'effectuent habituellement par chromatographie
liquide a haute performance [12, 13], ainsi que par I'électrophorése capillaire (CE) [14] ], la micro
extraction en phase solide par la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse
(SPME-GC-MS) [15] et la fluorescence [16]. La Figure 1.4 montres le nombre de publications en
fonction des différentes techniques d’analyse des pesticides ,Cependant ces méthodes citées ont des
inconvénients majeurs car elles nécessitent souvent des procédures de préparation et de séparation
d'échantillons approfondies, en raison de la complexité des matrices d'échantillons et de la faible
teneur en 2,4D. En outre, ils sont encore impliqués dans certains problémes tels que 1'usage des
instruments, un codt élevé, un processus long et une sélectivite particuliérement faible. Dans le but
de pallier ce manque de sélectivité, une technique d’impression moléculaire a été développée elle
permet d’obtenir des matériaux imprimés sélectifs qui se basent sur un mécanisme de
reconnaissance moléculaire. Ces matériaux synthétiques sont les polymeéres a empreintes

moléculaires. Un bref historique de ces matériaux sera présenté par la suite.
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Figure 1.4 : Nombre de publications en fonction des différentes techniques d’analyse
des pesticides (chiffre recueillis sur PubMed en juillet 2014)

1.2 Les polyméres a empreintes moléculaires
1.2.1 Historique

Le terme actuel d’empreinte moléculaire s’est inspiré de concept « clé-serrure » (Figure 1.5)
qui a été décrit en 1895 par Emil Fischer pour expliquer la spécificité d’une enzyme [17] qui pos-
sede un site actif complémentaire comme la serrure pouvant accueillir une clé se présentant comme
le substrat contenant des groupes fonctionnels capables d’interagir avec celui-Ci par le biais
d’interactions intermoléculaires, le plus souvent par des liaisons non covalentes telles que les liai-

sons hydrogéne ou électrostatiques.
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Figure 1.5 : Action du systéme « clé-serrure » de [ ’enzyme [18] : (@) Complémentarités structurales

et fonctionnelles entre le substrat et l’enzyme (b) Association spontanée menant a la formation d 'un complexe

enzyme substrat.

Par la suite, Les premiers travaux sur les empreintes moléculaires ont été rapportés dans la
littérature par le chimiste soviétique M.V. Polyakov 2 a observé en 1931 1’adsorption par des parti-
cules de silice, des dérivés benzéniques utilisés lors de leur synthese [19]. Ce qui a conduit F.H.
Dickey de travailler sur les propriétés d’adsorption en 1949 et de synthétiser avec succes des gels de
silice avec un potentiel d’adsorption sélective pour la molécule de méthyle orange, d’ou
I’introduction du terme « adsorption spécifique » [20]. Quelques années plus tard, les particules de
silices imprimées ont été utilisées comme phase stationnaire en chromatographie liquide pour la
séparation chirale des énantiomeres de 1’acide mandélique et de ’acide camphorsulfonique [21]. En
1972, 1a technique de 1I’empreinte moléculaire dans les polymeéres organiques a été développée indé-
pendamment par les deux chercheurs G. Wulff [22] et .M. Klotz [23]. Au début des années 1990,
La technique de I’empreinte moléculaire a connu un développement exponenticl de nombre
d’articles publiés dans le domaine (Figure 1.6), qui semble avoir coincidé avec I’introduction de
I’approche non-covalente par 1’équipe de K. Mosbach, dans les années 1980 en raison de la diversité

des cibles par cette approche [24].
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Figure 1.6 : Le nombre de publications dans le domaine des polyméres empreintes par année entre 2000 et
2020 («Molecularly Imprinted Polymers: Impactful Technology vs. Academic Exercise").

1.2.2 Principe général des polymeres a empreintes moléculaires MIPs

Les polymeres a empreintes moléculaires sont des supports synthétiques capables de recon-
naitre de facon sélective une molécule choisie, appelée molécule cible ou « Template». Leur fonc-
tionnement est basé sur le principe de I’impression moléculaire. La Figure 1.7 représente les diffé-

rentes étapes pour I’élaboration d’un MIP.

Choix des Pre- assemblage
réactifs +
Etape 2
Et 1
ape Molécule
cible -

’\J Monomére '

| fonctionnel
Polymérisation Ftape 3
W] Aeen
\réticulam

L Etape 4
Solv. ,t Elimination
porogéne \
+——
f —
+ \ Reconnaissance

Etape 5

Figure 1.7 : Le principe de de la technique de ['impression moléculaire
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L’¢élaboration de polymeére & empreinte moléculaire se fait par une succession d’étapes
Etape 1:
+ Le choix des réactifs.

Le mélange est constitué¢ de monomeres fonctionnels, agent réticulant et d’unemolécule cible

dissous dans un solvant porogéne.
Etape 2:
+ Le pré-assemblage monomere-molécule cible

Un complexe de pré-polymérisation (CPP) se forme entre les monomeres fonctionnels et la
molécule cible via une interaction soit non-covalente, covalente ou semi covalente.
Etape 3:

+ La polymérisation

Un agent réticulant et un initiateur thermique ou photochimique sont ajoutés au complexe de
pré-polymérisation (CPP) dans le but d'obtenir un réseau polymere rigide autour de la cible
Etape 4:

+ L’élimination de la cible

Elle consiste a extraire la molécule cible du réseau. Le polymeére obtenu possede une em-
preinte similaire en taille, en forme, en groupements fonctionnels a celle de la molécule cible.

Il faut utiliser des solvants qui favorisent le gonflement du polymere et qui limitent les inte-
ractions molécule cible-polymere. Les solvants couramment employés sont le méthanol et
I’acétonitrile en présence le plus souvent d’acide acétique afin de supprimer les liaisons hydrogene
Etape 5:

+ La reconnaissance

Apreés I’extraction maximale de la molécule cible le polymére imprimé pourra alors étre uti-
lisé pour la reconnaissance sélective de cette molécule.

La méthode la plus utilisée pour réaliser le test de reconnaissance est la méthode de « batch
rebinding» qui consiste a mettre des quantités fixes de MIP en contact avec une solution de molécule
cible de concentration connue dans des conditions bien définies (agitation, température, durée, sol-
vant). Une fois I’équilibre atteint, la concentration de la solution apreés mise en contacte C surna-
geant (Csur), est analysé et quantifié par une technique appropriée (UV, HPLC, GC,...). Cette con-

centration est comparée a celle d’une solution témoin C référence (Créf) (Figure L.8).
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Figure 1.8 : Le principe de la méthode de « batch rebinding ».

1.2.3 Les réactifs utilisés pour la préparation des MIPs

L’élaboration des MIPs utilise une variété de réactifs comme la molécule empreinte
(cible),les monomeéres fonctionnels, 1’agent réticulant, le solvant et I’amorceur de polymeérisation. Le
choix de ces reactifs est important car ils ont une influence directe sur la sélectivité de ces maté-
riaux.
1.2.3.1 Molécules empreintes

La molécule empreinte a un réle central lors de 1’élaboration du polymeére a empreinte molé-
culaire. En effet, c’est sa structure chimique qui va définir 1’organisation des fonctions portées par
les monomeres fonctionnels et permettra de créer la structure tridimensionnelle complémentaire.
Elle doit étre parfaitement soluble dans le solvant de réaction et elle doit étre aussi inerte chimique-
ment dans les conditions de la polymérisation (température, irradiation UV, pH) [25] .

La molécule cible peut étre remplacée par une molécule analogue «dummy template» [26-28]
dont la structure chimique est suffisamment proche de celle de la molécule reellement ciblée lors de
la préparation de MIP pour certaines raisons tel que prix élevé, indisponibilité, difficultés de mani-
pulation, toxicité, dangerosité et 1’instabilité de la molécule cible. Différentes molécules sont utili-

sées comme template pour synthétiser des empreintes moléculaires comme des principes actifs
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pharmaceutiques[29, 30] , des sucres [31, 32] , des pesticides [33-35],des biomolécules (acides ami-

nés, hormones, bases nucléotides, protéines, coenzymes) [36-39] .
1.2.3.2 Monomere fonctionnels

Les monomeéres fonctionnels sont choisis en fonction de leur complémentarité avec les grou-
pements chimiques de la molécule template dans le but de former le complexe le plus stable pos-
sible. En général, les monomeéres fonctionnels sont introduits en exces afin de ne pas générer des
cavités sans fonctionnalité. Plusieurs types de monomeres ont été utilisés et sont disponibles dans le

commerce (Figure 1.9).
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Acide acrylique Acide méthacrylique Méthyl méthacrylate
[¢]
I o]
\)J\ ﬁ)‘\wz HO
NH, OH
[¢]
Acrylamide methacrylamide

Acide itaconique

/ |N HyN
AN F =

4-vinylpyridine 4-vinylaniline

Figure 1.9 : Monomeéres fonctionnels les plus utilisés pour la préparation des polymeres a empreintes molé-

culaires.
1.2.3.3 Agent réticulant

Le choix du monomere réticulant est important pour 1’élaboration d’un MIP spécifique. Il
apporte une stabilité mécanique a la matrice polymeére, assure la rigidité des empreintes obtenues
aprés extraction de la molécule template afin de conserver sa capacité de reconnaissance molécu-

laire.
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Ainsi, la quantité d’agent réticulant a un effet directe sur la capacité de reconnaissance et la
Sélectivité du MIP [40] [76]. Un polymere trés réticulé donne un matériau trés rigide avec des em-
preintes envisagés correctement formées. En revanche, une réticulation élevée diminue la flexibilité
des chaines polymériques et peut empécher I’acces des molécules aux empreintes a travers les pores.

Donc, un bon compromis entre rigidité et flexibilité de la matrice polymérique est nécessaire
pour obtenir un matériau avec une bonne sélectivité et une bonne capacité de reconnaissance. A cet
effet, differents agents réticulant sont largement utilisés dans la préparation de MIPs [41, 42] (Figure
1.10).
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1,4-divinylebenzene N,N-methylenebisacrylamide
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N,O-bismethacryloyl ethanolamine A
\ 2 pentaerytritol triacrylate
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/\”/
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’
) A\

pentaerytritol tetraacrylate

Figure 1.10 : Agents réticulant utilisés pour la synthése des polyméres a empreintes

moléculaires.

1.2.3.4 Le solvant

Le solvant porogene joue un rdle important dans la solubilisation des différents constituants
du mélange de pré-polymérisation et il joue également un role important dans la formation des pores
relativement larges pour permettre a la molécule cible de pénétrer et d’€tre larguée du polymere. Il
doit avoir une faible polarité pour ne pas créer d’interférences pendant la formation du complexe de
pré-polymérisation.

Lorsque des liaisons hydrogéne ou des interactions ioniques sont mises en jeu, les meilleurs
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résultats sont obtenus avec des solvants a faible caractere donneur ou accepteur deliaisons hydro-
géne et peu polaires [43] (toluéne, chloroforme, dichlorométhane).Le tableau 1.4 montre Les caracté-
ristiques des solvants employés en synthése de MIP.
Tableau 1.4 : Les caractéristiques des principaux solvants utiliseés dans la synthése des MIPs.
Ou P réfere a un pauvre caractere accepteur et donneur de liaison H et F réféere a un fort

caractere accepteur et donneur de liaison H.

Solvant Constante dielectrique Formation de liaisons
hydrogéne

Toluéne 2,4 P
Dichlorométhane 8,9 P
Chloroforme 48 P
Acétonitrile 37,5 P
Méthanol 32,7 F
Eau 80,0 F

1.2.3.5 Amorceur de polymérisation

La polymérisation radicalaire libre est le type de polymérisation le plus fréquemment utilisée
dans la synthése des polyméres a empreintes moléculaires. C’est une approche trés accessible et qui
est la plus simple et la plus flexible a mettre en ceuvre d’un point de vue de la pureté des réactifs, des
conditions expérimentales et du choix des monomeres. L’initiation de la polymérisation se fait par

voie thermique ou photochimique.

Plusieurs types d’initiateurs sont utilisés comme amorceurs généralement des azo-amorceurs
(Figure 1.11) sont employés car ils sont capables d’amorcer un grand nombre de monomeres, soit

par voie thermique [44] soit par voie photochimique.

M !
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i

Asobisisobutyronitrile (AIBN)
Azobisdimethylvaloronitrile (ADVN)

| o

Ho N
N\N/ on
: \

N

4,4'-azo(4-cyanovaleric acid) (ACID)

Figure 1.11 : Amorceurs radicalaires utilisés pour la synthése de polymeres & empreintes moléculaires.
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1.2.4 Différentes approches des MIPs

Il existe trois approches distinctes qui se différencient par la nature des interactions entre la
molécule cible et le(s) monomere(s) fonctionnel(s) dans le mélange de pré -polymérisation. Ces ap-

proches sont soit covalentes, non-covalentes ou semi-covalente.
1.2.4.1 L approche covalente

L’approche covalente a été introduite par G. Wulff [45, 46] dans les années 70.Elle nécessite
la création de liaisons covalentes entre la molécule cible et le monomére fonctionnel. Apres poly-
mérisation, la molécule cible est extraite par clivage chimique ou par hydrolyse en laissant des cavi-
tés qui présentent des fonctionnalités capables de reconnaitre la molécule cible par rétablissement de
la liaison covalente. Dans ce mode d’impression, il n’est pas nécessaire d’utiliser un excés de mo-
nomeres car les fonctions actives sont réparties a 1’intérieur des cavités et non aléatoirement dans le
polymere. De plus I’influence de la température et de la polarité du solvant porogene est moindre.
Cependant ,cette approche présente des inconvénients qui la rendent inutilisable, puisqu’il existe un
nombre réduit de liaisons covalentes réversibles pouvant étre employés par cette approche tels que
les acides carboxyliques [45] , les alcools [47] ,les amines [48] .les aldéhydes en effet il n’est pas

toujours possible de modifier chimiquement toutes les molécules.

Enfin, comme les liaisons covalentes demandent un temps plus long pour s’établir, les ciné-

tiques d’extraction et de la recapture de la molécule cible sont lentes [49].
1.2.4.2 L’approche semi-covalente

L’approche semi-covalente a été développée par Sellegren [50] et Whitcombe [51]. Dans un
premier temps, des liaisons covalentes sont formées entre la molécule cible et les monomeéres fonc-
tionnels avant la polymérisation alors que la reconnaissance se fait par le biais de liaisons non cova-
lentes avec ces mémes monomeres fonctionnels L’incorporation de liaisons covalentes permet
d’obtenir des cavités spécifiques et homogénes et une distribution controlée [52]. Malgré de plu-

sieurs travaux [53-56] publiés dans la littérature, 1’approche semi-covalente reste faiblement utilisee.
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1.2.4.3 L’approche non covalente

L'approche non-covalente a été étudiée et développée par le groupe de Mosbach en
1981[24].

Cette méthode d’impression repose sur des interactions non covalentes entre la molécule
cible et les monomeéres fonctionnels, elle est proche des systemes de reconnaissance biologiques
naturels dont elle s’inspire. Cette approche se base sur des liaisons faibles de type électrostatique,
hydrogene, de Van der Waals ou ionique entre le monomere fonctionnel et la cible .Aprés polyméri-
sation et extraction de la molécule cible, le méme type d’interactions permettra la réinsertion de la

molécule cible au niveau des empreintes créées.

Cependant, I'approche non covalente a ses inconvénients, telle que I'utilisation d'une grande
quantité de monoméres fonctionnels pour la formation du complexe de pré-polymérisation et qui

induit des interactions non spécifiques avec la molécule cible [57, 58]

Bien que cette méthode présente quelques limites, elle reste la méthode de choix la plus em-
ployée dans le domaine des MIPs, du fait de sa simplicité de mise en ceuvre, et du grand nombre de
monomeres fonctionnels commerciaux et synthétiques disponibles. Aussi la facilité d’extraire la
molécule empreinte [59], permet d’augmenter le nombre de molécules cibles imprimés telles que

des stéroides [60] des peptides [61] des sucres [62] ou des nucléotides [63]
1.2.5 Méthodes de préparation et formes physiques des MIP
1.2.5.1 MIPs préparés sous forme de particules sphérique

Les polyméres & empreintes moléculaires obtenus par polymérisation radicalaire libre sont
généralement préparés sous forme de monolithes par la méthode de « polymérisation en masse »
(avec une faible quantité de solvant). Cette technique se caractérise par sa rapidité et sa simplicité de

mise en euvre.

Cependant, elle a aussi quelques limites comme la nécessité de passer par des étapes de tami-
sage et de broyage, conduisant a des particules irrégulieres qui les rendent souvent inutilisables pour
certaines applications [64]. Pour pallier a ses problémes, des particules sphériques de MIPs peuvent

étre obtenues par polymérisation hétérogéne (suspension ou émulsion), homogéne (dispersion ou
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précipitation) ou dans un format cceur-écorce (core-shell). Ces méthodes ont été résumées par Chen
et al dans la Figure 1.12 [65].
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L /'E T e0go® o0
S 2 000, i

sphériques

B2 -template + analyte:
+analytes

°;°'template %

c
‘,.é }
Swelling -Ps z
D1
P
Pan o
.‘:} A& - template A 4 + analytes A v
CERS S Y > /) —_— »
G‘V‘ﬁA ol <

A

A :templates dans les cavités, /\: cavités libres, A: analytes retenus dans les cavités

Figure 1.12 : Schéma de principe des différentes voies de synthése d'un MIP. A : polymérisation en masse,
B1 : polymérisation en suspension ou en émulsion, C : polymérisation par impression de surface, D1 : poly-
mérisation par « two-step swelling » donnant lieu a des particules creuses. B2, C et D2 montrent
[’élimination du template et la rétention des analytes dans les cavités spécifiques.

Selon I’application visée, des mises en forme telles que des films, peuvent étre envisagées.

1.2.5.2 MIPs préparés sous forme de films

De nombreuses méthodes peuvent étre utilisée afin d’obtenir un film mince .Ces films peu-
vent étre intégrés directement a la surface d’un substrat (wafers en silicium, lames de verre, fibres

optiques, électrodes, etc.) soit ils contiennent un MIP (sous forme de particules).
1.2.5.2.1 Silanisation des surfaces

La silanisation de surface [66, 67], est une méthode fréquemment utilisée pour associer un
polymere organique a une surface inorganique. Cette technique consiste a la formation de liaisons
covalentes O-Si-O entre les groupements alcoxyles (OR) du silane et les groupements hydroxyles
(OH) présents a la surface du substrat solides comme le verre, les wafers de silicium oxydés en sur-

face ou le quartz pour avoir une couche stable de polysiloxane. Un inconvénient majeur de ce
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systeme est l'existence de réactions parasites d'agrégation et de polymerisation verticales, qui

peuvent conduire a un recouvrement non plan de la surface.
1.2.5.2.2 Inclusion dans une matrice PVC

L’obtention de films a partir de particules est préparé sous forme d’un monolithe. Apres les
étapes de broyage et de tamisage, les particules de MIP sont incluses dans une matrice de polychlo-
rure de vinyle pour fabriquer un film. Ce mode de synthése a été largement utilisé pour 1’¢élaboration

de colonnes de chromatographie [68].
1.2.5.2.3 Méthode sandwich

Dans le but d’obtenir des films minces par la méthode sandwich qui consiste a déposer
quelques gouttes de la solution de pré-polymeérisation contenant la cible, le monomeére fonctionnel et
’agent réticulant entre deux surfaces plates, la polymérisation étant amorcée soit thermiquement soit
par une irradiation UV. La seconde lame permet d’étaler la solution et 1’épaisseur du film est
typiquement calibrée en fonction de la force d’appui [69]. Elle assure également 1’absence localisée
d’oxygene pendant la photopolymérisation.

Les limites majeurs de Cette voie sont une faible reproductibilité et une gamme d’épaisseurs
a priori plutét élevée avec des valeurs supéricures a lum a comparées avec la littérature. En
revanche elle reste I’une des premic¢res méthodes utilisées pour la production de films minces de
MIPs pour biorécepteur et capteur pour sa simplicité de mise en ceuvre [70, 71].

1.2.5.2.4 Dép6t par enduction par force centrifuge (spin-coating)

Le spin-coating [72, 73], une des techniques le plus employée pour la réalisation de films
minces de polymeére avec des épaisseurs homogeénes, sur un substrat donné. Quelques gouttes de la
solution de pré-polymeérisation sont d'abord déposées sur une plaque, qui est ensuite mise en rota-
tion. La solution se dépose radialement et I’excédent est ¢jecté hors du substrat. Le film est obtenu
aprés évaporation du solvant. Le temps la vitesse de rotation, le volume de solution et la viscosité
sont des parametres importants influant sur 1’épaisseur et la qualité du dépot. La principale limite de
cette technique étant la faible adhérence du film a la surface, il est nécessaire d’utiliser des promo-

teurs d’adhérence pour fonctionnaliser la surface.
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1.2.5.2.5 Electropolymeérisation

Ce type de polymérisation [74, 75] permet d’obtenir des films minces homogénes de poly-
meéres sur un substrat qui constitue 1’électrode de travail, a partir d’une solution électrolyte contenant
le monomere électro-actifs, essentiellement de type phénol. Ce mode de polymeérisation est trés em-
ployée pour 1’élaboration de capteurs potentiométriques et capacitifs qui nécessitent des films tres
minces. L’épaisseur du film formé est influencée par la quantité de charges transférées durant
I’¢électropolymérisation [76]. Les contraintes majeures liées a cette technique sont le fait qu’elle re-
quiert 1’utilisation d’un substrat conducteur et qu’elle est compatible avec une faible variété de
groupements fonctionnels. En outre, la rapidité de la cinétique de 1’électropolymérisation rend diffi-

cile le controle de 1’épaisseur de la couche mince.
1.2.6 Applications des polymeres a empreintes moléculaires

Les propriétés de reconnaissances spécifiques des polymeres a empreintes moléculaires font
qu’ils sont présents dans plusieurs domaines d’applications tels que la purification, la catalyse et
criblage de molécules pharmaceutiques [77] et tout particulierement la séparation [78] et les cap-
teurs [79] (Figure 1.13).
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Figure 1.13 : @) Répartition des publications de MIP dans différents domaines d’applications pour l'année

2018. b) Les principales applications des polymeres a empreintes moléculaires
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1.2.6.1 La Séparation

La grande sélectivité des MIPs et leur simplicité de fabrication et leur faible colt de syn-
these font qu’ils sont des supports de plus en plus utilisé en chromatographie [80] et en extraction
sur phase solide (SPE) [81], des phases stationnaires imprimées peuvent étre produites .Ces der-
niéres permettent 1’extraction de molécules actives et la purification de diverses matrices alimentaire

[82], environnemental [83] et médical [84].

Parmi les trés nombreux travaux déja publiés dans la littérature sur I’extraction de 2,4D par
MIPSPE, les travaux de Eliseo Herrero-Hernandez et al [85] En 2011 ont realisé des polymeres
imprimés avec bisphénol en tant que sorbant sélectifs pour 1’extraction en phase solide de de plu-
sieurs composés phénoliques (bisphénol-A, bisphénol-F, 4-nitrophénol, 3-méthyl-4-nitrophénol) et
d'herbicides phénoxyacides tels que le 2,4-D, le 2,4,5-T et le 2,4,5-TP en milieu organique et aqueux
.Le MIP a été synthétisé par copolymérisation entre le monomere fonctionnel 4-vinylpyridine et
I’agent réticulant éthyléne glycol diméthacrylate, en présence de bisphénol-A (BPA) dans le toluéne
qui a permet d’obtenir des taux de recouvrement de la cible supérieures a 70% dans le milieu orga-

nique

En 2014 Fariborz Omidi et al [86] ont mis au point une nouvelle phase solide a base de MIP
pour I’extraction de 1'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique dans I'urine humaine et différents échantil-
lons d'eau. Le MIP sous forme nanoparticule a été synthétisé en utilisant I'acide méthacrylique
comme monomere fonctionnel, diméthacrylate d'éthyléne glycol come réticulant, 2,2'-
azobisisobutyronitrile comme initiateur, 2,4-D la molécule empreinte et I'acétonitrile come solvant
porogéne. La capacité d’absorption maximale du MIP est de 89,2 mg g™. L'écart-type relatif et la
limite de détection de ces supports étaient de 4,2 % et del, 25 ug L™ dans différents milieux aqueux,

et pour les échantillons d'urine étaient de 4,7 % et 1, 80 pg Lt respectivement.

En 2022 Susana Meseguer-Lloret et al [87] ont décrit une méthode de synthése rapide et
économique pour la préparation d’un MIP magnétique pour l'extraction simultanée et sélective
d'herbicides a base d'acide phénoxy a partir d'échantillons d'eau environnementale en présence de
I'acide 4-chloro-2-méthylphénoxyacétique comme empreinte et la 4-vinylpiridine comme monomere
en présence de nanoparticules magnétique vinylisées, methacrylate d'éthylene glycol (EGDMA)
comme agent de réticulation et de I'acétonitrile comme solvant porogene. Le MIP synthétisé a eté

utilisé comme absorbant dans I'extraction en phase solide a empreinte moléculaire magnétique

30




Chapitre | : Recherche bibliographique

(MMISPE) pour l'extraction sélective d'un mélange de cinq herbicides

I'acide 4-chloro-2-

méthylphénoxyacétiqgue (MCPA), l'acide 4-(4-chloro-2-méthylphénoxy)-butyrique (MCPB), le

mécoprop (MCPB), l'acide méthylphénoxy) butyrique (MCPB), mécoprop (MCPP), fénoxaprop
(FEN) et haloxyfop (HAL). La précision de I'ensemble de la méthode MMISPE couplée a une

analyse HPLC-DAD a donné des valeurs RSD inférieures a 7,3 % avec des taux de de recouvrement

de la cible allant de 77 a 98 %.Le tableau 1.5 donne une comparaison de la méthode proposée dans

ce travail (MMISPE) avec d'autres méthodes d'extraction récentes pour I'analyse des herbicides

phénoxyacides dans les échantillons d’eau

Tableau 1.5 : Comparaison de la méthode (MMISPE) avec d'autres méthodes d'extraction récentes

pour lI'analyse des herbicides phénoxyacides dans les échantillons d'eau

Analytes Echantillons Procédure Méthode Recouvrement Précision LODs absorbant Réf
d'eau d'extraction analytique (%) (% RSD) (ng/L) réutilisable
2,4-D ; 2,4,5- | River SPE avec BPA- | HPLC-MS- 80-90 - 15-34 20 fois [88]
T Tap MIP ESI
4-CPA ; 24- PT-SPE  avec 83.3-106.8 <6.7 0.1-0.3 - [89]
D ; 2,4-DP ; | River MOF HPLC-UV
DIC coton@UiO-66
MCPA, DSPE avec
MCPP Riviere et | MIL-101 UPLC-MS/ 95.3-105.5 1.4-3.83 0.00018- - [90]
Autres 10 | déchets SPE avec PMO- | MS 0.00088
herbicides STPA CE-DAD
MCPP et PMO-TEPA
Autres 5 78.3-107.5 1.9-8.7 0.7-1.5 - [14]
herbicides Embouteillé SPE avec MIP HPLC-UV
et broyé
MCPP DART-MS
DSPE avec V-g- 65.1-70.5 - 30 - [91]
4-CPA ; 2,4- | Robinet, étang, | C3N4
D;2,4-DB lac et douves HPLC-DAD | 79.9-119.1 0.23-9.82 0.0005- - [92]
0.002
4-CPA ; 2,4- MSPE avec
D;DIC Fe304@ZnAl- HPLC-UV 2.8-8.3
LDH 79.2-88.6 0.1-0.2 - [93]
2,4-DCBA ; | Réservoir, lac,
2,4-DCPA ; | potable et | D-LLLME HPLC-DAD | 85-107 <8,2 1 fois [12]
2-(2,4- robinet 0,1-0,4
DCPPA) ; | Etang et drain
3,5-DCBA ;
2,4,5- Minéral, SPE avec MMIP 77-98 2,3-7,3 0,33-0,71 >65 fois [87]
TP robinet,
MCPA fontaine, puits
MCPP et
MCPB ; FEN | marais
HAL
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1.2.6. Les capteurs
La haute sélectivité des MIPs, leur robustesse et la possibilité de les synthétiser a des colts

relativement bas conduisent a leur utilisation pour développer des capteurs.

Les MIPs sont utilisés, en tant que phase de reconnaissance au sein de ces systéemes. Un
transducteur permet de traduire le signal chimique ou physique résultant de I’adsorption de 1’analyte
sur le MIP en un signal facilement quantifiable (fluorescence, résonance plasmonique de surface,

microcalorimétrie, microgravimétrie ou activité électrochimique) (Figure 1.14).

I | uminescence Sz, .
. UV-Vis = s
IR " . aikn

I Raman 14.6%

== SPR 1902 am: U
I ECL
C/wF

Fluoreseence
Vo
I+
s
=
Q n‘lm.,
> [y
DuademafnLN )

a) b)

Figure 1.14 : a) Différents transducteurs utilisés pour les capteurs optiques publiés en 2018.b) Capteurs
optiques a base de MIPs pour la détection des pesticides.

Dans ce contexte plusieurs capteurs ont été synthétisés et testés pour la détection de 2,4D.

En 2005 K. Vengatajalabathy Gobi et al [94] ont examinés un capteur optique a résonance plasmo-
nique de surface. Ce capteur permet la détection directe et sans marquage de l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique (2,4-D) a des concentrations de 2,4-D dans un tampon aussi faibles que 0,5

ng/ml (ppb) avec un temps de réponse de 20 minutes.

En 2016 Xiaoyan Wang et all [95] ont élaboré en 2016 un autre capteur de fluorescence a
impression moléculaire obtenu par une polymérisation sol-gel pour la détection de l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique (2,4D). lls ont montré que les MIPs obtenus dans ce travail, présentent une
sélectivité et une sensibilité élevée de reconnaissance pour le 2,4D. Les capteurs obtenus ont pu re-

tenir le 2,4D dans des échantillons d’eau.
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En 2017 Mengfan Jiaa, et al [96] ont décrit le développement d’un nouveau capteur de fluo-
rescence pour la détection sélective de I'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) dans des échan-
tillons de germes de haricots, le capteur a montré une linéarité satisfaisante entre 0,66 et 80 M, avec

une faible limite de détection de 2,1 nM en 20 minutes.

En 2021 P. U. Ashvin Iresh Fernando et al [97] ont décrit une stratégie de synthése d’un cap-
teur a base de MIP par électropolymérisation anodique du monomeére sélectionné I'o-
phénylénediamine, par simulations moléculaires et résonance magnétique nucléaire a base de pro-
tons (RMN-'H) pour la détection sélective de 2,4-D.

L’objectif du travail présenté dans cette thése était de réaliser 1’¢élaboration et la
caractérisation des polymeéres & empreintes moléculaires sous forme de films minces en présence de
plusieurs monomeres fonctionnels et I'évaluation de ces matériaux a reconnaitre I'herbicide 2,4-D et
son analogue APP mais en utilisant un taux de réticulation faible. Afin de préparer ces matériaux,
nous avons utilisé plusieurs monomeéres acryliques a savoir nBuA,IBOA,HEA, et HDDA comme
agent réticulant, le Darocur comme initiateur et en présence d’APP et 2,4-D comme molécules a
imprimer et POAc comme molécule de sélectivité. Le mélange réactionnel a été dilué dans un
solvant porogene le CHCI3 et ’ACN, Les interactions non covalentes de type liaison hydrogene
entre la cible et les monomeres fonctionnels ont été confirmés par La modélisation, la spectroscopie
FTIR-ATR et l'analyse RMN -'H.

Les matériaux imprimés(MIP) et non imprimé (NIP) ont été caractérisé par la spectroscopie
FTIR-ATR le Microscope a Force Atomique (AFM). Les caractérisations thermiques ont été faites
par ATG. L’extraction ainsi que la réinsertion de la cible en mode batch dans le réseau polymere ont
été suivies par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la spectroscopie UV visible. Ces MIPs
présentent de bonnes propriétés d’adsorption vis-a-vis du 2,4-D et son analogue APP avec des fac-
teurs d’empreinte supérieurs a 1.

Conclusions

D’apres cette étude bibliographique, la technologie d’impression moléculaire est considérée
comme une technique polyvalente et prometteuse pour créer des sites artificiels de reconnaissance
moléculaire ayant une affinité prédéfinie pour une molécule cible donnée.

Leur capacité a reconnaitre les molécules avec une selectivité maximale est fonction de choix

des composants de polymeérisation (monomeéres fonctionnels, agents réticulant, molécule

cible et solvants) et de la méthode de polymérisation (par masse, suspension, précipitation et émul-
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sion) permettent a ces matériaux d’avoir diverses propriétés et d’étre employées dans des applica-
tions variées tels que 1’extraction sur phase solide, la chromatographie et les capteurs.

L'objectif de cette étude est d’élaborer des films minces NIP et MIP en variant la concentra-
tion de I’agent réticulant et d’évaluer la capacité de reconnaissance de ces matériaux, pour cela plu-
sieurs méthodes d’analyse ont été mises en place pour caractériser ces films, des méthodes prédic-
tives tel que FTIR-ATR et RMN-'H pour étudier les interactions entre le monomére fonctionnel et
la cible ,UV-visible pour suivre I’extraction de la cible, ATG et DSC pour déterminer la stabilité
thermique et les températures de degradation, AFM pour analyser la rugosité des surfaces des films,

et GC, UV-visible pour établir la courbe d’étalonnage et la réinsertion de la cible.

Le chapitre suivant sera consacrée aux choix des réactifs et la mise en évidence de
I’interaction non covalentes de type liaison hydrogéne entre la molécule cible 2-phenoxy-propionic
acide (APP) analogue au herbicide (2,4-D) et des groupes fonctionnels n-butylacrylate (BuA) dé-

terminés par la modélisation moléculaire, FTIR-ATR et *H- NMR.
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Chapitre 11 : Présentation des réactifs et étude des interactions

Introduction

La préparation des polymeéres & empreintes moléculaires est un processus chimique qui
nécessite d’€tre optimisé et qui exige un bon choix des réactifs (la molécule cible, monomeéres
fonctionnels, agent réticulant, solvant porogéne, initiateur) et du mode de synthese qui repose
principalement sur la nature des interactions mises en jeu entre la molécule cible et le monomére

fonctionnel pour former un complexe stable avant la polymérisation.

Dans ce chapitre nous allons donc présenter les différents réactifs nécessaires pour la

préparation des films MIPs et NIPs en présence et absence de la cible respectivement.

Par la suite, nous mettons en évidence I’interaction non covalente de type liaison hydrogene
entre les monomeres fonctionnels BuA et IBOA et la molécule cible 2,4D et son analogue APP en
utilisant la modélisation, FTIR-ATR et RMN-'H pour caractériser les mélanges de pré-

polymérisation.
1.1 Présentation des réactifs

Dans ce travail nous avons choisi le n-Butylacrylate (nBuA) (99 %), isobornyl acrylate
(IBOA) et hydroxyéthyl acrylate (HEA) comme monomeére fonctionnel et le 1,6- Hexanediol
diacrylate (HDDA) (80 %) comme agent réticulant. Ils sont tous fournis par Sigma Aldrich. Le 2-
Hydroxy-2-methylpropiophenone (darocur 1173) (97 %) comme photo amorceur et l'acide 2,4-
dichlorophénoxyaceétique (2,4-D) et son analogue acide 2-phénoxypropionic (APP) (98 %) comme

molécules cibles fourni par Ciba.

Le (tableau 11.1) regroupe tous les produits utilisés en précisant leurs roles, leurs structures

chimiques ainsi que leurs masses molaires.
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Tableau 11.1 : Les produits utilisés.

Masse
Produits réle Formule (g/mole)
Monomere fonctionnel 9
n-Butylacrylat (BuA) 128,17
\ O/\/\
Isobornyl acrylate (IBOA) Monomere fonctionnel O\H/\
I 208,3
(0]
Hydroxyéthyl acrylate Monomere fonctionnel 116.12
(HEA) ~ >
1,6-Hexanediol diacrylate i
(HDDA) Agent réticulant /\H/"\/\/\/\O 7 226,27
2-Hydrc_)xy-2- ]
methylpropiophenone Photoamorceur T»‘-\OH 164,20
(Darocur) 0
[¢]
Acide 2-phénoxypropionic Molécule cible analogue o
(APP) au (2,4-D) ©/ on 166,17
[¢]
l'acide 2,4- o\)J\
dichlorophénoxyacétique Molécule cible o 221,037
(2,4-D) Cl Cl

11.2 Etude des interactions

La qualité des sites formées, ainsi que la spécificité résultante du MIP, dépendent
notamment de la stabilité du complexe formé entre la molécule cible et le monomere fonctionnel
dans le mélange de pré-polymérisation via des interactions faibles. Dans notre cas les interactions

sont de type liaison hydrogéne
11.2.1 Méthodes de caractérisations de complexes

Dans cette étude plusieurs méthodes ont été utilisées pour évaluer la formation de la liaison
hydrogene entre la molécule cible et le monomere fonctionnel dans le complexe de pré-

polymérisation telles que la modélisation moléculaire, I'analyse infrarouge et l'analyse RMN-'H.
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11.2.1.1 La modélisation moléculaire

La modélisation moléculaire a pour but de prévoir a partir des calculs, la détermination de la
structure et de I'énergie des molécules ou des systemes de molécules, suivie de I'application d'une

méthode théorique. Ces méthodes sont basées sur le calcul des orbitales moléculaires (OM) par La
théorie de la fonctionnelle de densité (DFT : Density Functional Theory) qui a été developpée en
deux temps, en 1964 [1] et en 1965[2], par Hohenberg, Kohn et Sham (Hohenberg et Kohn, 1964 ;
Kohn et Sham, 1965) qui ont montré que toutes les propriétés, et en particulier I’énergie de 1’état
fondamental non dégénéré d’un systéme d’électrons, sont enticrement déterminées par la densité

électronique de ce systéeme
-Analyse des orbitales naturelles de liaisons (NBO)

L'analyse NBO (Natural Bond Orbital) constitue une méthode efficace dans 1’étude de la
liaison chimique et des interactions entre liaisons intra et intermoléculaires. Elle a été introduite
dans les années 80 par Weinhold et son équipe, elle est basé sur la construction d’orbitales hybrides
atomiques dont la combinaison linéaire forme les orbitales naturelles localisées de liaison ou de

paires libres.

Dans l'impression moléculaire, la modélisation moléculaire est largement utilisée pour
prédire la formation du complexe de pré-polymérisation (cible-monomere) entre les monomeres et

la molécule cible.

Tous les calculs ont été effectués en utilisant le logiciel Gaussian 09 [3]. Les géométries les
plus stables de toutes les espéces (monomere, cible, complexe) ont été obtenues a l'aide de la
théorie de la fonction de la densité DFT-B3LYP/6-31G (d,p) [4].

L'énergie de liaison pour l'analyse de l'interaction de liaison hydrogéne est obtenue par

I'équation suivante :
AE = E (complex)- [E (cible) + E (monomer)] .1

E (complexe) est I'énergie totale du cible-monomere ; E (cible) et E (monomeére) sont les

énergies totales de la cible et du monomere respectivement.
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L'énergie d'interaction de stabilisation E{2) a été réalisée & l'aide du programme Natural

i—>j*
Bond orbital (NBO 3.1) mis en ceuvre dans le logiciel Gaussian 09 selon la méthode
DFT/B3LYP/6-31G (d, p) [5].

L'énergie d'interaction de perturbation du second ordre E{?), représente I'estimation de

i—]
I'interaction non covalente de liaison-anti-liaison.
N N 2
£(2) _ " (ci I Floj)

i—>*

1.2

Sj* _gi

OU, n; sont les orbitales occupées du donneur, ; et ¢, sont les énergies d’orbitales liant et anti-

liant et F est I'élément de matrice de Fock NBO hors diagonale. o; et o sont les orbitaux de

liaison naturelle respectivement du donneur et de I'accepteur.

La modélisation moléculaire sert a une estimation qui doit étre confirmée

expérimentalement.
11.2.1.2 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR-ATR)

La spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) est une technique d’analyse
qui permet la détermination des groupements fonctionnels présents dans les réactifs, Elle permet
aussi la caractérisation des polymeres [6] 1’étude des interactions et le suivi de la cinétique de

polymérisation.

L'analyse s'effectue a I'aide d'un spectromeétre qui envoie sur I'échantillon un rayonnement
infrarouge et mesure 1’absorption en fonction de la longueur d’onde (sous la forme de nombre
d’onde), pour cette étude, nous avons utilisé un appareil FTIR Agilent Technologies Cary 640 dans
la gamme d’onde allant de 500-4000cm-* avec une résolution de 2cm- ! et une accumulation de 32

balayages.
11.2.1.3 Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN-'H)

La spectroscopie RMN du proton est une technique d'analyse qui se limite a I'étude des
noyaux d'atomes d’hydrogéne, elle est couramment utilisée dans les MIPs synthétisés par

I’approche non covalente pour étudier 1'interaction monomeére-cible et elle consiste a mesurer les
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variations de déplacements chimiques lors du contact du template avec différentes quantités de

monomere.

La spectroscopie RMN est basée sur le phénoméne de résonance magnétique nucléaire
(RMN), qui se produit lorsque des noyaux atomiques de spin non nuls sont placés dans un champ
magnétique externe uniforme et qu'ils sont excités par un rayonnement radiofréquence accordé sur

les différences d'énergie entre les différents états possibles du spin nucléaire.

Les spectres RMN du proton ont été réalisés sur le spectrométre Bruker Avance 111 400 US+
(300Hz) avec 16 scans, a 300K, dans le chloroforme déterré (CDCI3) et I’acétonitrile déterré

marqué au tétraméthylsilane (TMS). Les spectres ont été analysés avec le logiciel Masternova.

11.3.1 Etude des interactions entre BUA et APP par analyse des orbitales naturelles de liaisons
(NBO)

La modélisation moléculaire par la théorie de la fonction de la densité DFT-B3LYP/6-31G
(d,p) a été utilisée dans cette étude pour évaluer la formation de la liaison hydrogene dans le

complexe entre la molécule cible APP et le monomeére fonctionnel BuA.

La figure 11.1 montre deux possibilités d'interaction. Le complexe la présente l'interaction
entre le carbonyle C=0 du monomére BuA et le proton acide de APP tandis que le complexe 2a
correspond au l'interaction de groupement C-O du monomere BUA et au proton acide de APP.

Selon le tableau 1.2, apres avoir été combinée avec le monomeére fonctionnel, la longueur de
la liaison du groupe hydroxyle (OH) du modéle augmente de 0,975 a 0,995 A dans le complexe 1a
et 20,987 A dans le complexe 2a. D'autre part, le complexe 1a a une longueur de liaison hydrogéne
rO...H (1,758 A) plus courte que celle du complexe 2a (1,873 A). Par conséquent, I'interaction de
liaison hydrogéne formée dans le complexe 1a entre le proton acide et I'atome d'oxygéne du groupe
carbonyle du monomeére fonctionnel est plus forte que celle formée dans le complexe 2a avec

I'atome d'oxygéne du groupe ester.

Les énergies de liaison des complexes 1a et 2a sont présentées dans le tableau 11.2
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Tableau I1. 2 : Données de modélisation data pour les complexes cible-monomere 1a et 2a :

Energie de liaison AE (kcal/mol) et longueur de liaison r (A).

r ot (A) | ro..n(R) | Energie de liaison AE | Energie de stabilisation AE®
(kcal/mol) (kcal/mol)
Cible 0.975
LP(ZS) O(C: 0)— 6*on: 9.16
Complex 1a 0.995 1.758 -14.18 LP(2p) O(c=0)— G*on: 16.16
LP(ZS) O(c- o) — c*on: 10.74
Complex 2a 0.987 1.873 -9.22 LP(2p) O (c.0) = G*on: 2.98

Puisque la plus faible énergie de liaison conduit a un complexe plus stable, la liaison
hydrogéne dans le complexe 1a (-14,18 kcal/mol) joue un rdle plus important que dans le complexe
2a (-9,22 kcal/mol). Pour simplifier la notation, des numéros sont attribués a l'interaction de liaison

hydrogene, comme représenté sur la figure 11.1.

Selon le NBO, l'interaction 1 implique les paires d'électrons solitaires de valence (LP (2s),
LP (2p)) de I'atome d'oxygéne du groupe C=0 du monomére et l'orbitale anti-liant de la liaison O-H
(6*OH) du APP. L'interaction 2 implique les paires d'électrons solitaires (LP (2s), LP (2p)) de
I'atome d'oxygene du groupe ester du monomere et I'orbitale anti-liante de la liaison O-H (c*OH)
du APP. Les énergies de stabilisation E(2) de ces deux interactions sont données dans le tableau
11.2.

Comme on peut le voir, I'énergie de stabilisation E(2) de l'interaction LP (2p) O(C=0)
o*0OH (16,16 kcal/mol) est supérieure a celle de l'interaction LP (2p) O(C-O)*OH 2 (2,98
kcal/mol). Les interactions d’orbitales impliquant la premiére paire solitaire LP (2s) de I'atome
d'oxygeéne sont similaires dans les deux complexes (10 kcal/mol). D'apres ce résultat, I'interaction 1

(complexe 1a) est forme un complexe stable.
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Interaction |

Complexe 1a

y
¥

-
-
-

Interaction 2

) J
Complexe 2a

Figure 11.1 : Géométries optimisees DFT-B3LYP/6-31G (d,p) des complexes 1a et 2a. (Atomes d'oxygene en
rouge, atomes de carbone en gris, atomes d'hydrogene en blanc)
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11.3.2 Etude des interactions entre BUA et 2,4D par analyse des liaisons naturelles
Tableau I1. 3 : Données de modélisation data pour les complexes cible-monomeére 1b et 2b :

Energie de liaison AE (kcal/mol) et longueur de liaison r (A).

Fron(A | ro.un(A) Binding energy Stabilisation energy

AE (kcal./mol) AE® (kcal./mol)
Cible 0.976 - -

LP(ZS) O(C: o) — c*o.h: 10.17
Complex 1b 0.997 1.738 -15.28 LP(2p) O (c=0)—> 6* 0.1 17.44

LP(ZS) O(C- 0 — o*o.n. 11.17
Complex 2b 0.988 1.849 -09.92 LP(2p) O c.0) = 6* 0.n: 04.02

Selon le tableau 11.3, les mémes résultats sont obtenus avec les complexes 1b et 2b
représentés dans la Figure 11.2. Les longueurs de liaison hydrogéne dans les complexes 1b (1.738
A) et 2b (1.849 A) sont plus courtes que les longueurs de liaison hydrogéne dans les complexes la
et 2a en raison de la présence de I'atome de chlore. Le tableau 11.3 montre que les énergies de
liaison des complexes 1b et 2b sont plus stables et que I'énergie de stabilisation E(2) est supérieure a
celles obtenues dans les complexes 1a et 2a. Finalement, le doublet des électrons de I'atome de

chlore augmente la réactivité du monomere et stabilise l'interaction avec le modéle.
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Interaction 1

Complexe 1b

Complexe 2b

Figure 11.2 : Géométries optimisées DFT-B3LYP/6-31G (d,p) des complexes 1b et 2b. (atomes d'oxygéne en

rouge, atomes de carbone en gris, atomes d'hydrogene en blanc atomes de chlore en vert).
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11.3.3 Etude des interactions entre BuA et APP par spectroscopie infrarouge

L’étude des interactions ont également été réalisées par spectroscopies FTIR-ATR mais en
utilisant dans ce cas un volume minimum de chloroforme pour mieux dissoudre le mélange, le
monomere et APP. Le choix de ce solvant et de son volume ajouté ont été choisis afin d'éviter de

détruire les interactions établies précédemment, dans le complexe. De plus, Le chloroforme a une

faible constante diélectrique (4,8) qui favorise la formation de complexes donneur-accepteur

par liaison hydrogene [7-10].

Daprés les études d'interaction par NBO, le mélange BUA/APP (M/T) dans le rapport 1/1
était suffisant, bien que certains éléments suggerent que des interactions supplémentaires peuvent
également se produire dans un rapport M/T élevé. Sur la base de ces résultats, la spectroscopie
FTIR- ATR a été utilisée pour étudier I'interaction du BuA/APP dans un rapport 4/1, qui est le plus
couramment utilisé pour 1’étude des interactions non covalentes .Le rapport a permis d'améliorer la
sélectivité du MIP [11, 12]. Le déplacement de la bande des groupes donneurs et accepteurs
d'’hydrogene est utilisé pour identifier la formation des liaisons hydrogéne dans la caractérisation
FTIR [13-15]. Pour cela les interactions entre BuA et APP ont été étudiées par FTIR en suivant

principalement la bande d’absorption -C=0 présente dans le monomeére BuA.

La figure I11.3 montre les spectres FTIR-ATR du monomére BuA, (de la cible APP et du
mélange BUA/APP 4/1) dans le chloroforme.

BuA
—— APP
BUA/APP 4/1 1718.26

1193.72

1760 1720 1680

2962 \\1587.12 l
3019.97

A |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Absorbance (a.u)

Nombre d'onde v (cm™)

Figure 11.3 : Spectres IR de BuA, APP et du mélange BuA/APP 4/1 dans le chloroforme dans la
region 500 - 4000 cm™. L'insert montre la bande d'absorption de C=0 dans la région 1680 -1780cm™.
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Le spectre FTIR-ATR du BuA montre principalement la bande de groupement carbonyle C=0 a
1718, 26 cm™, la bande caractéristique de groupe C-O & 1193, 72 cm™ et un autre bande & 2960 cm™

L qui correspond & la liaison C-H.

Sur le spectre APP, la bande C=0 apparait & 1716, 33 cm™, une autre bande d'absorption du
cycle aromatique C=C est observée a 1587, 12 cm™ et une bande large caractéristique de la

fonction qui apparait autour de 3019, 97 cm™.

Dans le cas du mélange BUA/APP, l'intensité de la bande de C=0O du BuA diminue et se
déplace vers 1716, 33 cm™. Cette légére diminution du nombre d'onde et de l'intensité est trés
probablement due a la formation d’une liaison hydrogene intermoléculaire entre la fonction

carboxyliques du APP et le groupement carbonyle du BUA [16].

11.3.4 Etude des interactions entre le monomere et la cible par Résonance Magnétique
Nucléaire du proton RMN -'H

L’analyse RMN a été utilisée dans cette étude afin de caractériser les interactions existantes
entre la molécule cible et le monomere fonctionnel dans le mélange de pré-polymérisation. En
raison de changements locaux dans I'environnement électronique, l'interaction est évaluée par un

déplacement chimique dans les spectres RMN-"H.

Les études des interactions par RMN-'H ont été réalisées avec deux rapports molaires de

monomere et la cible (template) M/T pour les rapports 1/1 et 4/1 dans le solvant de polymérisation.

Les mélanges ont été agités vigoureusement pendant 48 heures a température ambiante, puis

analysés par RMN-H.

Les spectres RMN-'H des mélanges ont été comparés au spectre RMN-'H des produits

seuls.
11.3.4.1 Etude des interactions entre BUA et APP pour les rapports molaires 1/1 et 4/1

Les analyses RMN ont été effectuées dans le chloroforme déterré CDCL; afin de se placer

dans les mémes conditions que lors de la polymérisation.

Nous avons mis 50 mg de la cible APP ,50 mg de BUA et 50 mg de mélange BuA/ APP 1/1
et 4/1dans des tubes de RMN, aprés nous avons ajouté 0,6 ml de chloroforme déterré CDCL3 dans
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chaque tube. Les spectres obtenus sont présentés dans la figure I11.4 et les déplacements chimiques
de tous les protons sont rassemblés dans le tableau 11.4.

BuA
o] d ‘
.i\ f ﬂ /c\j /t? f e *
950 T e g\‘ } C\ :
i I
o 6
s P l y
A
2
9.1 92 93 9.4 95 i \‘l‘ l ' | I
BUA/APP 4/1 @ ;*e VAR /a
“oH | \
3 4 5
2
86 88 90 02 94 \ 1 \l\‘{ .l l¢ Hr
E BUA/APP 1/1 ‘. J VNP
NN ;

16 14 12 10 8 6 4 2 0
Déplacement chimique (ppm)

Figure 11.4 : Spectres RMN -'H de BuA, APP et de BUA/APP 4/1 et 1/1
dans CDCI3

Tableau 1.4 : Déplacement chimique du proton (ppm) de BuA, APP et des mélanges de BUA/APP
1/1 et 4/1 dans CDCI3.

Déplacement chimique (ppm)
APP BuA BuA/APP BuA/APP

1/1 4n
Hl(s) | 931 10,30 9,06
H2(s) | 7,49 7,36 7,33
H3 (1) 7,06 7,04 7,00
H4a(d) | 698 6,97 6,94
H5(m) | 485 4,86 4,83
H6(d) | 1,73
Ha (t) 0,94 1,02 1
Hb (m) 1,42 1,45 1,42
Hc (m) 1,68 1,70 1,67
Hd (t) 4,16 4,22 4,16
He (d) 5,79 5,89 5,85
Hf (m) 6,13 6,19
Hg (d) 6,36 6,40
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Le signal & 9,31 ppm est attribué au proton déblindé du groupement acide carboxylique
(figure 11.4 et tableau 11.4). Nous constatons qu’aprés l'ajout de monomére BUA dans le mélange
pour des rapports molaires BUA/APP 1/1 et 4/1 que le signal de ce proton est déplacé a 10,30 ppm
et 9,06 ppm respectivement. Ceci est tres probablement dii a la formation d’une liaison hydrogéne
entre le groupe ester de monomere BUA et le groupe acide carboxylique de APP mais La formation
de liaisons hydrogéne dans le ca du rapport molaire Bua/ APP 1/1 a conduit & un effet de
déblindage de ce dernier ceci peut étre expliqué par I’existence de ce proton entre deux
groupements electro attracteurs (COOH ,C=0) avec les méme quantité mais le groupement COOH
est plus électro attracteur que le groupement carbonyle C=0 [17] pour cela le proton acide se
déplace vers les champs faibles (10,30 ppm)[18] .

Dans le cas du rapport Bua/ APP 4/1 la quantité de BuA est 4fois plus élevée que celle de
APP. le groupement carbonyle C=0 qui est moins électroattracteur que COOH va donc blindé le

proton acide vers les champs forts (9,06 ppm) [19].

11.3.4.2 Etude des interactions entre IBOA et APP pour les rapports molaire IBOA/APP 1/1 et
4/1

Les tests RMN ont été effectués dans 1’acétonitrile déterré afin de se placer dans les mémes

conditions que lors de la polymérisation.

Nous avons mis 50 mg de la cible (APP) ,50 mg de I'IBOA et 50 mg de mélange
IBOA/APP (1/1 et 4/1) dans des tubes de RMN. Aprés, nous avons ajouté 0,6 ml de 1’acétonitrile
déterré dans chaque tube. Les spectres obtenus sont présentés dans la figure 11.5 et les déplacements

chimiques de tous les protons sont rassemblés dans le tableau I1.5.
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IBOA
Wl \\/ . i\/
: T N
. ;
" e | ~ l
I BowaPPan S, T

1 2
94 92 90 88 \ Nl
N 1 L

16 14 12 10 8 6 4 2 0
Déplacement chimique (ppm)

Figure 11.5 : Spectres RMN -'H de BuA, APP et mélange d’IBOA/PPA 4/1 et 1/1
dans [’acétonitrile déterré

Tableau 11.5 : Déplacement chimique du proton (ppm) d’IBOA, APP et des mélanges de
BuA:APP1/1 et 4/1 dans [’acétonitrile déterré

Déplacement chimique (ppm)

APP IBOA IBOA/APP IBOA/APP 4/1

1/1

H1 (s) 8,55 9,05 7,64
H2 (s) 7,30 7,30 7.25
H3 (t) 6,96 6,98 6,96
H4 (d) 6,85 6,88 6,86
H5 (m) 4,80 4,80 481
H6 (d) 1,55 1,54 1,53
HP (s) 0,84 0,83 0,81
HM (s) 1,00 1,00 1,00
HE (1) 1,79 1,79 1,78
HD (1) 4,71

HC (d) 5,79 5,83 5,82
HB (m) 6,07 6,10 6,10
HA (d) 6,25 6,26 6,25
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Sur la figure 11.5 et dans le tableau Il. 5, nous pouvons observer que le signal du pic du
groupement COOH de APP apparait sous la forme de singulier a 8.55 ppm dans I’acétonitrile
déterré, apres I'ajout de monomere IBOA dans le mélange pour des rapports molaires IBOA/APP
1/1 et 4/1 nous remarquons que le signal de ce proton s’est déplacé a 9,05 ppm et 7,64 ppm
respectivement. On peut suggerer que IBOA et APP interagissent entre eux pour former une liaison
hydrogéne.

11.3.4.3 Etude des interactions entre IBOA et 2,4-D pour les rapports molaire IBOA/APP 1/1
et 4/1

Les tests RMN ont été effectués dans I’acétonitrile déterré afin de se placer dans les mémes

conditions que lors de la polymérisation.

Nous avons mis 50 mg de la cible 2,4-D ,50 mg de ’'IBOA et 50 mg de mélange IBOA:
2,4-D 1 /1 et 4/1dans des tubes de RMN. Apres, nous avons ajouté 0,6 ml de 1’acétonitrile déterré

dans chaque tube. Les spectres obtenus sont présentés dans la figure 11.6 et les déplacements

chimiques de tous les protons sont rassemblés dans le tableau I1.6.
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Figure 11.6 : Spectres RMN -H de BuA, 2,4D et mélange d’IBOA/2,4D 4/1 et 1/1

dans l’acétonitrile deterre
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Tableau 11.6 : Déplacement chimique du proton (ppm) d’IBOA, 2.,4D et des mélanges de BuA/APP
1/1 et 4/1 dans I’acétonitrile déterré

Déplacement chimique (ppm)

2,4-D IBOA | IBOA/24D | IBOA/2,4D
11 an

H1 (s) 777 541 434
H2 (s) 7,48 7,42 7.43
H3 (d) 7,26 7,26 7,26
H4 (d) 6,97 6,97 6,97
H5 (s) 475 475 475
HP (s) 0,89 0,86 0,86
HM (s) 1,00 1,00 1,00
HE (t) 1,82 1,79 1,79
HD (t) 476

HC (d) 5,84 5,86 5,86
HB (m) 6,12 6,12 6,12
HA (d) 6,30 6,35 6,35

Comme illustré dans la figure I1.6, et le tableau 11.6 le signal a 7,77 ppm est attribué au
proton acide de la cible 2,4-D dans 1’acétonitrile déterré. Apres I'ajout de monomeére IBOA dans le
mélange pour des rapports molaires (IBOA/ 2,4-D) (1/1 et 4/1), nous remarquons que le signal de
ce proton s’est déeplacé & 5,41 ppm et 4,34 ppm respectivement. Ceci peut étre di a la présence des

interactions de type liaison hydrogene entre le 2,4D et I’'IBOA.
Conclusions

Aprés la présentation des différents réactifs nécessaires pour la préparation des films MIPs
et NIPs, nous avons étudié les interactions entre les monomeéres fonctionnels BuA et IBOA et la
cible 2,4-D et son analogue APP pour assurer la formation d’une liaison hydrogéne entre le
groupement acide de 2,4-D et APP via le groupement carbonyle des acrylates, en se basant sur ces
résultats on pourra proposé I’existence de cette liaison avec d’autre monomeres qui porte le méme

groupement acrylique.

nous avons montré qu’il était possible d’utiliser la modélisation moléculaire pour prévoir a
partir de calcul des orbitales naturelles des liaisons (NBO) par La théorie de la fonctionnelle de
densité DFT.
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En effet la formation de la liaison hydrogene dans les complexe 1a et 1b entre le groupement
acide (COOH) de la molécule cible 2,4-D et son analogue APP et le groupement carbonyle (C=0 )
de monomere fonctionnel BUA pour un rapport molaire (M/T) de 1/1 est plus forte que les
complexe 2a et 2b.et la formation de la liaison hydrogene dans le complexe 1b entre le groupement
COOH de la molécule cible 2,4D et le groupement C=0 de monomére fonctionnel BuA est plus
forte que le complexe 1la.

Ensuite, 1’étude des interactions entre les monomeres fonctionnels et la cible a été faite en
adoptant la spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourrier et la spectroscopie RMN-"H qui ont
pu mettre en évidence I’interaction de type liaison hydrogéne entre le groupement acrylique du BuA
et IBOA et le groupement COOH de APP et 2.4D pour des rapports molaires (cible/monomére)
(1/1) et (4/1).

Dans le chapitre suivant, nous avons proposé d’autres monomeres dans le but d’étudier

I’effet de la nature du monomere sur les propriétés de reconnaissance des matériaux obtenus.

Les détails d’élaboration et de caractérisation des polymeéres a empreintes moléculaires font

I’objet du chapitre suivant.
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Chapitre 111 : Elaboration et caractérisation des films MIPs et NIPs

Introduction

Dans ce chapitre plusieurs polyméres a empreintes moléculaires ont été élaborés en présence
des monomeres portant des groupements acryliques. Les polymeres obtenus, ont été caractérisé par
la spectroscopie infra rouge a transformée de Fourrier FTIR-ATR, la spectroscopie UV visible,

analyse thermogravimétrique (ATG) et microscope a Force Atomique AFM.
I11.1 Elaboration des films

Afin de montrer I’effet de la nature du monomere sur les propriétés de reconnaissance des
matériaux obtenus plusieurs monomeres ont été utilisé pour élaborer ces films en présence de la
cible APP.

111.1.1 Elaboration des films MIPs et NIPs pour la composition (APP/BUA/HDDA)

Nous avons préparé les mélanges NIPs (polymeéres non imprimés) et MIPs (polymeéres
imprimés) en absence et en présence de la molécule APP respectivement, pour un rapport molaire
(APP /BUA/HDDA) qui varie d’un mélange a un autre, Pour la réalisation des matériaux NIPs et
MIPs en présence d’un solvant porogéne qui est le chloroforme, nous avons gardé les mémes

compositions molaire des réactifs pour lesquels nous avons ajouté un volume de 0,2 mL de solvant.

En plus et pour montrer I’effet de la réticulation sur la reconnaissance, nous avons changé la

quantité de HDDA.

Les tableaux I11.1 et 111.2 rassemblent les rapports molaires des différents réactifs.

65



Chapitre 111 : Elaboration et caractérisation des films MIPs et NIPs

Tableau I11.1 : Formulation détaillée de tous les MIPs préparés en absence de solvant

Matériaux Réactifs Le rapport % molaire Nombre de
molaire moles
(mmol)
n-BuA 4 56,67 1,56
HDDA 2 28,33 0,78
MIP1 Darocur 1% 0,85 0,023
(BUA+HDDA)
APP 1 14,17 0,39
n-BuA 4 44, 05 1,56
HDDA 4 44, 05 1,56
Darocur 1% 0,9 0,03
MIP3 (BuA+HDDA)
APP 1 11,0 04
n-BuA 4 30,5 1,56
HDD A 8 61,0 3,12
MIP5 Darocur 1% 0,91 0,05
(BuUA+HDDA)
APP 1 7,62 0,4

Tableau I11.2 : Formulation détaillée de tous les MIPs préparés en presence de solvant

Matériaux Réactifs Le rapport % molaire Nombre de | Le volume
molaire moles de CHCL3
(mmol) (mL)
n-BuA 4 56,7 1,56
HDDA 2 28,3 0,78
MIP2 Darocur 1% 0,85 0,023
(BuA+HDDA) 0,2
APP 1 14,17 0,39
n-BuA 4 44,05 1,56
HDDA 4 44,05 1,56
Darocur 1% 0,9 0,031
MIP4 (BuA+HDDA) 0,2
APP 1 11,01 0,39
n-BuA 4 30,5 1,56
HDD A 8 61, 3,12
MIP6 Darocur 1% 0,9 0,05
(BuA+HDDA) 0,2
APP 1 7,62 0,39

Une fois que la pesée des produits est faite a I’aide d’une balance de précision de 0,1mg« PI-
FA20048 », et comme il y a un risque de degradation de la photoamorceur ainsi que de la fonction
acrylique, nous devons peser dans une chambre de faible luminosité et recouvrir le pilulier du
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mélange avec du papier aluminium. Une agitation mécanique de ces solutions est assurée par un
agitateur mécanique de « Heidolph » pendant une durée
de 24 heures.

Des films imprimés et non imprimés ont été produits en utilisant la méthode sandwich. A cet
effet, un moule en verre de 10 x 10 mm?2 d'une épaisseur de 0,13 mm a été fabriqué comme c’est
illustré dans la figure 111.1. Ensuite, 80 pL de solution de pré-polymérisation a été dépose au centre
de la lame de verre qui a été immédiatement recouverte par un film de polyéthyléne téréphtalate
(PET) (23 um d'épaisseur) pour eviter I’inhibition de la polymérisation par I’oxygene de I’air.
Enfin, l'ensemble a été exposé a un rayonnement de la lampe UV philips
TLD 18 W/08 ayant une longueur d’onde A=365 nm, et une intensité Io=0,7mw /cm? pendant 10
min et 15 min pour les films NIP et MIP, respectivement. Les films obtenus ont une épaisseur
d'environ 80 pm.

La préparation du NIP a été réalisée de maniére identique a celle du MIP mais sans la

présence de la molécule template.

Dépot de Irradiation UV

mélange J /

Mélange \‘L/—»V —’%\TJ
de MIP — .

T Sandwich /

La lame de Film MIP
verre

Figure 111.1 : Schéma d’élaboration des films par la méthode sandwich.
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111.1.2 Elaboration des films MIPs et NIPs pour la composition (APP /IBOA/HDDA)

Dans le but de diminuer la quantité de 1’agent de réticulation (HDDA) nous avons choisie de
travailler par le monomere isobornyl acrylate (IBOA) qui conduit a la formation des réseaux ayant

d’excellent comportement de fixation et de récupération de la mémoire de forme.

Nous avons préparé les mélanges NIPs (polymeéres non imprimés) et MIPs (polymeres
imprimés) en absence et en présence d’APP respectivement, pour un rapport molaire (APP
/IBOA/HDDA)

Le tableau 111.3 rassemble les rapports molaires et les masses de chaque réactif utilisé pour

la préparation des films MIPs et NIPs.

Tableau 111.3: La formulation de la composition des mélanges de pré-

polymérisation des NIPs et MIPs.

Matériaux Réactifs Rapport % molaire Nombre de Le volume
molaire moles (mmol) d’ACN
(mL)

MIP7 IBOA 4 65 8,99 1
HDDA 0,1 9,5 0,94
Darocur 0,005 0,5 0,05
APP 1 25 2,24

NIP7 IBOA 4 90 8,99 1
HDDA 0,1 9,5 0,94
Darocur 0,005 0,5 0,05

Pour la préparation des films NIPs et MIPs pour le mélange (APP /IBOA/HDDA), nous
avons suivi la procédure d’élaboration représenté sur la figure 111.1. Le temps de polymeérisation est

de 15 min pour les NIPs et 20 min pour les MIPs.
111.1.3 Elaboration des films MIPs et NIPs pour la composition (APP /IBOA-HEA/HDDA)

Afin de préparer des films MIPs pouvant capter et détecter des traces et des résidus d’une
molécule analogue aux herbicides (APP) dans les eaux, mais en utilisant toujours un taux de

réticulation faible, nous avons utilis€ deux monomeres fonctionnels a savoir ’IBOA qui donne une
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rigidité au matériau et le monomere HEA qui confere le caractére hydrophile a ce polymere. Le
tableau 111.4 montre les masses des différents réactifs pour obtenir les matériaux NIPs et MIPs.

Tableau 111.4:La composition de chaque produit pour le mélange de pré-polymérisation du MIP et
NIP.

Matériaux Réactifs Rapport molaire % molaire Nombre de Le
moles volume
(mmol) d’ACN
(mL)
MIP8 IBOA 4 0,900 0,1
52
HEA 0,8 13 0,225
HDDA 0,1 9,5 0,118
Darocur 0,005 0,5 0,006
1 0,281
APP 25
NIP8 IBOA 4 70 0,900 0,1
HEA 0,8 20 0,225
HDDA 0,1 9,5 0,118
Darocur 0,005 0,5 0,006

Pour la préparation et la polymérisation de ces mélanges, nous avons suivi le protocole

illustré par la figure 111.1.

Les films MIPs et NIPs sont souples. Le MIP8 obtenu apres 60 min d’irradiation sous UV
alors que le NIP8 est obtenu au bout de 50 min (figure 111.2) .L’épaisseur des films varie entre 500

pm a 550 pm.

Film MIPS Film rnups

Figure 111.2 : Les films NIP8 et MIP8

Apreés polymérisation le MIP est plus opaque que le NIP. Cette opacité est due a la présence de la

molécule APP.

69




Chapitre 111 : Elaboration et caractérisation des films MIPs et NIPs

Afin de libérer I’excédent du solvant et des oligomeres, les films ont été mis dans une étuve
sous vide, sous pression de 200 bars et une température de 50°C pendant deux heures. De ce fait les

matériaux sont devenus moins souples.
111.2 Suivi de ’extraction d’APP par spectroscopie UV visible

La spectrophotométrie UV-Visible est basée sur I’étude du changement d’absorption de la

lumiere par le milieu (solution), en fonction de la variation de la concentration de I’échantillon.

Si un faisceau lumineux monochromatique traverse une solution homogéne d’une substance
de concentration ¢ contenue dans une cuve de face paralléle sur une longueur I (trajet optique), nous
remarquons que la fraction de la lumiere absorbee est fonction de la concentration et de 1’épaisseur

du milieu. Elle suit la loi de Beer Lambert (formule 11.1).
Iy
A=log7=elc 111.1

Ou

lo : intensité du faisceau incident.

| : intensité du faisceau émergeant de la solution.

g: coefficient d’extinction molaire (L /mole.cm).

| : longueur du trajet optique (épaisseur de la cuve) (cm).

c : concentration de la solution a analyser (mol/L).

L’absorbance varie avec la longueur d’onde de la lumiére : elle passe par un maximum qui
correspond a une longueur d’onde pour laquelle la sensibilité est maximale.

L’absorbance, est proportionnelle a la concentration pour une épaisseur donnée. La linéarité
de la loi de Beer-Lambert n’existe que dans un certain domaine de concentration appelé domaine de
validité de la méthode, déterminé par étalonnage. Ainsi, il est nécessaire de connaitre le domaine de
la linéarité de la courbe d’étalonnage A = (C).

Dans ce travail les spectres UV sont obtenus sur spectrophotometre Analytik jena
SPECORD/200 pilote par le logiciel Aspect plus. Les solutions sont analysées dans des cuves
standard en quartz de 1 cm de trajet optique. Les longueurs d’ondes maximales sont obtenues
directement par balayage spectrale entre 190 et 1100 nm avec un chemin optique de 1cm.

Dans le but de suivre la longueur d’onde maximale qui caractérise la cible pour réaliser les tests de
lavage nous avons prépare, une solution d

Acide 2-phénoxypropionic (APP) 10"°M dans 1’acétonitrile. Son spectre est représenté dans
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la figure 111.3 oU apparaissent deux bandes d’absorption. La transition m— issue des doubles
liaisons est assez intense car énergiquement favorable. La valeur de la longueur maximale
d’absorption dépend de 1’environnement de la double liaison. La présence d’un cycle aromatique
dans la cible fait augmenter la longueur d’onde (effet bathochrome) a cause de la conjugaison.

Par contre la transition n—m est plus faible car énergiquement interdite. Elle n’existe que lorsqu’un
élément possedant un doublet non liant se trouve lié par une double liaison a un autre élément.

Nous attribuons ainsi la transitions =—7" a 220 nm et la transition n—m a 270 nm.

2-phenoxypropionic acid

1,4 1
1,2 1
1,0 1
220

0,8

0,6

Absorbance

0,4

0,2 -

0,0

200 250 300 350 400
Longueur d'onde A[nm]

Figure 111.3 : Spectre UV d’acide 2-phénoxypropionic (APP) dans I’ACN.

Aprés ’¢élaboration des films MIPs et NIPs, ils sont lavé plusieurs fois avec de 1’acétonitrile

pour éliminer tout le monomére n'ayant pas réagi.

Le matériau MIP est ensuite lavé plusieurs fois pour extraire la molécule cible APP. Le
solvant de lavage est un mélange des solvants d’acétonitrile et d’éthanol dans les proportions
volumiques 90/10 (v/v). Pour chaque lavage, le film est immergé dans le solvant pendant deux

heures sous agitation. Aprés chaque lavage la solution a été analysée par spectroscopie UV ce qui a
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permis de suivre la disparition de la bande d’APP a A=270 nm pour obtenir un film MIP lavé
(WMIP).

la Figure I11.4 montre I’extraction maximale d’APP en fonction de nombre de lavage des films

MIP4 a titre d'exemples.

3,5 1

Absorbance (nm)
o B B DN
ol (@) ol o
1 " 1 " 1 " 1 "

o
o
L

4 6 8 10

Nombre de lavage

o
N

Figure 111.4 :’extraction maximale d’APP en fonction de nombre de lavage des films MIP4.

Le choix de la solution de lavage était basé sur la capacité du solvant a diffuser dans le
polymere et a éliminer la cible. Comme l'acétonitrile en tant que solvant aprotique, il ne permet pas
I'extraction complete de I’ APP et il reste coincé dans le réseau. Une modification de la composition
des solutions de lavage a été obtenue en ajoutant 10 % par volume d'éthanol a la solution d'ACN
pour favoriser I'extraction de I’APP[1] .

I11.3 Caractérisation des films

Les techniques utilisées pour la caractérisation des polymeres obtenus sont la spectroscopie

infra rouge a transformée de Fourrier, la spectroscopie UV, ATG et AFM.
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111.3.1 Caractérisation des films par « FTIR -ATR »

Une caractérisation par Infra Rouge détaillée a été effectuée pour tous les films obtenus. Un
exemple est donné sur les figures ci-apres, ou nous avons montré la présence des bandes
caractérisant la molécule APP dans le cas des MIPs et I’absence de ces bandes aprés le lavage des

wMIPs avec le solvant choisi et dans le cas des films NIPs.

111.3.1.1 Caractérisation des films MIPs et NIPs pour la composition (APP/BUA/HDDA)
par « FTIR -ATR»

- NIP6mélange
e N[P6 film

Cc=0
1719 .

—

3

<

N

©

Q

[

©

Q =C-H

-

?

2 2946

<

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde v (cm'l)
Figure 111.5 : Les spectres IR de mélange NIP6 et son film

La figure 111.5 représente les spectres IR du mélange NIP6 et le film NIP6 obtenus a titre
d'exemples. Dans ces spectres, la bande située a 2946 cm™ est liée aux vibrations de déformation du
(~CHB3) et le pic intense d'absorption & 1719 cm™ est attribué au groupe carbonyle (C=0). Les
bandes & 1182 cm™ et 1154 cm™ sont attribuées a la fonction C-O et les pics & 1637 cm™ et
809 cm™ sont liés & C=C du monomére. La figure 111.6 montre la disparition de la double liaison
C=C & 1637cm™ et 809 cm™ aprés 10 min d'irradiation, ce qui explique la conversion presque totale
des monomeres.

La spectroscopie FTIR-ATR a egalement été utilisée pour analyser les films MIP avant et
apres plusieurs lavages afin d'évaluer la réussite de I'insertion d’APP dans les polyméres imprimés

ainsi que son extraction apres le lavage.
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Figure 111.6: Spectre IR d’APP, MIP6 avant et aprés lavage.

La figure 111.6 illustre les différentes bandes d’absorption dans les spectres APP, MIP6 et
WMIP6. Les bandes caractéristiques de 1’APP, & 746 cm™ attribuées aux vibrations d'étirement C-H
aromatiques, a 1587 cm™ liées & la liaison aromatique C=C et & 3060 cm™ correspond & la fonction
OH, apparaissent clairement dans le spectre de MIP6 et disparaissent dans celui de wMIP6. Ce
résultat suggére que I’APP a été bien incorporée dans le réseau lors de la polymérisation et éliminée

lors de plusieurs lavage [2] .
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Figure 111.7 : Spectre IR d’APP, MIP2, MIP4 et MIP6 aprés lavage.

Afin de montrer le degré d'extraction de I’APP des films MIPs lavés obtenues, une
caractérisation infrarouge détaillée a été réalisée. La figure I11.7 montre les spectres FTIR-ATR des
films APP, MIP2, MIP4 et wMIP6, les bandes caractéristiques de 1’APP apparaissent dans le
spectre MIP2 lavé suggérant la présence de molécules APP dans les films MIP2 aprés plusieurs
lavages. On peut supposer que dans le cas de MIP2, le réseau polymérique obtenu est plus lache que
MIP4 et MIP6, car la quantité de réticulant est plus faible, conduisant a la formation de larges
cavités. En conséquence, les molécules d’APP peuvent fusionner pour former des diméres dans les
larges cavites, ce qui rend son extraction plus difficile. Dans la suite de ce travail et étant donné que
I'extraction du APP n'était pas compléte pour la composition MIP2, ce dernier a été écarté des

études de reconnaissance.
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111.3.1.2 Caractérisation des films MIPs et NIPs pour la composition (APP /IBOA/HDDA)

pars « FTIR »
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Figure 111.8: Les spectres IR de mélange NIP7 et NIP7 film

La figure 111.8 montre la disparition de la bande caractéristique de la double liaison des
acrylates & 1637cm-1 et 809 cm-* pour le film NIP7 aprés polymérisation ce qui indique une

conversion presque totale de la double liaison lors de la polymérisation.
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Figure 111.9:Spectre IR d’APP, MIP7 avant lavage, MIP7 aprés lavage.

Pour confirmer I’extraction maximale de I’APP, le film MIP7 a été analysé par
spectroscopie IR avant et apres le lavage, les résultats sont illustrés dans la figure 111.9 le APP
posséde une bande caractéristique & 1585 cm™ et une autre & 3053 cm™ correspondant & -C=C
aromatique et — OH, respectivement. Ces deux bandes sont présentes dans le spectre de MIP7 non
lavé ce qui confirme que la cible a été bien incorporée dans le réseau. En comparant les spectres de
MIP7 et wMIP les bandes d’absorption caractéristiques d’APP disparaissent completement
attestant que I’extraction maximale de la cible est obtenue.
111.3.1.3 Caractérisation des films MIPs et NIPs pour la composition (APP/IBOA-
HEA/HDDA) pars « FTIR »

Dans le but de confirmer la polymérisation du mélange, la disparition de la bande
d’absorption C=C des acrylates qui se situe aux environs de 800 cm™ et 1635 cm™ doit étre

observée [3] dans le cas du fim NIP.
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Figure 111.10:Les spectres IR de mélange NIP8 et du film NIP8

La figure I11.10 présente la superposition des spectres du mélange de pré- polymérisation du
NIP8 et celui du film NIP8
Nous remarquons la diminution de I’intensité des bandes acryliques & 810 et 1636 cm™ dans le
spectre du film NIP8, en le comparant avec celles du prépolymére NIP8.
Les pics du groupe carbonyle qui sont situés & 1725 cm™ sont plus intenses dans le cas du NIP8 film
que dans le spectre du mélange de pré-polymérisation. Cette intensité est due probablement au fait
que le C=0 n’est plus conjugué apres polymeérisation.
Par ailleurs, le spectre du mélange contient une bande située & 2253 cm™ caractéristique de la
liaison C = N de I’ACN (solvant). Cette bande n’est plus dans le cas des films. Ce qui prouve que le
solvant s’est évaporé soit directement apres polymérisation ou apres avoir séché le film dans 1’étuve
sous vide.
Les spectres contiennent des bandes intenses situées a 1198 cm™ correspondantes de la liaison C-O

des monomeres acryliques (IBOA/HEA).
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Figure 111.11:Spectre IR de MIP8 avant et apres lavage et APP.

La figure I11.11 représente la superposition des spectres infrarouge du wMIP8, MIP8 film et
APP.

Ces spectres possédent des bandes d’absorptions intenses situées & 1223 cm™ du groupe C-O
et d’autres 4 1715cm™ caractéristiques des liaisons C=0 des monomeéres fonctionnels.

L’APP présente également une bande & 1700 cm™qui correspond a la liaison C=0 et une
autre bande importante & 1589 cm™ correspondant & -C=C aromatique et une bande a 3020 cm™ du
groupe hydroxyle a 1’état associé. Nous remarquons que les bandes d’absorption caractéristiques
d’APP apparaissent dans le spectre de MIP8 film et disparaissent complétement dans celui de
wMIP8, ceci est éventuellement di a I’extraction maximale d’APP.

111.3.2 Caractérisation des films par I'analyse thermogravimétrique «<ATG»

L'analyse thermogravimétrique (ATG) est une technique qui consiste a mesurer la variation

de masse d'un matériau en fonction du temps et de la température. Cette méthode est utilisée pour la

détermination des caractéristiques des matériaux tels que la cinétique des reactions chimiques, la
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stabilité thermique, les températures de dégradation ou encore la volatilité. Trois températures
caractéristiques peuvent étre repérées : la température pour laquelle on enregistre une perte de
masse de 1% du matériaux et qui est considérée comme la température de début de dégradation et
notée T -105 0U Tonset ( To) , la température finale de dégradation notée T pour laquelle la vitesse de
dégradation est maximale notée Tmax Ces températures caractéristiques sont déterminée a partir du

tracé de la dérivé premiére par rapport au temps de la courbe de masse résiduelle (courbe DTG) .

Dans ce travail les analyses thermogravimétriques ont été effectuées a 1’aide de 1’appareil
LINSES PT1600.STA (Allemand) ATG/DSC. Une masse de 4 a 5 mg d’échantillon est déposée
dans une coupelle en alumine. Une thermobalance pese cette masse sous air .La vitesse de
chauffage en température est généralement de 10°C/min allant de la température ambiante jusqu'a
700 °C
111.3.2.1Caractérisation des films MIPs etNIPs pour la composition (APP /BuA /HDDA) par
«ATG»

Une analyse thermogravimétrique (ATG) a été effectuée pour étudier la stabilité thermique
des films obtenus.

Les courbes présentées sur la figure 111.12 et la figure 111.13 illustrent les termogramme (ATG) des
films MIP6, wMIP6, NIP6 et APP et ces dérivées (DTA) respectivement.

Les étapes de dégradation caractéristiques obtenues a partir de ces termogrammes sont rassemblées dans le

tableau 111.6.
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Figure 111.12 : Les termogramme (ATG) de MIP6, NIP6, wMIP6 et APP.
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Figure 111.13 : Les dériveées(DTA) des films MIP6, NIP6, wMIP6 et APP.

Tableau 111.6 : Données caractéristiques de dégradation des films MIP6, NIP6, wMIP6 et APP.

Echantillons Etape n T (°C) T%(°C) Tmax(°C) Am n (%)

APP 1 156 304 245 100
1 150 300 202 21
2 280 375 351 62

MIP6 375 460 398
3 460 600 528 16
1 316 396 360 77

wMIP6 396 460 416
2 460 600 528 17
1 316 396 360 80

NIP6 396 460 416
2 460 600 528 16

Nous pouvons constater sur la Figure 111.12 que la courbe de décomposition correspondant
aux films MIP6 présente trois étapes de dégradation.

Le premier événement thermique révéle une perte de poids dans la plage de température
de 150 a 300 °C, cette dégradation est attribuée a la décomposition du APP, qui est plus visible dans
I’intervalle de température de 156 a 304 °C dans la courbe de décomposition de APP lorsque il est
analysé individuellement. L'absence de cette étape de dégradation dans le cas des films NIP6 et les

films wMIP6 confirment que AAP n’y est pas présent dans ces films [4]. La deuxiéme étape de
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dégradation, qui se produit dans la plage de température de 280 a 460 °C est la méme a tous les
systémes et elle est attribuée a la décomposition du polymére.

La derniere étape de dégradation, qui est due a la dégradation de résidu organique a des
températures allant de 450 a 600 °C, est similaire avec tous les polymeres obtenus. On peut
mentionner que le film MIP6 est le plus sensible, en raison de la présence d’APP qui se décompose
en premier.

Pour montrer l'effet de la quantité d'agent de réticulation sur la stabilité thermique des

polymeres, la figurelll.14 illustre les dérivees des polyméres MIP2, MIP4 et MIP6.

~ 200

<

£

S —— MIP4 film
8 —— MIP2 film
é 1004 ——MIP6 film
S

8

g

®©

3 9

‘©

5 1

al

-100 - . - .
0 300 600

Temperature(°C)
Figurell1.23 : Les dérivés (DTA) des films MIP2, NIP4, MIP6.

Les résultats obtenus ont montré que la densité de réticulation était responsable de
changements notables dans la localisation des dégradations et le pourcentage de perte de masse.

Toujours a partir de la figure 111.13, il a été remarqué que le MIP6 est le matériau le plus
stable et le plus robuste, ce qui signifie qu’un taux de réticulation plus élevée conduit a I'obtention
d’une meilleure stabilité thermique de polymeres.

111.3.3 Caracterisation des films par microscope a Force Atomique «<AFM»

Le microscope a Force Atomique (AFM) utilisé dans cette étude est de type Flex- AFM
(nanosurf), La téte de balayage est connectée au contrdleur C3000. L'option vidéo FlexAFM integre
deux cameras pour une vue de dessus et de c6té parallele, ce qui permet de trouver rapidement une
zone d'intérét et de rapprocher le levier de la surface avant I'approche finale. La figure 111.24 montre

une photographie de 1’appareillage utilisé. La surface analysée varie entre 2 et 16 um.
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Figure 111.14: Appareillage microscope a Force Atomique (AFM)
111.3.3.1 Caractérisation des films MIPs et NIPs pour la composition (APP /BuA /HDDA) par
«AFM»
Le microscope a force atomique (AFM) a été utilisé pour étudier la rugosité de surface et la
création des pores dans les films polymeéres NIP6, NIP5 et wMIP6, afin de démontrer I'impact de

I'absence de solvant et de la cible sur la topographie des films.
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Figure 111.14 : Images AFM 2D (premiere brute), images 3D (deuxieéme brute), de NIP5 (a, b), NIP6 (c, d)
et wMIPG (e, f)

La figure 111.14 illustre des images AFM de NIP5, NIP6 et wMIP6 sur une zone de 2 x 2

um2, les régions les plus sombres représentent les pores et les régions les plus claires représentent

les pics [6, 7] .
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Les figures 111.14 a et b montrent des images 2D et 3D de NIP5 obtenu sur une surface de 2
x 2 um2. La densité de couleur représente a nouveau le profil vertical du film polymeére, avec des
pics (points les plus éleves) apparaissent comme des régions claires et les pores (vallées)
apparaissent comme de petites zones sombres. Des images de NIP5 montrent de petits grains en
plus des pores, indiquent que I'absence de solvant porogéne dans une formulation avec une teneur
élevée en réticulant a favorisé une séparation de phase lors de la polymérisation. Cette étape de
séparation n'a pas été observée dans NIP6, qui semble étre homogeéne. L'hétérogénéité observée
dans le cas de NIP5 suggere que le solvant est un élément crucial pour obtenir des films
homogenes. Sur la base de ces resultats, les films MIP5 et NIP5 ont été élimines des tests de
reconnaissance. NIP6 et wWMIPG6 ont été caractérisés par AFM pour démontrer I'effet de la présence
de I’empreinte d’APP sur la topographie des films. Selon la figures 111.14 c et e, les valeurs

moyennes de rugosité des films ont été obtenue a l'aide du logiciel Gwyddion AFM.

Les parameétres ont été considérés par rapport a la section transversale profils de la surface
pour évaluer quantitativement les propriétés de la surface, y compris la rugosité moyenne (Ra) et la
rugosité quadratique moyenne (Rrms) qui sont proportionnelles a la rugosité de la surface. Les films
NIP6 montrent une meilleure uniformité de surface (Figure. I11.14 c f, respectivement), ce qui
confirme l'importance du solvant porogéne dans la préparation des films homogénes. Pour les
propriétés de rugosité, le wMIP6 a Ra et Rrms ‘environ 0,511 nm et 0,648 nm, respectivement,
tandis que le NIP6 a Ra et Rrms de 0,138 nm et 0,181 nm. Les données de rugosité montrent qu'un
film wMIP6 est clairement plus rugueux que le film NIP6. Cette rugosité apparente dans le cas de
wWMIP6 peut étre attribuée aux cavités créées par les molécules d’APP et donc considérés comme

des sites potentiels pour I’adsorption d’APP [8]
Conclusions

Dans ce chapitre nous avons présenté, dans un premier temps, les différents Formulations
des mélanges, par la suite nous avons décrit la méthode d’élaboration des polymeéres sous fourme de
films minces ou nous avons réalisé ces élaborations par la voie photo-chimique, aprés nous avons
poursuivi cette étape d’élaboration par le suivie de 1’extraction d’APP par spectroscopie UV visible,
apres le lavage des films nous avons effectués la caractérisation de ces matériaux élaborés par
différentes techniques.

-Une caracterisation par Infra Rouge détaillée a eté effectuée pour tous les films obtenus, ou

nous avons montré la présence des bandes caractérisant la cible dans le cas des MIPs et I’absence
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de ces bandes dans le cas des films NIPs et wMIPs aprés le lavage avec le solvant choisi, sauf les
films wMIP2 pour la composition a faible taux de réticulation (APP/BUA/HDDA) 1/4/2 ou nous
avons constaté ces bandes apreés plusieurs lavage pour cela nous avons écarté cette composition
pour les tests de reconnaissances.

-Les matériaux synthétisés avec un taux de réticulation élevée présentent une grande
stabilité thermique, en effet les films se dégradent a des températures supérieures a 600 °C.

-En comparant les topographies des films MIPs et NIPs pour toutes les formulations analysé
par AFM, on peut voir que dans le cas des films MIPs, une structure poreuse a été créée apres

I’extraction de la cible.

-L’analyse par AFM a montré aussi que I'absence de solvant porogene dans une formulation
avec une teneur élevée en réticulant a favorisé une séparation de phase dans le réseau lors de la
polymeérisation sur la base de ces résultats, les films MIP5 et NIP5 ont été éliminés des tests de
reconnaissance pour la composition (APP/BUA/HDDA) 1/4/8.

La réalisation des tests de reconnaissance font 1’objet du chapitre suivant.
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Introduction

Le but principal de 1’¢laboration d’un MIP c’est de simuler ses capacités d’adsorption envers
la molécule imprimée. Ce chapitre sera donc consacré a [I’évaluation des propriétés de
reconnaissance du MIP par la méthode de « batch rebinding », pour cela nous avons utilisé deux

méthodes d’analyse 1’UV visible et la CPG pour réaliser ces tests.
IV.1 Reconnaissance

Les tests de reconnaissance sont réalisés apres extraction maximale de la molécule cible.
L’¢évaluation des propriétés de reconnaissance du MIP est basée sur sa capacité d’adsorption de la
molécule imprimée. Une comparaison entre la capacité du MIP et celle du NIP permettra de

calculer le facteur d’impression.

Généralement, ce test se fait en se basant sur le principe de la méthode batch. Cette méthode
consiste a faire émerger des masses fixes du MIP et NIP dans une solution de molécule cible de
concentration connue dans des conditions bien définies (solvant, durée, température, vitesse
d’agitation). Le suivi de I’adsorption de la cible apres plusieurs temps d’incubation (cinétique
d’adsorption) ou a concentration en cible croissante (isotherme d’adsorption) se fait par plusieurs

méthodes d’analyse comme 1I’U.V visible, HPLC, CPG...

La concentration du surnagent est comparée avec une concentration de la solution avant

incubation des films, ce qui permettra de déterminer la concentration adsorbée par les films.

La capacité d’adsorption Q (mg/g) est calculée selon 1’équation IV.1

_ €=V
m

Q V.1

Ci : concentration initiale de la cible (mg/L)

Ce : concentration d’équilibre en cible (mg/L)

V : volume de la solution de la cible en contact avec le polymere (L)
m : La masse en gramme de polymeére (g)

Un paramétre important dans le processus d'impression est appelé le facteur d'impression (Imprintig

factor) IF, qui permet d'évaluer la sélectivité du MIP par rapport au NIP (équation 1V.2).
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IF = Swmip V.2

QNP

Avec Qumip et Qnip les quantités respectivement absorbées par le wMIP (MIP lavé) et le NIP.

IV.1.1 La détection de ’APP par la chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur

a ionisation de flamme FID (GC-FID)

La chromatographie en phase gazeuse (GC Young Lin 6500, Corée) couplée a un détecteur a
ionisation de flamme FID a été utilisé dans cette étude, afin de réaliser les tests de reconnaissance
pour les films wMIPs et NIPs pour les compositions (APP/BUA/HDDA) et (APP/IBOA-
HEA/HDDA).

Le chromatogramme GC d'une solution d’APP contenant un étalon interne (E.I) qui est
I’heptanol a été obtenu en utilisant une colonne Teknokroma TRB-5 (d'une longueur de 30 m, d'un
diametre intérieur de 0,32 mm et d'une épaisseur de 0,1 um). Le programme de température du four
GC était le suivant : température initiale de 60 °C maintenue pendant 3 minutes, une vitesse de
chauffage de 13 °C/min jusqu'a 190 °C suivie d'un maintien de 3 minutes. La température de
I'injecteur utilisé en mode fractionné a été réglée a 250 °C. Le débit d'azote, utilisé comme gaz

vecteur, était de 1 mL/min et le temps d'analyse était d'environ 15 minutes.

La figure IV.1 montre un exemple de chromatogramme GC d'une solution d’APP en

présence d'héptanol comme étalent interne et d'ACN.

600
500
1 Acetonitrile
400 - o
S‘ V4
z i
<X 300 -
8 |
= Heptanol
= 200- v
100 S
] APP
v
0 A
T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Time(min)

Figure V.1 : Chromatogramme GC typique d'une solution de PPA en présence d'heptanol comme étalon

interne.
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Il est clair qu’aucune interférence de temps de rétention n’a été notée sur le

Chromatogramme présenté dans la figure IV.1.

Avant de passer a I’étape de la reconnaissance nous avons effectués le lavage des films
MIPs obtenus pour la composition (APP/BUA/HDDA) par une deuxiéeme méthode : la GC

Pour I'extraction de I’APP, les films MIP6 (comme exemple) ont été immergés dans une
solution de lavage acétonitrile-éthanol (90/10) (v/v) pendant 2 h a température ambiante, en

changeant la solution de lavage toutes les deux heures. Le MIP lavé (wWMIP) était obtenu
lorsqu'aucun pic d’ APP n'était détecté par GC.

La figure V.2 montre les chromatogrammes GC des solutions d'extraction de premier et le
dernier lavage.

Nous remarquons sur cette figure que le pic caractéristique a 12,5 6 min d’APP a disparu

apres plusieurs lavages, ce qui suggere que I’APP a été complétement éliminé des films MIP6.

600
------ Premier lav
—— Dernier lav
500 | 200 + Premier I;
400 4 ACN g
’9 §100—
E E
p 300 ~
=3 o~
© 0 ‘ ‘ ‘
= 12,0 12,5 13,0 13,5 14,0
g 200 a Heptanol Temps (min)
APP
100 -
o A
T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Temps (min)

Figure IV.2: Chromatogrammes de [’extraction d’APP des films MIP6.
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IV.1.2 Tests de reconnaissance des films wMIP/NIP pour la composition (APP/BUA/HDDA)

Afin de realiser les tests de reconnaissance pour les films wMIP/NIP par la méthode de
batch rebinding, une quantité fixe de NIP ou de wMIP a été ajoutée a 1 ml d'acétonitrile contenant

une solution a concentration fixe de molécule APP.

Les échantillons préparés sont agités pendant 6 heures a température ambiante jusqu'a ce que
I'équilibre soit atteint. Apreés incubation, le surnageant a été collecté et séché avec une pompe a air

avant d'étre dissous dans 1 ml d'ACN avec 6uL d'heptanol pour 1’analyse GC.

La quantité d’APP adsorbé a été calculée a l'aide d’une courbe d’étalonnage (figure IV.3)
établie par chromatographie de six solutions d'acétonitrile contenant différentes concentrations
(0,2-2,0 mg/mL) de APP et une concentration constante (0,24 mg/mL) de I'étalon interne (E.I)
heptanol , 0,5 pL de chaque solution a été injecté dans le systeme de chromatographie en phase

gazeuse.

La courbe d'étalonnage GC a été obtenue par une analyse de régression linéaire du rapport
entre la surface des pics, y, du Aireapp/Airenepanol €t la concentration, X, du Cy app/Cm g1. SON

équation correspondante était y = 0,7995x - 0,0391 avec un coefficient de régression R? = 0,9956.

1,6 1

Y=0,1903-0,0389
1,4 R’=0,9956

1,2

E.l

1,01

[ Aire

0,8

APP

Aire

0,61
0,44

0,2

0,0 . . . : :
0 2 4 6 8 10
Cm APP/ Cm E.l

Figure IV.3 : Courbe d’étalonnage d’APP
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1V.1.2.1 Effet de la masse de polymeére

Pour mettre en évidence l'effet de la masse de film (mg) sur la capacité d'adsorption des
films obtenus, des tests de reconnaissance ont été réalisée pour les films NIP6 et wMIP6 pour la
concentration de 1 mg/mL de APP. Lorsque la masse de polymere introduite dans 1 mL de la
solution est inférieure a 6 mg, il a été constaté que les résultats ne sont pas reproductibles et de plus
les faibles masses deviennent difficiles a manipuler. Pour cette raison, les masses de polymere de 6
et 8 mg ont été choisies pour la reproductibilite des résultats et 1’obtention des capacités

d'adsorption significatives.

La figure 1V.4 représente les capacités d'adsorption de wMIP6 et NIP6 envers I’APP apres

six heures d'incubation.

Nous avons remarqué que le film imprimé wMIP6 a une plus grande affinité envers le APP
que le film non-imprimé NIP6 ceci peut étre expliquée par la formation des interactions spécifiques
a la surface de ce film, alors que le film NIP6 permet de former des interactions non spécifiques
avec le APP [1].

Neusser et al [2] ont utilisé la tomographie 3D FIB/SEM pour analyser la porosité des MIPs
et ont constaté que les MIPs avaient plus de pores interconnectés que les NIPs, qui avaient des
zones interconnectées plus petites. 1ls ont aussi observé que le volume des pores des MIP étaient
34% et 35% plus élevés que ceux des NIPs. La taille élevée des pores des MIPs favorise ainsi la
formation des cavités spécifiques au sein de la matrice polymeére en raison de la présence de la

molécule empreinte lors de la polymérisation.

La figure 1V.4 montre également que la masse a un effet significatif sur la capacité
d'adsorption des films wMIP6. La capacité d'adsorption a augmenté lorsque la masse de film a été
augmentée de 6 a 8 mg,

L'augmentation de la capacité d'adsorption avec l'augmentation de la quantité en polymeére
est attendue en raison d'une augmentation du nombre de sites d’interaction efficaces. Des études
similaires a nos résultats ont été rapportées auparavant par Nouh Aarab [64] et Kizhakekuthiathottil
M. Annamma [3].
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Figure 1V.4:Effet de la quantité de polymére sur la capacité d'adsorption.

Tableau 1V.1 : Capacités d'adsorption et facteurs d'impression pour les films wMIP6/NIP6.

Film Masse de film
6 8
Q (mg/g) wMIP6 39,75 42,31
NIP6 16,87 26,45
IF 2,35 1,59

Selon la valeur IF donnée dans le tableau 1V.2, le wMIP6 avec une masse de film de 6 mg
avait le facteur d'impression le plus élevé. Ce résultat peut étre expliqué par une augmentation du
nombre des sites de liaison lorsque la masse de film augmente, ce qui favorise ensuite I'adsorption
des molécules d’ APP sur des sites de liaison spéecifiques et non spécifiques. Ce qui donne un facteur

d'impression faible pour une masse de film élevé

Dans la suite de ce travail, la masse de film 6 mg a été choisi pour les tests de

reconnaissance.
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1VV.1.2.2 Effet de solvant

Afin de montrer I’effet de solvant sur les propriétés de reconnaissances, des tests ont été
réalisées en présence des films wMIP3/NIP3 et wWMIP4/NIP4 pour une concentration de 0,5 mg/mL
d’APP.

La figure 1V.5 permet une comparaison entre les films préparés en présence et en absence de

solvant qui est le chloroforme

80 - wMIP
NIP

70
60
50

40 -

Q(mg/g)

30

Hi

HH
-

20 - T T

10 4

wMIP3/NIP3 wMIP4/NIP4

Figure 1V.5 : Effet de solvant sur la capacité d'adsorption.

Cette figure permet d’observer que les films préparés en présence de chloroforme adsorbent
mieux que les films préparés sans solvant, ceci peut s’expliquer par la présence du solvant qui va
conférer une structure poreuse au MIP donc il va produire des pores relativement larges dans le

réseau pour permettre a la cible de rentrer et de sortir du polymeére

Tableau IV.2 : Capacités d'adsorption et facteurs d'impression pour les films wMIP3/NIP3 et

wWMIP4/NIP4
Film Concentration 0,5 (mg/ml)
Q (mg/g) Film IF
wMIP3 27,24 1,06
NIP3 25,74
wMIP4 21,86 1,14
NIP4 19,17
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Selon la valeur IF donnée dans le tableau 1V.2, le wMIP4 préparé avec solvant avait le

facteur d'impression le plus élevé

Expérimentalement, il a été observé que l'utilisation du méme solvant de polymeérisation que
celui utilisé lors de I'étape de reconnaissance améliore la diffusion de la cible vers les sites de
reconnaissance, car la matrice polymére conserve une sorte "d'effet de mémoire" concernant ses
propriétés de gonflement. Cependant, dans cette étude, I'acétonitrile a été utilisé comme solvant de
reconnaissance au lieu du chloroforme. Ce choix est basé sur la forte polarité de I'acétonitrile qui lui
permet d'interagir avec la cible et faciliter son insertion dans les cavités formées lors de la
polymérisation, augmentant ainsi la spécificité des films MIP [4]. Plusieurs exemples ont éte cités
dans la littérature ou le solvant de polymérisation et I'étude de reconnaissance peuvent étre
différents [5, 6] .

1VV.1.2.3 Effet de concentration

Afin de montrer I'effet de la concentration d’APP sur la capacité d'absorption des films
wWMIP6/NIP6 pour ce faire une masse de 6 mg de wMIP6/NIP6 a été mise dans une solution d’APP

0.5mg/ml et Img/ml, dans l'acétonitrile

La figure IV.6 montre la quantité d’APP adsorbé par les films wMIP6 et NIP6.

wMIP6

50 T [_]INIP6

40
S 304
I=)
E
o i

20 T

1
10 4 T
0- ;
T T ///'/
0,5 (mg/mL) 1 (mg/mL)

Figure 1V.6: Effet de la concentration d’APP sur la capacité d'adsorption des films wMIP6/NIP6.
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Comme illustré dans la figure IV.6, les films imprimés adsorbent plus d’APP que les films
non imprimés pour les deux concentrations, ce qui confirme le succes du processus d'impression.
De plus, la quantité d’APP adsorbé par les films NIP6 et wWMIP6 a augmenté avec 1’augmentation
de concentration de APP. La présence des interactions spécifiques et non spécifiques est I'un des
inconvénients les plus importants de I'approche non covalente ; cette hétérogénéité a un impact
significatif sur les propriétés d'impression de MIP. Par conséquent, I'augmentation des capacités
d'adsorption avec I’augmentation de la concentration d’APP est due a lI'adsorption spécifique et non
specifique. Cette observation est cohérente avec les conclusions d'Anna L. Hillberg [6]

Tableau 1V.3 : Capacités d'adsorption et facteurs d'impression pour les films wMIP6/NIP6

Film Concentration 0,5 (mg/mL)
Q (mg/g) IF
wMIP6 6,43 6,77
NIP6 0,95
Concentration 1(mg/mL)
Q (mglg) IF
wMIP6 39,74 2,35
NIP6 16,87

Table 1V.3 rassemble les facteurs d'impression pour chaque expérience ou des valeurs IF
élevées ont été obtenues. Habituellement, une valeur élevée de IF est un indicateur de I'efficacité du
processus d'impression et prouve que les interactions spécifiques dépassent les non spécifiques au
sein des films polymeéres. En conséquence, la diminution de la valeur IF avec l'augmentation de la
concentration d’APP (tableau IV.3 ) est due a une liaison hétérogene sur les sites disponibles

(imprimés et non imprimés), entrainant une adsorption non spécifique.[7, 8] .
1V.1.2.4 Effet de taux de I’agent réticulant

Afin de mettre en évidence I’effet de taux de réticulation sur la reconnaissance moléculaire
des tests de reconnaissance ont été réalisées en présence des films wMIP4/NIP4 et wMIP6/NIP6

pour une concentration d’APP de 0,5 mg/mL.
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Figure 1V.7 : Effet du taux de réticulation sur la capacité d'adsorption des films wMIP4/NIP4 et
WMIP6/NIP6.

D’aprés les résultats de la figure 1V.7, on remarque que la capacité de rétention des MIPs
vis-a-vis APP augmente avec la diminution de la quantité d’agent réticulant dans le mélange de
polymeérisation. Ainsi, la quantité d’APP adsorbée par les films wMIP4/NIP4 est environ deux fois
supérieure a celle adsorbée par les films wMIP6/NIP6. Ceci pourrait étre attribué a la rigidité des
polymeres obtenus puisque le taux de réticulation est élevé dans le cas de wMIP6/NIP6, ce qui peut
limiter la diffusion des molécules d’APP vers les polymeres. Ce résultat est cohérent avec d'autres
études qui montrent que la capacité d'adsorption des polymeéres augmente lorsque le taux de
réticulation diminue [9]. D'autre part, I'TF pour wMIP6/NIP6 est beaucoup plus élevé que I’TF pour

wMIP4/NIP4. Toutes les valeurs sont rassemblées dans le tableau 1V.4.

Tableau IV.4 : Capacités d'adsorption et facteurs d'impression pour les films wMIP4/NIP4 et

wWMIP6/NIP6
Film Concentration 0,5 (mg/ml)
Q (mg/g) Film IF
wMIP4 21,86 1,14
NIP4 19,17
wMIP6 6,43 6,77
NIP6 0,95
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En raison de la stabilité des sites de reconnaissance du polymere imprimé, on s'attend a ce
que les polymeres a haute densité de réticulation aient I’IF le plus élevé. La sélectivité est
généralement favorisée en presence d'une teneur élevée en agent de réticulation pour preserver la

forme de la cavité aprés 1’extraction de la cible.
IV.1.2.5 Etude test de sélectiviteé de 2,4-D

Dans cette partie, nous avons effectué¢ des tests d’adsorption de la molécule 2,4-D en

utilisant le solvant de polymérisation.

Aprés l'optimisation des conditions expérimentales, y compris le taux de réticulation, la
masse de film et la concentration d’APP, les tests d'adsorption ont été effectués pour 6 mg de
wMIP6 en présence d’APP et de 2,4-D dissous dans le chloroforme. Afin d'éviter la dérivation des
molécules de 2,4-D les tests de reconnaissances ont été réalisés au moyen de la technique UV.
L'analyse a été réalisée sur un Analytik Jena Spectrophotoméetre SPECORD/200 utilisant des
cellules de quartz. Pour cela, nous avons établi deux courbes d’étalonnage (les figures IV.8 et 1V.9)
qui consiste a préparer plusieurs solutions d’APP et 2,4-D a différentes concentrations connues pour
quantifier I’affinité de ces molécules vis a vis des films MIPs préparés .Les coefficient de régression

des courbes obtenues sont : 0,97 et 0,98, respectivement.
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Figure IV.8 : Courbe d’étalonnage d’APP par UV
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Figure IV.9 : Courbe d’étalonnage de 2,4-D par UV
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Figure 1V.10: La sélectivité des wMIP6 vis-a-vis de [* APP et du 2,4-D
La figure IV.9 montre I’affinité d’APP et de 2,4-D par les Films wMIP6.

Lorsqu'on compare les capacités d'adsorption d’APP et 2,4-D, les films MIP6 présentent une

bonne reconnaissance pour la molécule de 2,4-D dans le chloroforme comme solvant de
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reconnaissance. Ces résultats confirment que le complexe formé entre la molécule cible APP et le
monomeére fonctionnel BUA conduit a la formation des sites spécifiques pour la reconnaissance du
2,4-D c’est-a-dire un bon effet de I’empreinte pour le 2,4-D. De plus, l'insertion élevée des
molécules de 2,4-D n'est pas seulement gouvernee par la forme et la taille des cavités
tridimensionnelles mais par la force des interactions entre le modele et les groupes fonctionnels.
Base sur la structure du 2,4-D qui est similaire a celle d’APP dans la partie acide et différente dans
la partie aromatique par la présence d'atomes de chlore, on peut suggérer que le chlore favorise
I’insertion €levée de 2,4-D .Ces résultats ont été précédemment prouvés par Baggiani et al [10].

IV.1.3 Tests de reconnaissance des films wMIP7/NIP7 pour la composition
(APP/IBOA/HDDA)

Afin de caractériser la capacité de reconnaissance vis-a-vis de la molécule APP, des tests de
liaison entre les films wMIP7 et NIP7 et la molécule cible ont été menés. Pour effectuer ces tests
d’adsorption, 5 mg de polymére ont été immergés dans 1 ml des solutions d’APP & différentes
concentrations. Ces mélanges sont maintenus sous agitation pendant 6h a 25°C, ensuite le

surnageant est analysé par spectrophotométrie UV visible a 270 nm.
Toutes les expériences ont été menées quatre fois et la valeur moyenne a été utilisee.

Pour évaluer la quantité d’APP absorbé par les films, une courbe d’étalonnage a été établie

avec un coefficient de régression 0,992.
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Figure IV.11 : Courbe d’étalonnage d’APP par UV
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Pour mieux mettre en évidence I’efficacité des polyméres synthétisés par le monomere
IBOA pour I’adsorption de APP, nous avons présenté sur la figure 1V.12, 1’évolution de capacité

d’absorption des films WMIP7/ NIP7 en fonction de la concentration d’ APP.
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Figure IV.12 : Effet de la variation de la concentration d’APP sur la capacité d’absorption des films

On remarque que I’adsorption d’APP par les films wMIP7 plus ¢élevée que les films NIP7.
Ces résultats ont confirmé que les films wMIP7 présentent un bon effet de I’empreinte pour I’ APP

méme en utilisant un faible taux de réticulation (9,5 % de HDDA).

On remarque aussi que la capacité d’adsorption d’APP sur les films est n’est pas élevé pour
les faibles concentrations. Au fur et a mesure que cette concentration augmente, la capacité
d’adsorption augmente. A faible concentration d’APP, cette quantité n'était pas Suffisamment
élevée pour saturer les cavités.

Cependant, avec I’augmentation de la concentration d’APP, presque tous les sites sont
occupés et la capacité d'adsorption des films est plus importante.

Le Tableau IV.5 rassemble les capacités d'adsorption Q (mg/g) et les facteurs d'impression
IF pour les films wMIP7/NIP7.

Tableau IV.5 : Capacités d'adsorption et facteurs d'impression pour les films wMIP7/NIP7.

Concentration Q (mg/g) Film IF
(mg/ml) wMIP7 NIP7
0,05 35 1,88 1,86
01 4 2,34 1,70
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Ces résultats rapportés dans le tableau IV.6 indiquent une faible capacité d'adsorption de ces
films et une augmentation de la valeur IF avec la diminution de la concentration d’APP ceci est

expliqué par une adsorption spécifique et non spécifique.

IV.1.4 Tests de reconnaissance des films wMIP8/NIP8 pour la composition (APP/IBOA-
HEA/HDDA)

Pour effectuer les tests de reconnaissance, 4 mg de polymeére ont été immergés dans 1mL de
solutions d’APP dans I’acétonitrile a différentes concentrations. Ces mélanges sont maintenus sous
agitation pendant 4h a 25 °C, les films ont été récupérés et le surnageant est évaporé sous air ensuite
ImL d'ACN et 6uL d étalon interne (E.I) sont ajoutés dans le flacon et enfin le mélange est analysé
par GC.

Toutes les expériences ont été menées quatre fois et la valeur moyenne a été utilisee.

Les quantités d’ APP adsorbées par les films wMIP8 et NIP8 ont été calculées en utilisant la

courbe d’étalonnage (Figure 1V.13).
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Figure IV.13 : Courbe d’étalonnage d’APP par GC
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Figure IV.14 : Effet de la variation de la concentration d’APP sur la capacité d’absorption des films.

D’aprés les résultats obtenus (Figure 1V.14 et tableau IV.6) et quelques soit la concentration
massique ,les valeurs du Q et IF ont prouve que APP a laissé des empreintes complémentaires a sa

structure dans le film wMIP8, méme en utilisant un faible taux de réticulation (9,5 % de HDDA)

Les valeurs des capacités d’adsorption et les facteurs d’impression pour le WMIP8 et le

NIP8 sont rassemblés dans le (tableau 1V.6).

Tableau IV.6 : Capacités d'adsorption et facteurs d'impression pour les films wMIP8/NIPS8.

Concentration Q (mg/g) Film IF
(mg/ml) wMIP8 NIP8
0,5 85,98 72,88 1,18
1 130 115 1,13
2 210 200 1,05

A partir de ces résultats, nous remarquons que le facteur d’impression augmente en

diminuant la concentration massique d’APP qui due a la formation des liaisons spécifigues sur les
q q

sites disponibles.
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Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons réalisés les tests de reconnaissances des films wMIP et NIP
par la méthode de batch, en utilisant deux techniques d’analyse la GC et UV visible. Les tests
effectués ont montré que les films wMIPs présentent une bonne capacité d’adsorption comparée a
celle des films NIPs et ils présentent un facteur d’impression supérieur a 1 ce qui montre 1’efficacité
de I’impression méme en utilisant un faible taux de réticulation. Cependant, les films rigides wMIP
avec un taux de réticulation élevée ont présenté un facteur d’impression supérieur pour la
composition (APP/BUA/HDDA) 1/4/8.

De plus, les études de sélectivité montrent une meilleure sélectivité du wMIP envers le2,4-D

par rapport a APP,
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Chapitre 1V : Réalisation des tests de reconnaissance
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Conclusion Générale et Perspectives

La technologie des empreintes moléculaires est fondée sur I’élaboration de réseau
polymere trés réticulé qui se lie sélectivement a une molécule cible particuliére.
En revanche, une réticulation élevée peut empécher 1’acceés des molécules aux

empreintes a travers les pores, ce qui limite la capacité d’absorption des matériaux.

A cet effet, la présente étude a pour objectif d’élaborer des films a base des
monomeres acryliques imprimés autours d’herbicides, mais en utilisant un taux de réticulation
faible, afin de preparer ces matériaux, nous avons utilisé plusieurs monomeéres fonctionnels a
savoir BuA, IBOA et HEA, le HDDA est utilisé comme agent réticulant, le Darocur comme
initiateur et APP et 2,4-D comme cibles. Le mélange réactionnel a été dilué dans un solvant

porogene le CHCI3 et I’ACN, et a subi une polymérisation radicalaire photochimique.

Nous avons montré qu’il était possible d’utiliser la modélisation moléculaire pour
prévoir a partir de calcul des orbitales moléculaires (OM) par la théorie de DFT la formation
d’une liaison hydrogéne plus forte entre le groupement COOH de la molécule cible APP et le
groupement C=0O du monomére fonctionnel BuA pour un rapport molaire (M/T) (1/1). La
modélisation a montré aussi la formation d’une liaison hydrogéne entre le BuUA et le 2,4-D et

que I’interaction dans ce complexe est plus forte que dans le cas de BuA et le APP.

Ensuite, I’étude des interactions entre les monomeres fonctionnels et la cible a été faite

1
en adoptant la spectroscopie IR a transformée de Fourrier et la spectroscopie RMN- H qui ont

pu mettre en évidence I’interaction de type liaison hydrogéne entre le groupement acrylique
du BuA et IBOA et le groupement COOH de APP et 2.4-D pour des rapports molaires
(cible/monomere) (1/1) et (1/4).

Apres I’élaboration des films, le suivi de I’extraction de la cible a été effectué par
spectroscopie UV visible et la GC en utilisant un mélange de solvant ACN/EtOH (90/10)
(v /v).Nous avons effectué par la suite, la caractérisation de ces matériaux élaborés par

différentes techniques.

-Une caracterisation par Infra Rouge détaillée a été effectuée pour tous les films
obtenus, ou nous avons montré la présence des bandes caractérisant la cible dans le cas des

MIPs et I’absence de ces bandes dans le cas des NIPs et wMIPs. Dans le cas des films a
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faible taux de réticulation pour la composition (APP/BUA/HDDA) 1/4/2 en absence et en
présence de solvant MIP1/MIP2 I'extraction du APP n'était pas compléte il en resulte que
les filmsMIP1/MIP2 ont été écarte des études de reconnaissance.

-Les matériaux synthétises avec un taux de réticulation élevée présentent une grande
stabilité thermique, en effet les films se dégradent a des températures supérieures a 600 °C.

-En comparant les topographies des films wMIPs et NIPs pour toutes les formulations
analyse par AFM, on peut voir que dans le cas des films wMIPs, une structure poreuse a
été créée apres I’extraction de la cible.

-L’analyse par AFM a montré aussi que l'absence de solvant porogéne dans une
formulation avec une teneur élevée en réticulant a favorisé une séparation de phase dans le
réseau lors de la polymérisation sur la base de ces résultats, les films MIP5 et NIP5 ont été
éliminés des tests de reconnaissance pour la composition (APP/BUA/HDDA) 1/48.

En fin, et dans le but d’obtenir une évaluation quantitative de nos résultats, nous nous
sommes servis d’un test de reconnaissance permettant de calculer la capacité d’adsorption des
films qui a été évaluées par la méthode de batch, en utilisant deux techniques d’analyse la GC
et UV visible. Les tests effectués ont montré que les films wMIPs présentent une bonne
capacité d’adsorption comparée a celle des films NIPs et ils présentent un facteur
d’impression supérieur & 1 ce qui montre 1’efficacité de I’impression méme en utilisant un
faible taux de réticulation. Cependant, les films rigides wMIP avec un taux de réticulation
élevée ont présenté un facteur d’impression supérieur.

De plus, les études de sélectivité montrent une meilleure sélectivité du wMIP envers

le2, 4-Dpar rapport a APP.

Pour une éventuelle continuité de notre travail, nous proposons 1’utilisation de ces

matériaux sélectifs pour le développement des capteurs.
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Annexel
Caractérisation des films MIPs etNIPs pour la composition (APP /BuA /HDDA) par
«ATG»

L'analyse thermique englobe un ensemble de techniques destinées a mesurer
I'évolution d'un matériau en fonction du temps, de la température et de I'atmosphere. Ces
différentes techniques rendent possible I'identification des propriétés physiques des matériaux
au cours de leur cycle de vie parmi ces techniques :

La calorimétrie différentielle & balayage (DSC) mesure le flux de chaleur associé
aux transitions de phase ou aux réactions. ldéalement, cette technique est utilisée pour
déterminer le point de fusion, la cristallinité ou encore le degré de durcissement.

L'analyse thermogravimétrique (ATG) consiste a mesurer la variation de masse
d'un matériau en fonction du temps et de la température. Cette technique est utilisée pour la
détermination des caractéristiques des matériaux tels que la stabilité thermique, la cinétique
des réactions chimiques, les températures de dégradation ou encore la volatilité.

Les analyses thermogravimétriques ont été effectuées a 1’aide de I’appareil LINSES
PT1600.STA(Allemand) ATG/DSC. Une masse de 4 a 5 mg d’échantillon est déposée dans
une coupelle en alumine. Une thermo balance pese cette masse sous air .La vitesse de montée
en température est généralement de 10 ° C min™ de la température ambiante jusqu'a 800 °C
maximum. Les termogramme et ces dérivées (DTA) obtenus sont représentés dans les
figures ci-apres.

Trois températures caractéristiques peuvent étre repérées : la température pour laquelle
on enregistre une perte de masse de 1 % du matériaux et qui est considérée comme la
température de début de dégradation et notée T -1 % ou Tonset ( TO) : la température final de
dégradation notée Tf et la température pour laquelle la vitesse de dégradation est maximal est
notée Tmax cette température caractéristique est déterminée a partir du tracé de la dérivé
premiere par apport au temps de la courbe de masse résiduelle.

Les tableaux suivants rassemble les données caractéristiques des MIPs et NIPs obtenu

a partir des termogrammes ATG et ces dérivée.
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Figure A.1 : termogramme ATG de MIP1 et sa dérivee

Tableau A.1 : Données caractéristiques de dégradation du MIP1

Etape n TnO (°C) Tnf (°C) Tmax(°C) Am n(%)
1 130 219 188 23
2 219 253 236 60

253 429 348
3 429 563 524 17
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Figure A.2 : termogramme ATG de MIP3 et sa dérivée

Tableau A.2 : Données caractéristiques de dégradation du MIP3

Etape n Tn0 (°C) Tnf (°C) Tmax(°C) Am n (%)
1 144 224 188 21
2 224 362 342 62
342 451 398
3 451 578 519 17
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Figure A.3 : termogramme ATG de MIP4 et sa dérivée

Tableau A.3 : Données caractéristiques de dégradation du MIP4

Etape n Tno (°C) Tnf (°C) Tmax(°C) Am n (%)
1 178 225 189 14
2 225 379 351 72
379 451 398
3 451 578 528 15
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Figure A.4 : termogramme ATG de MIP5 et sa dérivee
Tableau A.5 : Données caractéristiques de dégradation du MIP5 et sa derivee
Etapen TnO (°C) Tnf (°C) Tmax(°C) Am n (%)
1 144 233 183 12
2 233 367 357 75
367 451 404
3 451 571 524 13
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Figure A.6 : termogramme ATG de NIP3 et sa dérivée

Tableau 3 : Données caracteéristiques de dégradation du NIP1

Etape n Tn0(°C) Tnf (°C) Tmax(°C) Am n (%)
1 4
2 244 377 354
377 451 398 80
3 451 578 528 16

Analyse par la calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

Les études calorimétriques ont été réalisées par Analyse Enthalpie Différentielle a
I'aide d'un calorimetre DSC Q2000 (TA Instruments), équipé d'un bloc de refroidissement
(RCS) pouvant operer jusqu'a la température de-90 °C, un four jusqu’a 400C° et un générateur
d’azote pour donner un milieu inerte dans le four. Dans cette partie la DSC a été utilisé pour
déterminer les températures de transition de phase pour les matériaux NIPs et MIPs. Un

standard (l'indium) a été utilisé pour calibrer I’appareil.
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Les figures ci-aprés montrent les thermogrammes DSC des films NIP3 et MIP3
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Figure A.7 : termogramme DSC de NIP3
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Figure A.8 : termogramme DSC de MIP3
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Annexe2

Caractérisation MEB
Afin de mettre en évidence 1’effet de pourcentage de réticulation et la présence du

solvant porogéne sur la morphologie de la surface, les matériaux NIPs et MIPs ont été

analysés par MEB.
Dans ce travail, nous avons utilisé un microscope Inca X-act (Oxford instruments)

L’appareil fonctionne sous une tension d’accélération des électrons variant de 5 a 20
kV. Pour une tension de 20 KV. Afin d’éviter I’effet de charge (cas de certains matériaux

organiques), nos échantillons sont métallisés par un dépot d’or.

FigureA.9 : Appareillage de Microscope Electronique a Balayage (MEB).

L’observation microscopique de la surface des polymeéres a empreintes moléculaires
obtenue dans ces conditions, a révélé la présence d’une structure poreuse avec des sections de

pores de dimensions différentes dans les couches minces de MIP.

114




Annexes

Les figures suivantes représentent les clichés obtenus.

NIP3 (1/4/4) MIP3 (1/4/4) apres extraction de APP

a) Effet de I’insertion de la cible

NIP3 (L1/4/4) NIP1 (1/4/2)

b) Effet du taux de réticulation
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MIP5 (1/4/8) MIP6 (1/4/8)

c) Effet du solvant porogéne

Figure A.10 : Clichés MEB des films NIPs et MIPs avec des épaisseurs de [’ordre de 80 um :
a) Effet de ['insertion de la cible, b) Effet du taux de réticulation, c) Effet du solvant porogene

En se basant sur les clichés MEB, on peut dire que la caractérisation MEB nous a
pas permis de distinguer 1’effet des différents parameétres sur la porosité des polymeres
obtenus. Pour cela nous avons pensé a faire une caractérisation avec le microscope a force
atomique (AFM).
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Annexe3

Caracteérisation AFM

L’ AFM utilisé dans cette étude est de type Flex- AFM (nanosurf), La téte de balayage
est connectée au contréleur C3000. L'option vidéo FlexAFM intégre deux caméras pour une
vue de dessus et de coté paralléle, ce qui permet de trouver rapidement une zone d'intérét et de
rapprocher le levier de la surface avant I'approche finale. La figure montre une photographie

de I’appareillage utilisé. La surface analysée varie entre 2 et 16 um.

Figure A .11: Appareillage AFM.

Les résultats AFM présentés ci-dessus sont obtenus pour les compositions
APP/BUA/HDDA pour différents taux de réticulation en absence et en présence du solvant
porogene (chloroforme).a titre de rappel les films polymeéres ont été obtenus par la méthode
de sandwich entre une lame de verre et une feuille PET.
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Figure A.12 : micrographes AFM des films MIP1 et NIP1
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Figure A.13 : micrographes AFM des films MIP2 et NIP2
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Figure A.14 : micrographes AFM des films MIP3 et NIP3
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Figure A.15 : micrographes AFM des films MIP4 et NIP4
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NIP5 (1/4/8)

MIP5 (1/4/8)

Figure A.16 : micrographes AFM des films MIP5 et NIP5
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Figure A.17: micrographes AFM des films MIP6 et NIP6
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Abstract

This work comprises an elaboration of novel molecularly imprinted polymers (MIPs) films by non-covalent approach in
presence of phenoxypropionic acid (PPA) as an analogue of 2,4-D herbicide. MIPs were prepared by photo-polymerization
of a mixture containing the n-butyl acrylate (BuA) as monomer, 1,6 hexanediol diacrylate (HDDA) as cross-linker, PPA as
template, 2-hydroxy-2-methyl-1-phenyl-propane-1-one as photoinitiator and chloroform as porogenic solvent. The computer
modelling and '"H NMR analysis confirmed the presence of non-covalent hydrogen-bonding interactions between the template
molecule and the monomer in pre-polymerization complex. Imprinted and non-imprinted polymers (NIPs) were character-
ized by infra-red spectroscopy (IR), thermogravimetric analysis (TGA) and atomic force microscopy (AFM) techniques.
The template extraction from MIP and the recognition properties of NIPs and MIPs were performed by gas chromatography
(GC). The binding characteristics of MIPs, after removing the template were evaluated using equilibrium binding experi-
ment and compared them with the corresponding NIPs. To acquire a maximum specific binding, factors such as the amount
of polymer film, template concentration and cross-linking density were varied. In all cases, the binding experiment showed
that the PPA imprinted polymer had better recognition ability than the non-imprinted polymer. As a result, MIP gave higher
imprinting effect at higher cross-linking density and lower PPA concentration when using 6 mg of polymer film mass. The
resulting dummy MIPs exhibited selective recognition and satisfactory adsorption capacities of 2,4-D in the solvent used
for polymerization.
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Introduction

Detection and adsorption of trace level residues of pesticides
have attracted the interest of researchers for their toxicity
and health risks. Indeed, due to the widespread use of vari-
ous insecticides, fungicides, and herbicides in agricultural
fields, residues of these chemicals have been found in soil,
drinking water, and agricultural products [1, 2]. One of the
most widely used herbicides is 2,4-dichloro-phenoxyacetic
acid (2,4-D), which acts as a plant growth regulator [3, 4].

Nonetheless, due to its endocrine disrupting activities and
cancer risk, its presence in food and the natural environment
can cause serious harm to humans and animals [5-7]. As the
World Health Organization (WHO) has set the maximum
limit for 2,4-D contamination of drinking water at 30 pg/L
[8], it is essential to have sensitive methods for detecting
residual 2,4-D. HPLC and GC/MS methods are traditionally
used to monitor the presence of 2,4-D in the environment [9,
10]. These methods have some drawbacks, including high
costs, sample pretreatment (derivatization) and time con-
straints. To overcome these main limitations, molecularly
imprinted polymers (MIPs) have been used to detect 2,4-D
in a more efficient and sensitive approach.

The technology for obtaining MIPs is based on the for-
mation of a complex between a template and a functional
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monomer in a selected solvent that acts as a porogen. The
complex is then polymerized by thermal or photoinitiation in
the presence of a cross-linker to obtain a three-dimensional
polymer network. The template is subsequently removed
from the polymer structure, resulting in the formation of
specific binding sites [11]. The recognition of the template
molecule is based on the presence of cavities left, in MIPs
materials after the template molecule has been removed.
These cavities are comparable to the template in terms
of shape, size, and functional groups [12—-14]. The use of
MIPs for the selective detection of 2,4-D has many benefits,
including very high specificity, very sensitive detection, and
the possibility of reusing these polymers due to their remark-
able stability.

Recently, special attention has been given to the use of
MIPs in food quality control for efficient extraction of pesti-
cide residues due to their specificity and sensitivity. In fact,
many sensors have been successfully developed as pesticide
detection materials mainly by electrochemical and optical
responses, amongst others. Sensors exhibit several outstand-
ing benefits, such as high selectivity and sensitivity as well
as quick and simple on-site detection.

Over the past five years, the number of high-quality publi-
cations on MIP sensors for pesticide detection has increased
significantly. The most commonly used detection methods
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are: colorimetry, fluorescence, surface plasmon resonance,
chemiluminescence and surface enhanced Raman spectros-
copy [15-17].

To improve binding efficiency, magnetic MIPs (MMIPs)
have also received much interest, especially for the identifi-
cation of contaminants in complex analytes at low concen-
trations. Although there are many distinct polymerization
processes used to create MMIPs, the concepts are generally
the same. To ensure the response of MMIPs to an external
magnetic field, it is necessary to add an additional mag-
netic element in their elaboration. Regarding the advantages
of MMIPs, Wang et al. [18] and Meseguer-Lloret et al.
[19] have developed an MMIP for pesticide detection; the
obtained materials show high affinity and excellent selectiv-
ity for phenoxy acid herbicides. In the same framework, the
molecularly imprinted membrane (MIM) has also attracted
many research groups to study the usefulness of the mem-
brane technology integrated with the sensor system.

Interestingly, MIP-(bio) sensors are new tools that have
distinct qualities including quick, sensitive, effective, and
portable detection. Enzyme-based biosensors for pesticides
detection have been widely developed among them, and
some of them have even reached commercialization [20, 21].

The MIPs are generally made of methacrylic esters and
vinylpyridine as functional monomers, which can be ther-
mally or UV polymerized [22] in the presence of dimeth-
acrylate as a cross-linking agent. The formats of MIP may
differ depending on the polymerization process: bulk polym-
erization produces monolithic irregular particles after grind-
ing whereas suspension polymerization [23], precipitation
polymerization [24] and emulsion polymerization [25] pro-
duce well-defined spherical particles.

The actual challenge is the development of MIP in a thin
film format for use in miniaturized analytical system and
sensors [26—28]. This can be done by spin coating [29] or
by sandwich method [30] among others. The former method
allows a production of thin films of controlled thicknesses
but usually requires a viscous pre-polymerization mixture.
When using more volatile solvent and monomers, the sand-
wich technique is the preferred approach.

Good adsorptive capacities are frequently achieved by
preparing MIPs in monolith or bead form, although there
is a drawback by incomplete template extraction, compared
to the thin film format which shows more efficient target
removal. Often if the imprinted molecule (template) is toxic
and expensive, it can be replaced by cheaper and non-harm-
ful analogous. In addition, the “dummy template” is used to
avoid hindering the accurate and precise assay of the tem-
plate when working at low concentration [31-33].

Attempts have already been made to print herbicides into
polymers but conventional synthesis requires a high concen-
tration of cross-linking agent to produce a rigid structure that
does not allow the template or “dummy template” molecule

to move freely [34-36]. Therefore, the extraction of the
printed molecule cannot be fully achieved and its diffusion
within the polymer could be difficult.

In this paper, a new MIP thin film with weakly cross-
linked polymer based, for the first time on acrylic mono-
mer and cross-linker, was developed and characterized. The
ability of these materials to recognize 2,4-D analogue was
assessed using GC as an analytical method.

The paper deals with the elaboration of MIP films by radi-
cal photo-polymerization of mixture containing the n-butyl
acrylate (BuA) as monomer, 1,6-hexanediol diacrylate
(HDDA) as a cross-linking agent and 2-hydroxy-2-methyl-
1-phenyl-propane-1-one as a photo-initiator. The selected
dummy template is 2-phenoxy-propionic acid (PPA), which
is analogous to the herbicide (2,4-dichlorophenoxyacetic
acid). The imprinted polymers were prepared by non-cova-
lent method in the presence of chloroform as porogenic sol-
vent. Some non-imprinted polymers (NIPs) were also pre-
pared by the same procedure without the template molecule.
The pre-polymerization complex between a template and
monomer through hydrogen bonding interaction was inves-
tigated by computer modeling and confirmed by H' NMR
spectroscopy.

Non-imprinted polymers (NIPs) and imprinted polymers
(MIPs) were characterized by infrared spectroscopy, ther-
mogravimetric analysis (TGA) and atomic force microscopy
(AFM). The recognition properties of the obtained NIPs and
MIPs to PPA were evaluated by GC technique using the batch
binding method. Factors affecting rebinding were also dis-
cussed. The obtained results showed a specificity of imprinted
materials.
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Fig. 1 Chemical structures of reagents, a n-butyl acrylate, b 1,6-hex-
anediol diacrylate, and ¢ 2-phenoxypropionic acid
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Experimental
Reagents and chemicals

N-butyl acrylate (BuA), 1,6-hexanediol diacrylate (HDDA),
chloroform (99%), ethanol (99%) and acetonitrile (ACN)
(99%) were all provided by Sigma Aldrich (USA). 2-Hydroxy-
2-methylpropiophenone (Darocur) 1173 (97%) and 2-phe-
noxypropionic acid (PPA) (98%) were purchased from Ciba
(Switzerland). The chemical structures of main reagents are
illustrated in Fig. 1. All reagents were used without further
purification.

Methods and instruments
Modeling and simulation

All calculations were performed with the Gaussian 09 pack-
age [37]. The most stable geometries of all species (monomer,
template, complex) were obtained using density functional
theory DFT-B3LYP/6-31G (d,p) [38].

The binding energy for analysis of the hydrogen bonding
interaction is obtained using the following equation:

AE = E(complex) - [E(templale) + E(monomer)] (])

Ecomplex) 18 the total energy of the template-monomer;
Eemplate) a1 Eponomer) are the total energies of the template
and the monomer, respectively.

The stabilization interaction energy, Effj*, were per-
formed using natural bond orbital (NBO 3.1) program imple-
mented in the Gaussian 09 package at the DFT/B3LYP/6-
31G (d,p) method [39]. The second-order perturbation
interaction energy, Egj*, represents the estimate of non-

covalent bonding-anti-bonding interaction.

n 2
i)
BO N )
' Sj* — &

i—jx

where, n, is the donor orbital occupancy, eiAand €, are
orbital bonding and anti-bonding energies and F is the off-
diagonal NBO Fock matrix element. o; and ajf" are the respec-
tive donor and acceptor natural bond orbitals.

Infrared spectroscopy

Fourier transform infrared (FTIR) spectra were obtained
by means of an Attenuated Total Reflectance (ATR) tech-
nique using spectrophotometer (Agilent Cary 640, USA).
All measurements were taken at room temperature. FTIR
spectra were recorded over the range of 500-4000 cm™" at
2 cm™! resolution and represented an average of 32 scans.
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"H NMR analysis

"H NMR analysis was conducted on a Bruker Avance III
400 NMR US + spectrometer, (Germany) (300 Hz) with 16
scans, at 300 K, using the deuterated chloroform (CDCl;)
as solvent and tetramethylsilane (TMS) as an internal refer-
ence. The 'H NMR spectra were analyzed with Masternova
software.

Thermogravimetric analysis

Thermogravimetric analysis (TGA) was performed using
TGA (LINSES PT1600 STAATG/DSC, Germany). The
analysis of the sample with an average mass of 5 mg was
carried out under air atmosphere from 25 to 700 °C, at a
heating rate of 10 °C/min.

Atomic force microscopy (AFM) analysis

Atomic force microscopy (AFM) analysis of the thin films
was conducted using a Flex-AFM (nanosurf, Switzerland),
operated on the tapping mode. The scanning head is con-
nected to the C3000 controller working at resonance fre-
quency <4 MHz. The Flex AFM video option integrates
two cameras for a parallel top and side view, which allows
quickly finding an area of interest and bringing the cantilever
closer to the surface before the final approach. The area of
2% 2 um? size was scanned for all samples and the obtained
images were treated using the Gwyddion software image
processing.

Films elaboration

NIPs and MIPs were prepared in the absence and presence
of the template, respectively. Several formulations were pre-
pared to show the impact of the amount of cross-linking
agent in the presence and absence of solvent, on the physico-
chemical properties and recognition efficiency of the result-
ing polymers.

Table 1 Composition of MIPs and NIPs formulations

Series Polymer films Mixture Mixture:CHCl,
PPA:BuA:HDDA (Volume ratio)
(mol%)
1:NIPs NIPla 0:4:4 3:1
NIP2a 0:4:8
NIP2b 0:4:8
2:MIPs MIPla 1:4:4 3:1
MIP2a 1:4:8
MIP2b 1:4:8
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The compositions of mixtures are described in Table 1.
Imprinted and non-imprinted films were produced using the
sandwich method. For this purpose, a glass mold of 10x 10
mm? with a thickness of 0.13 mm was fabricated. Next,
80 uL of pre-polymerization solution was deposited in the
center of the glass slide which was immediately covered
by polyethylene terephthalate (PET) film (23 um thick) to
avoid the inhibiting effect of oxygen. Finally, the whole was
exposed to UV radiation (A=365 nm, /,=0.7 mw/cm?) for
10 min and 15 min for the NIP and MIP films, respectively.
The resulting films had each a thickness of about 80 um.

Detection of PPA using gas chromatography-flame
ionization detector (GC-FID)

Removal of PPA from MIP films was performed using a gas
chromatography (GC Young Lin 6500, Korea) coupled to a
flame ionization detector FID.

The GC chromatogram of PPA solution containing an
internal standard was obtained using a Teknokroma TRB-5
column (a length of 30 m, a 0.32 mm inner diameter, and a
0.1 pm film thickness). The temperature program of the GC
oven was as follows: initial temperature of 60 °C held for
3 min, a heating rate of 13 °C/min to 190 °C followed by a
hold of 3 min. The temperature of the injector used in split
mode was adjusted to 250 °C. The flow rate of nitrogen, used
as the carrier gas, was 1 mL/min and the time analysis was
about 15 min.

Calibration curve for PPA was constructed by chroma-
tography of six acetonitrile solutions containing different
concentrations (0.2-2.0 mg.mL_l) of PPA and a constant
concentration (0.25 mg.mL™") of the internal standard
heptanol; 0.5 pL of each solution was injected into the
GC system.

GC calibration plot was obtained by least-squares lin-
ear regression analysis of the peak-area ratio, y, of PPA/
heptanol against concentration, x, of PPA. The plot was
linear in the studied range; its corresponding equation
was y=0.7995x — 0.0391 with correlation coefficient of
R*=0.9956.

For PPA extraction, the resulting MIPs films were
immersed in an acetonitrile-ethanol (90/10) (v/v) wash
solution for 2 h at room temperature. After drying the
supernatant, 6 uL of heptanol dissolved in 1 mL of ace-
tonitrile were added and the whole was analyzed by GC.
The procedure was repeated several times, changing the
wash solution every two hours. The washed MIP (wMIP)
was obtained when no PPA was detected by GC.

The choice of the wash solution was based on the ability
of the solvent to diffuse into the polymer and to remove
the target. As acetonitrile as an aprotic solvent, it does
not allow the complete extraction of PPA and it remains
"stuck" in the network. A modification of the composition

of the washing solutions was achieved by adding 10% by
volume of ethanol to the ACN solution to favor the extrac-
tion of the PPA [40].

Figure S1 shows the chromatograms of the first and last
template extractions from MIP2a. The dashed line corre-
sponds to the chromatogram of the first template extraction
from MIP2a. It shows the peaks of the PPA solution in pres-
ence of heptanol as internal standard and acetonitrile as a
solvent where no interference was noted.

As PPA is released from MIPs, the characteristic peak at
12, 64 min begins to decrease until it disappears. In Fig. S1,
the solid line shows the complete disappearance of PPA after
the last extraction, indicating that the template is completely
removed from MIP2a films.

Results and discussion
Monomer-target interaction

The key step in the molecular printing process is the forma-
tion of a pre-polymerization complex between the template

Fig.2 DFT-B3LYP/6-31G (d, p) optimized geometries of the com-
plexes 1 (a) and 2 (b). (Oxygen atoms in red, carbon atoms in gray,
hydrogen atoms in white)
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Table 2 Computational modeling data for complexes template-mon-
omer 1 and 2: binding energy, AE (kcal/mol), and bond length, r (A)

Fou 7o u Binding  Stabilization energy (AE®)
energy
(AE)
Template  0.975
Complex 1 0.995 1.758 -14.18 LP(2 s) Ocogy—0*on: 9.16
LP(2p) Oc—py— 0*0n:
16.16
Complex 2 0.987 1.873 -9.22 LP(2 s) Oc_o)— 6*op:
10.74

LP(2p) Oyc_o)— 0% oyt 2.98

molecule and the functional monomer. Molecular modeling,
infrared, and 'H NMR analysis were used in this study to
assess the formation of intermolecular hydrogen bond in
the complex between the template molecule, PPA, and the
functional monomer, BuA.

Natural bond analysis

In the molecular printing, molecular modeling is widely
used to predict the formation of a pre-polymerization com-
plex (template-monomer) between monomers and the tem-
plate molecule [41]. Figure 2 shows two possibilities of
interaction corresponding to complexes 1 and 2. The first
one presents the carbonyl C=0 of monomer and acid proton
of PPA interaction and the second one corresponds to C—O
of monomer and acid proton of PPA interaction.

According to Table 2, after combining with the functional
monomer, the bond length of the template hydroxyl group
(OH) increases from 0.975 to 0.995 Ain complex 1 and to
0.987 A in complex 2. On the other hand, the complex 1 has
a shorter hydrogen bond length ry 1 (1.758 A) than that of
complex 2 (1.873 A). Consequently, the hydrogen bonding
interaction formed in complex 1 between the acid proton
and the oxygen atom of the carbonyl group of the functional
monomer is stronger than that formed in complex 2 with the
oxygen atom of the ester group.

The binding energies of complexes 1 and 2 are shown in
Table 2. Since the lower binding energy leads to a more sta-
ble complex, the hydrogen-bond in complex 1 (- 14.18 kcal/
mol) plays a more important role than in complex 2
(= 9.22 kcal/mol).

To simplify notation, numbers are assigned to the hydro-
gen bonding interaction, as represented in Fig. 2. According
to the NBO, interaction 1 involves the valence electron lone
pairs (LP (2 s), LP (2p)) of oxygen atom of C=0 group of
monomer and anti-bond orbital of O-H bond (6*y) of PPA.
Interaction 2 involves the electron lone pairs (LP (2 s), LP
(2p)) of ester group oxygen atom of monomer and anti-bond
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Fig. 3 IR spectra of BuA, PPA and mixture of BuA:PPA 4:1 in chlo-
roform in the range of 500-4000 cm™'. The insert shows the absorp-
tion band of C=0 in the range of 1680—1780 cm™!

orbital of O—-H bond (6*y) of PPA. The stabilization ener-
gies, EP, of these two interactions are given in Table 2. As
can be seen, the stabilization energy, E¥, caused by LP(2p)
O(c=0)— 6%y interaction 1(16.16 kcal/mol) is greater than
that of LP(2p) O ¢_g,— 6%y interaction 2 (2.98 kcal/mol).
The orbital interactions involving the first lone pair LP (2 s)
of oxygen atom are similar in both complexes (~ 10 kcal/
mol). According to this result, the interaction 1 (complex 1)
is supposed to form a stable complex.

Infrared spectroscopy analysis

Interaction studies were also carried out by ATR-FTIR
and 'H NMR spectroscopy techniques but in this case, a
minimum volume of chloroform was used to dissolve the
monomer and PPA mixture more efficiently. The choice of
this solvent and its added volume were recommended in
order to avoid destroying the previously established inter-
actions in the complex. Furthermore, chloroform has a
low dielectric constant (4.8) which promotes the formation
of hydrogen bond donor—acceptor complexes [42—44]. In
this context, it was clearly demonstrated that decreasing
the dielectric constant of the porogenic solvent used for
the complexation between the monomer and the template
increased the uptake efficiency. Amaly et al. [45] explained
that polarity has a significant impact on the interactions
between the monomer and the target and consequently on
the structure of the imprinting sites in the MIP. Solvents
with high polarity show maximum interaction with the
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Fig. 4 'H NMR spectra of BuA, PPA, and mixture of BuA:PPA 4:1
in CDCl,

Table 3 Proton chemical shift (ppm) of BuA, PPA, and mixture of
BuA:PPA 4:1 in CDCl,

Chemical shift

(ppm)

PPA BuA BuA:PPA 4:1
HI (s) 9.31 9.06
H2 (s) 7.49 7.33
H3 (1) 7.06 7.00
H4 (d) 6.98 6.94
HS5 (m) 4.85 4.83
H6 (d) 1.73
Ha (t) 0.94 1.00
Hb (m) 1.42 1.42
Hc (m) 1.68 1.67
Hd (t) 4.16 4.16
He (d) 5.79 5.85
Hf (m) 6.13 6.19
Hg (d) 6.36 6.40

s singlet, d doublet, ¢ triplet, m multiplet

target and functional monomer, which reduces their ability
of interacting to form suitable imprinting sites.

From interaction studies by NBO, BuA monomer-PPA
template (M/T) ratio of 1:1 was sufficient although some
evidence did suggest that additional interactions may be
also occurring at high M/T ratio. Based on these findings,
ATR-FTIR and 'H NMR spectroscopy methods were used
to investigate the interaction of BuA and PPA at 4:1 ratio
which is the most commonly used for non-covalent inter-
actions and has often improved MIP selectivity [46, 47].
The shift of hydrogen donor and acceptor bands was used
to identify the formation of hydrogen bonding in FTIR

characterization [48-50]. Figure 3 shows the ATR-FTIR
spectra of BuA monomer, PPA template and the BuA:PPA
mixture with molar ratio of 4:1 in chloroform.

The ATR-FTIR spectra of BuA shows mainly the
C=0 stretching vibrations band and at 1718.26 cm™!,
the characteristic bands of C—O groups at 1193.72 cm™!
and the aliphatic stretching of the C—H band appeared at
2962 cm™'.

In the PPA spectra, the C=O stretching vibration band
appear at 1716.33 cm™!, the absorption of C=C aro-
matic band is observed at 1587.12 cm™' and the band at
3019.97 cm™! represents OH stretching vibrations.

In the case of BuA/PPA mixture, the intensity of C=0
stretching vibration band of BuA decreases and shifts to
1716.33 cm™!. This slight decrease in wavenumber and
intensity is to be expected as a result of intermolecular
hydrogen bonding between the carboxyl groups of PPA
and the carbonyl groups of BuA [18].

"H NMR study

"H NMR characterization is widely used in non-covalent
imprinting systems to study the monomer-template interac-
tion [51]. Because of local changes in the electronic environ-
ment, the interaction is characterized by a chemical shift in
NMR spectra.

The 'H NMR spectra of BuA, PPA and a mixture of
BuA:PPA with molar ratio of 4:1 in CDCl, are presented
in Fig. 4 and the chemical shifts of all protons are gathered
in Table 3.

The signal at 9.31 ppm is assigned to the deshielded pro-
ton of the carboxylic acid group (Fig. 4 and Table 3). The
addition of BuA molecules resulted in a slight shielding
effect, shifting the signal to 9.06 ppm. This is very likely
due to the formation of hydrogen bonds between the BuA
monomer ester group and the PPA carboxylic acid group. In
other words, a successful complex formation is suggested, as
supported by the work of Vendamme et al. [52].

Polymers characterization
IR analysis of films

IR characterization was carried out to demonstrate the
consumption of the characteristic C=C double bond of the
monomer during photo-polymerization and to determine the
functional groups present in the MIP films before and after
template extraction.

Figure S2 depicts the IR spectra of NIP2a mixture and
the resulting NIP2a film as typical examples. In the spectra
of both NIP2a mixture and NIP2a film, the band centered
at 2946 cm™! is related to the deformation vibrations of the
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(—CH3;) groups and the strong absorption peak at 1719 cm™!
is attributed to the carbonyl ester group (C=0). The bands
at 1182 and 1154 cm™! are assigned to C—O function and
the peaks at 1637 cm™! and 809 cm™! are related to C=C
of monomer. Figure S2 shows a clear disappearance of
the C=C double bond at 1637 cm™~! and 809 cm™' after
10 min of irradiation, which explains the total conversion
of monomers.

ATR-FTIR spectroscopy was also used to analyze the
MIP films before and after several washes to assess the suc-
cessful insertion of PPA into the imprinted polymers and
also its extraction after the wash. Figure S3 illustrates the
spectral differences between PPA, MIP2a and wMIP2a.
The characteristic bands of PPA at 746 cm™' assigned to
the aromatic.

C-H stretching vibrations, at 1587 cm~! are related to
the aromatic C=C bond and at 3060 cm~! characterizing
OH stretching vibrations, clearly appear in the spectra of
MIP2a and disappear in that of washed MIP2a (wMIP2a).
This result suggests that PPA was assembled and loaded
during polymerization (MIP2a) and released during several
washes (MIP2a) [53].

Thermal analysis

The thermal stability and degradation steps of the resulting
polymers were determined by thermogravimetric analysis
(TGA). This method is based on monitoring the weight of
the sample during a thermal program (i.e., heating the sam-
ple) in a controlled ambient atmosphere. Therefore, TGA
was included in this study to complement and support the
interpretation of the results obtained by FTIR spectroscopy.

PPA
MIP2a film
wMIP2a film
NIP2a film

B

>

L

X

<

2

(0]
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Fig.5 Thermogravimetric analysis curves of MIP2a, NIP2a, wMIP2a
and PPA
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The films of MIP2a, wMIP2a and NIP2a and the PPA
template were heated from 25 to 700 °C with a heating rate
of 10 °C/min and the decomposition temperature was deter-
mined from the beginning of the sample weight loss which
corresponds to the thermal decomposition. The respective
thermograms are presented in Fig. 5 allowing comparison
of MIP, wMIP and NIP materials.

As can be seen in Fig. 5, the decomposition curve cor-
responding to MIP2a films exhibits three degradation steps.
The first thermal event reveals a weight loss in the tem-
perature range of 150-300 °C, this degradation is attributed
to the decomposition of PPA, which is more visible in the
156-304 °C range in the decomposition curves of PPA when
analyzed individually. The absence of this degradation step
in the case of NIP2a, wMIP2a films confirms the absence of
PAA in the latter [54]. The second degradation step, which
occurs in the temperature range of 280—460 °C is common
to all systems and is attributed to polymer decomposition.
The last degradation step, which is due to the degradation of
organic residue at temperatures ranging from 450 to 600 °C,
is similar with all the obtained polymers. It can be men-
tioned that the MIP2a film is the most sensitive, due to the
presence of PPA which is decomposed first.

AFM characterization

Scanning force microscopy (AFM) was used to investigate
the surface roughness and pore creation in polymer films
for NIP2a, NIP2 and wMIP2a, in order to demonstrate
the impact of the absence of solvent and template on film
topographies.

Figure 6 depicts AFM images of NIP2b, NIP2a, and
wMIP2a over a 2 x 2 um? area, with the darkest regions rep-
resenting the pores and the lightest regions representing the
peaks [55, 56]. Figure 6a and b show 2-D and 3-D images of
NIP2b surfaces over an area of 2 X2 um?>. The color density
depicts the vertical profile of the polymer film once more,
with the peaks (highest points) appearing as light regions
and the pores (valleys) appearing as small dark areas. AFM
images of NIP2b show small grains in addition to pores,
indicating that the lack of a porogenic solvent in a formula-
tion with high cross-linker content promoted a phase separa-
tion within the network during polymerization. This phase
separation was not observed in NIP2a, which appears to be
homogeneous.

The observed heterogeneity in the case of NIP2b suggests
that the solvent is a crucial component to obtain homogene-
ous films. Based on these findings, the MIP2b and NIP2b
films from the recognition tests were eliminated.

NIP2a and wMIP2a were characterized using AFM to
demonstrate the effect of the presence of a template mol-
ecule on topography of polymer films. From Fig. 6¢ and e,
it was possible to obtain the mean roughness values of the
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Fig.6 AFM 2D images (first raw), 3D images (second raw), of NIP2b (a, b), NIP2a (c, d) and wMIP2a (e, f)

polymers using Gwyddion AFM software. Two roughness
parameters were considered in relation to the cross-section
profiles of the surface to quantitatively evaluate the surface
properties, including the average roughness (Ra) and the
root-mean-squared roughness (Rrms) which are proportional
to the roughness of the surface.

Both the control and imprinted films seemed to have bet-
ter surface uniformity (Fig. 6¢c—f, respectively), confirming
the importance of porogenic solvent in the formation of
homogeneous films.

For roughness properties, the wMIP2a has Ra and Rrms
of about 0.511 nm and 0.648 nm, respectively, while the
NIP2a has Ra and Rrms of 0.138 nm and 0.181 nm.

The roughness data show that a wMIP2a film is clearly
rougher than NIP2a film. This apparent roughness in the
case of wMIP2a may be attributed to the cavities created
by PPA molecules and thus considered as potential sites for
PPA adsorption [57].

Binding properties

To show the effect of polymer amount (mg), template
concentration and cross-linking density, the evaluation of
wMIPs and NIPs adsorption behavior towards PPA is out-
lined and discussed in this study. The latter is based on bind-
ing experiments which is extremely useful for validating the

sensing ability of MIP films [26, 58, 59]. The GC technique
was used for this and all experiments were performed in
triplicate.

After incubation, the supernatant was collected and dried
with a pump before being dissolved in 1 mL of ACN con-
taining constant concentration of heptanol for GC analysis.
Equation 3 was used to calculate the concentration of PPA
adsorbed on NIP and wMIP films at equilibrium.

m

3

where Q is the binding capacity of films, (g PPA/g film);
C;(g/L) and Cf (g/L) are the initial and final concentrations
of PPA; V(L) is the initial volume of the solution; m (g) is
the amount of the polymer film.

The imprinting effect illustrated by imprinting factor
(IF) value which was calculated as the ratio of the binding
capacity of the washed imprinted polymer, O, \p. OVer
that for non-imprinted polymer, Q;p. At each rebinding
test, IF was calculated using Eq. (4).

IF = QWMIP
QNIP

Experimentally, it was observed that using the same sol-
vent for polymerization as that used during the rebinding

“
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Fig.7 Effect of film mass on adsorption capacity, [PPA]=1.0 mg.
mL™!

step improves the diffusion of the template to the recog-
nition sites, as the polymer matrix conserves a kind of
"memory effect" regarding its swelling properties. How-
ever, in this study, acetonitrile was used as a solvent
instead of chloroform. This choice is based on the high
polarity of acetonitrile which allows it to interact with
the target and facilitate its entrainment and insertion into
the cavities formed during polymerization, thus increas-
ing the specificity of the MIP films [60]. Several examples
have been cited in the literature where the polymerization
solvent and the rebinding study can be different [61, 62].

Effect of polymer content

To highlight the effect of polymer content (mg) on adsorp-
tion capacity of the obtained polymers, a recognition study
was performed for NIP2a and wMIP2a films in presence of
PPA (1.0 mg.mL™"). When the mass of polymer introduced
in 1 mL of the solution was less than 6 mg, it was found
that the results were not reproducible and moreover the low
masses became difficult to handle. For this reason, the poly-
mer masses of 6 and 8 mg were chosen to provide repro-
ducible results and even significant adsorption capacities.
Figure 7 depicts the binding capacity of wMIP2a and NIP2a

Table 4 Binding capacities and imprinting factors for wMIP2a:NIP2a
polymer films

Polymer amount (mg) Q (mg.g™")

wMIP2a NIP2a IF
39.75 16.87 2.35
8 42.31 26.45 1.59

gslppl @ Springer

to PPA after 6 h of incubation. It suggests that the imprinted
polymer has higher affinity for PPA than the non-imprinted
polymer as evidenced by the amount of PPA retained in the
wMIP is considerably higher than the corresponding NIP.
The ability of wMIP to retain the template is explained by
formation of specific cavities on the surface of this poly-
mer, whereas the NIP films only allow the quantification of
non-specific interactions with the template, which generally
occur on their surface.

Theoretical investigations conducted by Hijazi et al.
confirm that MIP polymers have more uniform binding site
energies, and these sites have higher affinities and stronger
binding energies to analytes [26].

Neusser et al. [63] have recently conducted further
research in which they reported differences between MIPs
and NIPS in pore interconnection. The authors used 3D
FIB/SEM tomography to examine the porosity of MIPs and
found that MIPs had more interconnected pores than NIPs,
which had smaller interconnected areas. They also observed
that the pore volumes of MIPs were 34% and 35% higher
than that of NIPs. The high pore size of MIPs thus supports
the formation of specific cavities within the polymer matrix
due to the use of a template during polymerization.

The adsorption capacity of wMIP films for PPA increased
significantly when the amount of polymer was increased
from 6 to 8 mg at the considered template concentration
as presented in Fig. 7. The increase in adsorption capacity
with increasing the amount of polymer is expected due to
the large adsorbent surface area and the increase of effec-
tive binding sites. Similar trends to our findings have been
reported before by both Aarab et al. [64] and Annamma et al.
[46].

According to the IF value given in Table 4, wMIP2a
with a polymer mass of 6 mg has the highest imprint factor.

504 [ wMIP2a film
[ NIP2a film
40
Pb? 30 1
(o))
£
o 20 1
10
O -
T T 1 /,I'/
0.5 (mg.mL") 1.0 (mg.mL"")

PPA concentration (mg.mL")

Fig.8 Effect of PPA concentration on adsorption capacity in pres-
ence of NIP2a:wMIP2a films
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Table 5 Binding capacities and imprinting factors for wMIP1a:NIP1la
and wMIP2a:NIP2a polymer films

Adsorbent 0 (mg.g™) IF
[PPA]=0.5 (mg.mL™")
wMIPla 21.86 1.14
NIPla 19.17
wMIP2a 6.43 6.77
NIP2a 0.95
[PPA]=1.0 (mg.mL™!)
wMIPla 100.49 1.64
NIPla 60.96
wMIP2a 39.74 2.35
NIP2a 16.87
140 e wMIP
wMIP1a:NIP1a NP
120
100 4
© 80
(9]
£
o 60 | wMIP2a:NIP2a
40 4 wMIP1a:NIP1a
201 wMIP2a:NIP2a
01 ’{—'_I_\ Ll
T T T T T 77 T T T T T
0.5 (mg.mL") 1.0 (mg.mL™")

PPA concentration (mg.mL™)

Fig.9 Effect of cross-linking density on adsorption capacity in pres-
ence of NIPla:wMIP1la and NIP2a:wMIP2a films

This result can be explained by an increase in the number
and distribution of binding sites as the amount of polymer
increases, which subsequently favors the adsorption of PPA
molecules on specific and non-specific binding sites [46].
In the following section, the polymer mass of 6 mg was
selected as an adsorbent with optimal properties, for the
recognition test.

Effect of PPA concentration

In order to show the effect of PPA concentration on the
adsorption capacity of NIP2a and wMIP2a films, an amount
of 6 mg of NIP2a or wMIP2a was put into acetonitrile solu-
tions of PPA. Figure 8 shows the amount of PPA bound in
wMIP2a and NIP2a films in presence of two PPA concentra-
tions (0.5 and 1.0 mg.mL™").

The imprinted films fixed or adsorbed more PPA than
the non-imprinted films for the both concentrations, may

confirm the successful imprinting process. In addition,
the PPA amount in NIP and wMIP increased with PPA
concentration.

The presence of specific and non-specific binding sites
is one of the most important drawbacks of a non-covalent
approach; this heterogeneity has a significant impact on the
MIP imprinting properties. Hence, the increase in adsorption
capacities with PPA concentration is due to the adsorption of
PPA on both high and low affinity binding sites. This obser-
vation is consistent with the findings of Hillberg et al. [62].
Table 5 summarizes the imprinting factors for each experi-
ment where a high IF values were obtained. It generally indi-
cates the efficiency of the printing method and indicates that
selective interactions prevail over non-selective interactions
in the polymer films. However, the decrease of IF values
with increasing PPA concentration is due to heterogeneous
binding on the available sites (imprinted and non-imprinted),
resulting in non-specific adsorption. These findings also con-
firm that at low PPA concentration, the affinity of PPA to
bind to specific sites exceeds non-specific binding [48, 65].

Effect of cross-linking density

To underline the effect of cross-linking density in bind-
ing tests, some recognition studies were carried out in
presence of NIPla:wMIPla and NIP2a:wMIP2a for PPA
concentrations of 0.5 and 1.0 mg.mL ™!, respectively. The
binding capacities of NIPla:wMIP1la and NIP2a:wMIP2a
films are presented in Fig. 9 which shows a significant
difference in retention capacity between MIPs and NIPs,
for both considered cross-linking densities and concentra-
tions. This indicates the high efficiency of the imprinting
process since the amount of PPA adsorbed in the presence
of wMIP1a:NIP1a film ratio was approximately twice that
adsorbed by MIP2a:NIP2a films.

This could be attributed to the rigidity of the polymers
formed since the cross-linking density is high in the case of
wMIP2a:NIP2a, which may limit the diffusion of PPA mol-
ecules to the polymers. This result is consistent with other
findings showing that the adsorption capacity of polymers
increases when the cross-linking density decreases [66]. On
the other hand, the IF for NIP2a:MIP2a is much higher than
the IF for NIP1a:MIP1a. All values are gathered in Table 5.

Due to the stability of recognition sites of imprinted
polymer, it is expected that the polymers with a high cross-
linking density have the highest IF. Selectivity is generally
favored in the presence of high cross-linker content to pre-
serve the cavity shape after template removal.

Interestingly, this study has shown that the use of a low
amount of cross-linker can have an imprinting effect even
though the high template/monomer/cross-linker (1:4:20)
[53] is widely used, in the creation of MIPs. In addition,
the template/monomer/cross-linker (1:4:8) gives films with

gslppl @ Springer
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Fig. 10 Selectivity of wMIP2a towards PPA and 2,4-D

good binding behavior for the 2,4-D analogue. Thus, the
preparation of acrylate thin films could be promising poten-
tials for the development and fabrication of sensors or other
applications.

Adsorption tests for 2,4-D

In this part, we underline the binding capacity of MIPs
films toward 2,4-D molecules in presence of solvent used in
polymerization step.

After the optimization of experimental conditions includ-
ing the cross-linking density, the amount of polymer and the
template concentration, the adsorption tests have been made
for 6 mg of wMIP2a in presence of PPA and 2,4-D dissolved
in chloroform.

In order to avoid the derivatization of 2,4-D molecules
the rebinding tests were achieved by means of UV tech-
nique. The analysis was performed on an Analytik Jena
SPECORD/200 spectrophotometer using quartz cells. For
this, the concentrations were determined using a calibration
curves established for the PAA and 2,4-D molecules with
a regression coefficients of 0.995 and 0.999, respectively.
Figure 10 depicts the amount of PPA and 2,4-D bound to
wMIP2a films.

When compared the adsorption capacities in presence of
PPA and 2,4-D, the wMIP2a films display a good recogni-
tion for 2,4-D molecules in chloroform as rebinding solvent.

(b) .

)
J“‘J 2 90

Fig. 11 DFT-B3LYP/6-31G (d, p) optimized geometries of com-
plexes 1b (a) and 2b (b)

These results confirm that the complex formed in the
presence of PPA as a dummy template and BuA as a func-
tional monomer leads to the formation of specific sites for
the recognition of 2,4-D, and that adsorption occurs not only
on the cavities formed during polymer formation, but also
on the functionalized sites formed in the presence of PPA.
Furthermore, the high value of binding capacity in the pres-
ence of 2,4-D means that the binding of the analyte to the
MIPs results from specific binding interactions, confirming
that the insertion of 2,4-D molecules is not only governed
by the shape and size of the three-dimensional cavities but
by the strength of the interactions between the template and
the functional groups.

Based on the structure of 2,4-D which is similar to PPA
in the acid part and different in the aromatic part by the
addition of chlorine atoms, we may suggest that the chlorine

T'o.H (A)

Binding energy
AE (kcal./mol)

Stabilization energy
AE® (kcal/mol)

Table 6 Computational A
. rop (A)
modeling data for complexes
template-monomer 1b and 2b:
binding energy, AE (kcal./mol), (RCO,H) 0.976
and bond length, r(A) Complex 1b 0.997
Complex 2b 0.988

1.738

1.849

~15.28 LP(2'5) O,c_g)—>6* O-H: 10.17
LP(2p) Oyc_q,—>0* O-H: 17.44
~09.92 LP(2'5) O,c_y—>0* O-H: 11.17

LP(2p) O(c_o)— 6% O-H: 04.02
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atoms area is crucial in recognition of the binding cavity.
The relevance and importance of halogens as recognition
components has been previously proved by Baggiani et al.
[67].

In order to confirm the presence of strong interactions
in the case of 2,4-D, a molecular modeling was used to cal-
culate the binding energy between the monomer BuA and
2,4-D. The structures of the template-monomer complexes
were simulated to study the recognition mechanism. The
binding energies are given in Table 6 and complex structures
are given in Fig. 11.

Lower binding energy indicates stronger interactions,
which result in higher binding affinities in recognition step.
Comparing the energies given in Table 6 for (2,4-D/BuA)
with those of Table 2 for (PPA/BuA) complex, the stabili-
zation energies, E@, are lower in the case of (2,4-D/BuA)
complex, indicating a strong interaction exists between
2,4-D and BuA molecules.

In addition, the H-bond lengths in complexes 3 (1.738 A)
and 4 (1.849 A) are shorter than those in complexes 1 and
2, due to the presence of chlorine atom. This result can be
explained by the electron withdrawing of chlorine atom lead-
ing to an increase of monomer reactivity and stabilization of
monomer-template interaction.

The results presented in this part demonstrated the poten-
tial of using the PPA as a dummy template to create binding
sites that can selectively fix 2,4-D molecules. To highlight
the relationship between the template species and the result-
ing selectivity, further studies need to be conducted in pres-
ence of another molecule with a similar structure to 2,4-D.
To this end, investigations are currently underway in our
laboratory to find more efficient dummy molecules to obtain
selective polymers for the recognition of 2,4-D.

Conclusion

The current study optimized the conditions for herbicide
analogue imprinting. Computer modeling, and '"H NMR
analysis were all used to demonstrate the existence of a
hydrogen bonding interaction between PPA as a 2,4-D ana-
logue and BuA as a functional monomer.

The development of porous imprinted films and their non-
imprinted polymers was carried out by the sandwich method
in the presence of a solvent which is chloroform, in order to
develop PPA selective cavities.

Interestingly, the obtained thin films were characterized
by ATR-FTIR, TGA and AFM. Two main conclusions could
be deduced from IR spectra: firstly, complete polymeriza-
tion of pre-polymerization mixture was achieved; secondly,
the template molecule was successfully removed from MIP
films. The AFM images provided useful information on the
effect of a porogenic solvent and the final topography of

the resulting materials. TGA analysis revealed that all poly-
mers degrade in the same way and that PPA in the imprinted
polymers affects their thermal stability. Overall, adsorption
experiment results showed that the retention capacity of
wMIPs was higher than that of NIPs. Moreover, a decrease
in the imprinting factors (IF) was noticed when the PPA
concentration increased. In addition, polymer films obtained
with high cross-linking density exhibited a good imprinting
effect.

The outcomes obtained in this study indicated the feasi-
bility of using a structural analogue template for the devel-
opment of selective materials for 2,4-D recognition.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s13726-023-01143-2.
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Résumé

La technique de I’impression moléculaire permet d'obtenir des matériaux capables de fixer une molécule cible avec une
sélectivité importante du fait de la présence de cavités spécifiques. Dans le cadre de cette these, cette technique est employée
pour I’élaboration et la caractérisation des polyméres a empreintes moléculaires sous forme de films minces en présence de
plusieurs monomeres fonctionnels et I'évaluation de ces matériaux a reconnaitre I'nerbicide 2,4-D et son analogue APP.

Les polymeres ont été synthétisés suivant une stratégie d'impression non covalente basée sur la polymérisation radicalaire
sous irradiation UV. Le mélange réactionnel constitué de monomeres acryliques a savoir BuA,IBOA et HEA,HDDA comme
agent réticulant, le Darocur comme initiateur et en présence d’APP et 2,4-D comme molécules & imprimer et POAc comme
molécule de sélectivité. Le mélange réactionnel a été dilué dans un solvant porogéne le CHCI3 et I’ACN, Les interactions
non covalentes de type liaison hydrogéne dans le mélange de pré-polymeérisation entre la cible et les monomeres fonctionnels
ont été confirmés par La modélisation, la spectroscopie (FTIR-ATR) et I'analyse RMN -1H.

Les matériaux imprimés(MIP) et non imprimé (NIP) ont été caractérisé par la spectroscopie (FTIR) et le Microscope a Force
Atomique (AFM). Les caractérisations thermiques ont été faites par ATG, DSC. L’extraction ainsi que la réinsertion de la
cible en mode batch dans le réseau polymeére ont été suivies par chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la spectroscopie
UV. Ces MIPs présentent de bonnes propriétés d’adsorption vis-a-vis du 2,4-D et son analogue APP avec des facteurs
d'impression supérieurs a 1.

Mots clés : empreinte moléculaire, Couche mince, Capacité d’adsorption, Facteur d'impression.

Abstract

The molecular imprinting technique allows to obtain materials able to bind a target molecule with a high selectivity due to the
presence of specific cavities. In this thesis, this technique is used for the elaboration and characterisation of molecularly
imprinted polymers thin films in the presence of several functional monomers and the evaluation of these materials to
recognise the herbicide 2,4-D and its analogue APP.The polymers were synthesized using a non-covalent printing strategy
based on radical polymerization under UV irradiation. The reaction mixture consisted of acrylic monomers namely nBuA,
IBOA and HEA , HDDA as cross-linking agent, Darocur as initiator in the presence of APP and 2,4-D as printing molecules
and POAc as selectivity molecule. The reaction mixture was diluted in a pore-forming solvent CHCI3 and ACN, Non-
covalent hydrogen bonding interactions in the pre-polymerization mixture between the target and the functional monomers
were confirmed by modelling, spectroscopy (FTIR) and NMR -1H. The printed (MIP) and unprinted (NIP) materials were
characterised by spectroscopy (FTIR) and Atomic Force Microscopy (AFM). Thermal characterization was performed by
ATG and DSC. The extraction and re-insertion of the target the polymer network were monitored by gas chromatography
(GC) and UV spectroscopy. These MIPs show good adsorption properties towards 2,4-D and its analogue APP with
imprinting factor higher than 1.

Key words: Molecular imprinting, thin film, adsorption capacity, imprinting factor.
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