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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Le mot protéine vient du arec et veut dire "premier rana”, faisant allusion au role
primordial d'acteur principal, joué par la protéine dans le monde du vivant. Chacun de:
processus biologigues engage une ou plusieurs protéines, montrant la nécessité d'étudier les
propriétés régissant leurs modes de fonctionnement physico-chimiques et biologiques. Les
protéines agissent pour le maintien et le renforcement des structures biologigues, comme

cytosquelette et les tissus de soutien. E|les permettent & notre systéme de défense, d'identifier

et d’attaquer les corps étrangers. Elles transportent les aliments et ’oxygene vers les cellules.

Les enzymes protéiques servent a la catalyse des réactions chimiques, d’autres ont une

fonction motrice déterminant notre activité physique. Certaines protéines constituent les
éléments de base, pour la transmission de l'information entre le cerveau et les différente:

parties de notre corps.

Pour étudier leurs propriétés, les protéines devraient étre séparées selon un processus a
plusieurs étapes. Il faut d'abord prélever un échantillon du tissu en auestion. avant d'er
extraire les protéines, qui peuvent étre séparées par chromatoaraphie ou par électrophorése sur

gel. En chromatographie, les protéines sont séparées en jouant sur leurs migrations

différentielles dans un milieu formé d’une phase fixe (gel poreux) et d’une phase mobile

(€luant liquide). Elles sont séparées selon leur taille, la charge qu’elles portent ou par

adsorption sélective. En électrophorese. la séparation utilise la notion fondamentale du point
obtenu a pH donné, et correspondanta un nombre égal de charges positives et négatives sur la
chaine. Aprés leur séparation, les protéines sont découpées en peptides ou acides aminés, dont
il faut déterminer la compostion chimique et en déduire la séquence La structure

tridimensionnelle de la chaine sert a déterminer les mécanismes d’action et d’interaction au

sein de la macromolécule.

Les acides aminés de la protéine sont reliés par des liaisons peptidiques. 1l y a vingt

acides aminés dans les protéines humaines, contenant une fonction amine (NH;), une fonction



Introduction générale

acide carboxylique (COOH), un hydrogene et une chaine latérale R variable (Figure I. 1). Les
liaisons peptidiques entre acides aminés sont formées par des réactions de condensation, entre
les groupes carboxyles et amines des différents acides aminés. Les propriétés physico
chimiques des acides aminés, dépendent de la nature du groupement latéral R, qui peut étre
acide, basique, hydrophile ou hydrophobe.

Figure I. 1: Formule générale d’un acide aming.

Les protéines présentent quatre types de structure a complexité croissante (Figure 1. 2).

e La structure primaire correspond a la chaine d’acides aminés propre a la protéine
considérée.

® La structure secondaire est déterminée par les liaisons hydrogénes entre acides aminés
voisins et peut étre de type hélice® ou feuilletP .

® La structure tertiaire est tridimensionnelle et déterminée par une combinaison de la liaison

hydrogene, des interactions hydrophobe / hydrophile et d’autres liaisons non covalentes.

® Une structure quaternaire peut exister a travers des complexations de sous unités et des

liaisons non covalentes (hydrogéne, ionique, hydrophile / hydrophobe, van der Waals).

Hélice o
Feuillet B
&
“Acide amingés ~
Primaire Secondaire Tertiaire Quaternaire

Figure I. 2 : lllustration des différentes structures des protéines.
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On dénombre entre 20000 et 25000 types de protéines, alors que les modifications post -
traductionnelles comme [’acétylation, la phosphorylation et la glycolisation contribuent
encore plus a leur diversité. Dans les conditions physiologiques, les protéines se présentent a
I'état natif correspondant a une conformation compacte et de forme sphérique. la présence
d’un surfactant ou la fixation sur un liguant provoque un changement de conformation. La
rupture des interactions qui stabilisent leur conformation conduit a leur dénaturation et a la
cessation de leurs fonctions biologiques. Un changement de pH de la solution ou de la force
ionique, une augmentation de la température peuvent modifier les liaisons ioniques et

hydrogénes entrainant un changement de conformation.

Iy a plusieurs familles de protéines selon leurs fonctions biologiques. Les hormones
peptidiques sont des protéines de régulation, le collagene est constitué de protéines sous
forme de fibres simples et résistantes a la traction engendrant la rigidité des cellules. Les
immunoglobulines ou anticorps assurent la protection, ’hémoglobine est une protéine de
transport. On peut également citer les protéines de la contraction musculaire, les enzymes, le
plasma sanguin et les protéines du fluide biologique (albumine, fibrinogéne). Le renforcement
des membranes de protection, le transport d’oxygene, des peptides et d’autres molécules dans
le sang, la contraction musculaire, la communication cellulaire sont des fonctions vitales qui
existent grace au role empli par certaines protéines. Les protéines peuvent étre a I'origine de
nombreuses maladies, la formation du caillot sanguin est le résultat de I’action de fibres
protéiques. Les biotmarqueurs sont formés de protéines spécifiques a I"origine d’un mauvais
fonctionnement d’un organe ou du résultat d’un traitement. Le systéeme immunitaire
(anticorps), les enzymes, la neutralisation d’agents pathogeénes sont parmi les rdles

fondamentaux des protéines. C’est dire I'importance de la détection et de la séparation d gg
protéines.

L’analyse de ces protéines constitue actuellement un défi majeur pour la recherche
scientifique en vue d’élucider certaines maladies, de mettre au point de nouveaux
médicaments agissant sur des protéines cibles présentes dans les tissus des malades. Trois
grands types de techniques de séparation des protéines et des peptides sont couramment
utilisés:

e [’électrophorese sur gel : par focalisation isoélectrique (IEF, Isoelectric Focusing) ou au

sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis).
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® La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC, High Performance

Liquid Chromatography) : par échange d’ions, phase inverse ou exclusion stérique.

e L’¢lectrochromatographie : ¢lectrophorése capillaire (CE, Capillary Electrophoresis) et
électrochromatographie capillaire (CEC, Capillary Electrochromatography).
L’une des méthodes d’analyse les plus courantes est celle connue sous I’acronyme SDS .

PAGE (ou Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide Gel Electrophoresis). La version
bidimensionnelle consiste en un gel orthogonal présentant deux types de séparations

simultanées.

® La premiere dimension consiste a faire migrer les protéines selon leur point isoélectrique

dans un gradient de pH. Les protéines se déplacent sous I’action d’un champ électrique
jusqu’au point ou le pH correspond a leur pl.

® La seconde dimension consiste a séparer les protéines selon leur masse par électrophorese
en gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyl sulfate. Le SDS est un tensioactif
anionique qui se fixe sur les protéines et masque leur charge propre formant un complexe de

charge négative La séparation s’effectue alors en fonction de la masse des protéines, le gel de

polyacrylamide servant de matrice de séparation.

Les deux dimensions sont indépendantes, donnant a cette technique une grande
puissance de résolution pour de nombreuses especes de protéines, qui sont identifiées par une
coloration a I’aide du bleu de Coomassie, d’agents fluorescents, d’argent ou par marquage
radioactif. Les protéines apparaissent comme des taches dites spots avec une intensité
proportionnelle a leur quantité. Cependant, 1’électrophorése 2D présente des limites de

résolution et ne permet pas de séparer toutes les protéines d’une cellule. En particulier = |[q
séparation des protéines hydrophobes non solubles dans une solution aqueuse nécessite des
techniques complémentaires. Ainsi, la chromatographie en phase liquide présente la
possibilité de couplage avec la spectroscopie de masse et donne des résultats reproductibles
de haute résolution.

La diversité des phases stationnaires (particulaires, monolithes ou tubes ouverts) et la

variété d’éluants possibles (phase mobile) permettent la mise en ceuvre de différents

mécanismes d'interaction selon les besoins, en faisant intervenir soit les interactions par
échange d’ions, les interactions de volume exclu ou d'exclusion stérique, les liaisons

hydrogéne de la phase stationnaire. Les phases monolithiques offrent des avantages par

rapport aux phases particulaires, sachant que leur fabrication est plus aisée et donnent ce
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grandes performances séparatives." Les monolithes forment une structure continue avec
souvent une distribution bimodale de pores interconnectés. Les méso pores donnent au
support une surface importante et les macropores permettent une grande perméabilité pour le
mélange éluant / protéines et une perte de charge réduite dans les colonnes. L’un des
avantaages maieur de I'option monolithe dans le format capillaire, est le fait que la phase
stationnaire soit areffée d'une facon covalente sur la surface du capillaire, évitant ainsi le
recours aux frittés qui présente un grand inconvénient et des répercussions négatives dans le
rendement des colonnes.?3**

Les protéines sont le plus souvent séparées sur des colonnes monolithiques a base de
poly(styréne-co-di vinyl benzéne)®’ (PS-DVB)) et de poly(butyle méthacrylate-co-éthyléne di
méthacrylate) pour la séparation en mode phase inverse. Une faible résistance a I’écoulement,

permet une séparation a des débits élevés 8L ¢lectro chromatographie est une autre technique

de séparation basée sur le principe du pmpage électrocinétique. C’est une méthode de

séparation hybride située entre la chromatographie et I’électrophorése. Elle combine les
interactions avec la phase stationnaire comme en chromatographie et I’écoulement d’un fluide

sous 'effet d’un champ élec triqgue comme en électrophorése. Les phases stationnaires

d’électro chromatographie ressemblent a celles de la chromatographie classique en présence

de charges de surface produisant un flux électro osmotique.
La tendance actuelle est dans la miniaturisation des dispositifs de séparation et des
échantillons a analyser. Cette tendance est dictée par la nécessité d’un gain de temps et de

précision de I’analyse, de réduction du coflit et de préservation des espéces rares (disponibles

en trés petites quantités) comme c'est le cas de certaines protéines. Des colonne:
miniaturisées peuvent étre mises au point sur des capillaires de silice ou de polymeéres
(monolithes, tubes ouvert, polymeres a empreintes moléculaires). Cette évolution des

systémes séparatifs vers le¢ miniaturisation. a conduit a I’apparition de microsystemes

séparatifs comportant un réseau de canaux dont les dimensions sont typiquement de I’ordre de
la dizaine de micrometres, au sein desquels une étape d’injection, suivie d’une étape de
séparation et d'une étape de détection sont mises en ceuvre. Ces laboratoires miniaturisés sont
surtout utiles dans le domaine médical et servent a diagnostiquer certaines maladies.

D’autre part, comme les gels jouent un role de premier plan dans les techniques de
séparatigt des protéines, il est utile de les présenter d’une fagon succincte. Un gel est un état

de la matiére intermédiaire entre un liquide et un solide. lls servent dans de nombreuses

applications médicales, pharmaceutiques et peuvent étre utilisés en ingénierie tissulaire
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comme matériau de comblement (arthrose), en stimulant la prolifération cellulaire ou comme:
vecteur de principes actifs. Les tissus mous renfermant une grande quantit¢ d’cau sont

identifiés a des gels hydrosolubles ou simplement hydrogels. Les gels susceptibles de
répondre d’une fagon prévisibles a certaines sollicitations externes sont parfois appelés ” gels
intelligents”. Ces qgels peuvent étre sollicités sous plusieurs formes, comme un changement de
température (chauffage ou refroidissement selon la nature du gel) I’application de forces de
cisaillement, d’un champ électrique ou magnétique. Un exemple est dans le traitement ¢y

diabéte ou la variation du pH entraine un gonflement important du gel donnant lieu au largage

controlé d’insuline.

Dans ce travail, nous nous intéressons aux gels dans le contexte de la séparation des
protéines et donc du transport de ces macromolécules a travers les mailles du réseau. Ceci
implique que la taille de la maille doit étre bien choisie et adaptée a la taille des protéines. La
compatibilité entre le gel et ces protéines joue un réle déterminant dans la séparation. En
pratique et surtout pour des applications en chromatographie, des gels commerciaux sont

utilisés. Les gels sont parfois mélangés a d’autres especes macromoléculaires pour leur

donner des propriétés spécifiques comme une plus grande tenue mécanique ou des propriétés
optiques partfulieres. Partant d’une solution homogéne de monoméres, la gélification
intervient lorsque les monomeres voisins réagissent pour former des amas de plus en plus

grands. Le taux de formation du réseau varie avec le temps et au point de gel, la solution de

ppnomere initiale passe a 1’état de gel. Dans les gels physiques, les nceuds de réticulation ne
sont pas permanents et proviennent d’interactions physiques du méme ordre de grandeur que

I"agitation thermique. Ces aspects sont présents a travers les quatre ch gpitres que présente
cette these.

Cette thése comporte une partie importante portant sur I’ étude des colonnes capillaires a
base de polyméres. La motivation réside essentiellement dans les tendances actuelles a

concevoir des dispositifs de séparation des protéines miniaturisés et le développement rapide

des études de protéomique.

Ainsi, le chapitre 1 est consacré a une revue bibliographique de ce développement en
mettant 'accent sur les avantages présentés par les colonnes monolithiques a bas g (e

polyméres. Comme on le constate sur cette revue, un grand nombre de travaux sont consacres
a ce sujet trés récent et qui a connu des avancés significatives dans les dernieres années. Nous

passons en revue les différentes tentatives faites pour améliorer les performances séparatives

des systémes utilisés et diminuer toujours plus les tailles des dispositifs dans un soucide

6
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précision, de ciblage des protéines rares, de limitation des cots et des pertes d’échantillons et

d'utilisation des solvants. Nous comparons les résultats des différentes études parues dans l¢
littérature, nous analysons les effets des parametres pertinents ayant une influence sur les
performances et nous mettons I’accent sur les techniques de séparation qui s’apparentent a la
chromatographie liquide. Nous accordons également un intérét particulier aux aspects
morpholoaiques & létat sec par microscopie électronique, et a I'état humide en utilisant les
modéles hydrodynamiques appropriés.

Le chapitre 2est consacré a I’étude expérimentale des colonnes monglithiques a base de

metacrylate de lauryl (LMA) et leur caractérisation morphologiques et hydrodynamiques. La
partie expérimentale montre la nature et la composition des mélanges utilisés, les méthodes de
préparation des colonnes et en particulier la polymérisation in situ, les techniques de
caractérisation utilisées. Ce chapitre se termine par la présentation de quelques résultats
préliminaires. Les résultats détaillés de cette étude sont en cours d’analyse en vue d’une

publication dans un journal spécialisé.

Les résultats préliminaires concernent d’abord une étude de morphologie 3 sec par
microscopie électronique a balayage. 11 s’agit en particulier de confirmer la nature poreuse des
monolithes préparés. Une question importante concerne I’accrochage du monolithe  la paroi
de la colonne apres plusieurs passages de I’éluant sous pression. Aprés un traitement

chimique adéquat de la paroi, le monolithe est supposé s’y greffer chimiquement, une
vérification de I’état de ces parois par observation au MEB est donc nécessaire.
L’étude des propriétés hydrodynamiques est un aspect important de cette thése. La

composition du mélange de polymérisation, la nature (eau ou ACN) ou la composition
(eaw/ACN) de I’¢éluant ont été prises en compte a travers différentes col onnes préparés et

protocoles d’injection de la phase mobile lors d’une expérience de séparation. Ces études ont
permis de déterminer la perméabilité du monolithe, ainsi que le diametre moyen des pores
correspondant a différentes conditions expérimentales (composition de la phase mobile, débit
utilisé, protocole d'injection de la phase mobile, composition du mélanae de polymérisation).
La publication en cours de préparation mettra I'accent sur cet aspect, puisqu'un phénomene

inattendu et original a été mis en évidence et présentera un intérét certain pour les chercheurs

dans ce domaine.

Le chapitre 32 fait "objet d’une publication ® quj porte sur la synthése, la caractérisation

et les applications en électrophorése de gels de PAAm modifiés par I'ajout du polysaccharide
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dextran pour améliorer la tenue mécanique, la résistance pendant les utilisations multiples et
¢ventuellement les propriétés optiques. L’objet de ce travail était de trouver une alternance
aux gels commerciaux comme le Duracryl dont la compositpn n’est pas connue d’une fagon
précise. En plus de la synthese chimique de ces gels par une polymérisation radicalaire de
type rédox en présence d’un mélange d’initiateur persulfate d’ammonium (APS) et de
TEMED, les gels obtenus ont été caractérisés en métant "accent sur les effets de la masse
molaire du dextran et sur sa concentration. La cinétique de polymérisation a été suivie en
analysant la variation de 1’absorbance en fonction du temps mesurée par spectroscopie UV _
visible. Comme il s’agit d’une pol ymérisation exothermique, la cinétique de réaction a été
également étudiée en mesurant la variation de la température en fonction du temps. Le
gonflement des gels synthétisés a été analysé dans 1’eau d€ _jonisée et dans la solution tampon
pour mimer le liquide physiologique dans lequel les protéines trouvent un milieu favorable
pour leur solubilisation. Les applications des gels synthétisés ont été montrées en utilisant la
technique de séparation des protéines connue sous ’acronyme anglais SDS . pAGE (Pour
Sodium-Dodecyl-Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophores). Une large gamme de protéines
ayant des petites masses a des grandes masses ont été utilisées comme marqueurs dans ces
applications. La cinétique de polymérisation est décrite par un modele simple dit de double
réaction qui a I'avantage d’étre soluble analytiquement. Il permet également de contrdler les
effets des différents paramétres comme le paramétre de réaction, latempérature et le,
concentration en monomeéres dans le mélange initial. La cinétique de séparation de phases est
décrite par un modeéle de diffusion inspiré largement du modéle de Cahn-Hilliard-Cook
développé dans le cas des alliages métalliques et adapté aux mélanges a base de polymeres.

Le chapitre 4 metl’accent sur la compétition entre les cinétiques de polymérisation et

de séparation de phase.’® Ces cinétiques sont modélisées & travers j¢volution temporelle du
facteur de structure en temps réel contrairement a la technique de corrélation des photons.
Cette étude est une extension aux polymeres de la théorie de Cahn-Hilliard-Cook initialement
congue pour les alliages de métaux. Nous montrons en particulier les effets du conplage des
modes hydrodynamiques sur la compétition des cinétiques de séparation de phase et de

polymérisation.
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CHAPITRE 1

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE DES COLONNES CAPILLAIRES MONOLITHIQUES A

BASE DE POLYMERES EN VUE DE LA SEPARATION DES PROTEINES

1.1. INTRODUCTION

Trois grands types de techniques de séparation des protéines et des peptides sont

couramment utilisés:

* L’ ¢lectrophorése sur gel : par focalisation isoélectrique (IEF, Isoelectric Focusing) ou au
sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis).

® La chromatographie en phase liquide & haute performance (HPLC, High Performance

Liquid Chromatography) : par échange d’ions, phase inverse ou exclusion stérique.

o [’électrochromatographie : électrophorese capillaire (CE, Capillary Electrophoresis) et

électrochromatographie capillaire (CEC, Capillary Electrochromatography).
La chromatographie en phase liquide (Liquid Chromatography ou LC) est une technique
courante qui présente une possibilité de couplage avec la spectroscopie de masse. Elle donne
des résultats reproductibles de haute résolution.
La diversité des phases stationnaires (particulaires, monolithes ou tubes ouverts) et la
variété d’éluants possibles (phase mobile) permettent la mise en ceuvre de différents
mécanismes d’interaction selon les besoins en faisant intervenir soit des interactions par

¢change d’ions, des interactions de volume exclu ou d’exclusion stérique, des liaisons
hydrogenes des phases stationnaires.
Nous nous intéressons dans cette partie de thése a 1’application des monolithes basée sur

les propriétés micro-fluidiques des dispositifs de séparationminiaturisés. L’un des avantages
majeurs de ces dispositifs réside dans la facilité de leur préparation en comparaison avec les
phases particulaires frittées qui nécessitent un contréle de la densité de tassement en plus de
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pressions plus élevées, puisque la phase est liée de facon covalente a la paroi interne du
capillaire.

La technologic des phases particulaires s’est développée en premier avec les options

d’électrochromatographie - capillaire (ou ECC) et de nano- chromatographie en phase liquide

(ou CPL). La Figure 1. 1 montre que les colonnes des phases particulaires sont constituées de
deux parties, une remplie de particules, la phase stationnaire et ’autre vide ou phase mobile

caractérisée par un grand flux d’éluant. La détection est effectuée a Ie ntrée de la partie vide.

Frittés Fenétre de détection

Figure 1. 1 :Schéma d’une phase particulaire remplie de billes.

La fabrication d’une colonne particulaire comporte une étape de remplissage sensible, souvent

réalisée par force hydrodynamique pour obtenir une colonne homogeéne. Il est important de
faire un choix judicieux de la nature du solvant, de la longueur de la colonne et de la taille des
billes. Ces phases stationnaires sont le plus souvent immobilisées, au sein du capillaire, par
des frittés fabriqués in situ. Ces frittés jouent un réle important dans le maintien des phases
stationnaires mais leur instabilité mé@nique est insuffisante, ’apparition de bulles pourrait
géner leur utilisation en électro chromatographie. Il peut y avoir de plus des interactions

indésirables entre ces frittés et les analytes, ce qui peut rendre leur application problématique.

Les performances de séparation des protéines dans ce cas dépendent de la qualité de

remplissage des particules et du diamétre des billes. En diminuant ce diamétre on réduit le

temps d’analyse avec cependant la possibilité d’une diminution de I’efficacité de sépara tjgn,

Le flux d’éluant dépend de la taille des pores, il est amélioré par augmentation du transfert de

masse intra-particulaire. Les billes (de silice par exemple) peuvent avoir des chaines de

polymeére greffées interagissant avec les proteines et donnant lieu au processus de rétention.

11
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1. 2. PHASES MONOLITHIQUES

Les phases monolithiques sont des phases continues et homogenes et se présentent sous
forme d’une seule structure comme un monolithe. Dans la composition, il existe trois types :
inorganiques (@ base de silice habituellement), synthétiques (poly méthacrylate,

polyacrylamide, polystyréne divinyl benzéne) et naturels (agarose ou cellulose). Leur porosité
peut étre bimodale (méso pores et micropores) ou monomodale. Une macroporosité de 1’ordre

de 1001m peut méme étre possible par I'utilisation de cryogels dans lesquels le porogéne est
de la glace.

Actuellement, les monolithes peuvent étre synthétisés in situ dans différentes
géométries (disques, tiges ou colonnes capillaires) et peuvent avoir des tailles comprises entre

plusieurs litres*a quelques nano litres dans le canal d’une puce micro fluidique. 2 | es phases

monolithiques offrent plusieurs avantages par rapport aux phases particulaires, elles
permettent d’obtenir des performances séparatives int gressantes et leur fabrication est plus

facile.®

Comme nous venons de le dire, les monolithes présentent une structure continue et
montrent généralement une distribution bimodale de pores interconnectés. Les mésopores ou
micropores permettent d’attribuer ay support une surface importante alors que les macropores
permettent une grande perméabilité pour le mélange éluant / analytes et donc une perte de
charge réduite pour I’utilisation de colonnes. De tels milieux ouvrent la voie a des analyses
efficaces et des transferts de masse rapides entre les analytes (protéines dans le cas présent), la
phase stationnaire et la phase mobile. En format capillaire, la phase stationnaire monolithique

est greffée d’une fagon covalente sur la surface du capillaire, ce qui co pstitue un avantage

majeur en permettant d’éviter le recours aux frittés. Ceux _cj ont un grand inconvénient et des

répercussions négatives dans le rendement des colonnes.

1. 2. 1. Phases monolithiques inorganiques

Le groupe de Tanaka a été le premier a développer les colonnes monolithiques

inorganiques a base de silice.*>® Ces colonnes ont été préparées en utilisant un nouveau
procédé solgel basé sur I’hydrolyse et la polycondensation du tétraméthoxy silane (TMOS)

en présence d’oxyde de polyéthyléne La séparation de phase durant I’étape de
p y yethy PEO).

polycondensation conduit a un monolithe ayant une structure bi continue caractérisée par des

macropores et des méso pores. Les premieres colonnes poreuses a base de silice avaient
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environ 7 mm de diametre et 83 mm de long. Ces premieres colonnes ont montré des
propriétés chromatographiques intéressantes ayant simultanément une perméabilité et une
performance élevées.

La Figure 1. 2 montre la structure typiqued un monolithe & base de silice obtenue par SEM.
Cette structure poreuse est caractéristique avec les macropores et les mésopores. Les tailles
des macropores et des mésopores peuvent étre contrdlées indépendamment en contrdlant la
composition du mélange de départ c’est _3-dire la concentration des silanes tels que le TMOS
pendant le processus de préparation.” La porosité des monolithes & base de silice est trés
supérieure & celle des colonnes particulaires.® La porosité totale de ces monolithes est
d’environ 85% ce qui est d’environ 15 . 20 % supérieur & celle des colonnes remplies de

particules de 54 m.°

Figure 1. 2 : a) et b) Structures poreuses des monolithes de silice. c) Les macropores qui
permettent un écoulement rapide de la phase mobile a faible pression (Leur taille moyenne est

de 2?0 m). d) Les micropores forment la structure fine poreuse (Leur taille moyenne est de 13
nm).

1. 2. 2. Préparation des monolithes organiques

En comparaison avec les monolithes a base de silice, la fabrication des monolithes
organiques & base de polymeéres par le processus de moulage“moulding process™ est simple et

relativement directe.!*'? La fabrication est réalisée en employant une approche de
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polymérisation a une étape au cours de laquelle les composés suivants sont nécessaires: des
monomeéres fonctionnels (avec une ou deux doubles liaisons) des réticulants (avec deux ou
plus doubles liaisons) qui forment le squelette du monolithe et déterminent la polarité du
monolithe final, des solvants porogénes pour déterminer la distribution de la taille des pores,
et un initiateur pour initier la polymérisation. Ces composés sont mélangés dans un rapport
approprié, et dégazésavec de 'azote fin d’éliminer "oxygeéne présent en sglytjon,***41°1°
Les proprietés structurales de ces monolithes peuvent étre influencées par différents facteurs
tels que les conditions de polymérisation, i. e. la température de polymérisation, la

concentration en réticulants et la qualité thermodynamique du porogéne.*’*819

La fabrication des monolithes organiques a base de polymeres suit le schéma simple illustré

sur la Figure 1. 3.2

I i
=] Mélange de
!.7 ~/  polymérisation Solvant de lavage
= ' ] —
i '
l 1 ad
o)
.
| Pompe
- < "l
Moule Bain thermostaté

Figure 1. 3 : Préparation de monolithes macroporeux par un procédé de moulage ‘molding
process” 12

Le moule est scellé & une extremité, rempli par le mélange de polymérisation,
désoxygéné et ensuite scellé a I"autre extrémité | 3 polymérisation est alors initiée. Quand
elle est terminée, la colonne est ouverte a une extrémité et reliée a une pompe pour le lavage

du monolithe avec une quantité abondante de solvant organique afin d’en éliminer le

porogéne©u tout autre composé qui n’a pas réagi 2021

Pour la préparation de ces monolithes a base de polymeres une vaste gamme de
matériaux a été utilisée, tels que des tubes en acier inoxydable, en PEEK
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(Polyétheretherketone), et en verre.?? En plus du tube, les monolithes & base de polyméres ont
été préparés dans des moules de différentes formes tels que les puces microfluidiques, les
seringues, ou les bouts de pipette. La préparation de monolithes cylindriques avec une
structure poreuse homogeéne et un diamétre entre 10 et 25 mm est facilement réalisée en une
seule étape de polymérisation alors que des tailles plus grandes sont plus difficiles a
préparer.*?

Le moule pourrait nécessiter un traitement approprié de ses parois pour un attachement
éventuel du monolithe aux parois. Cette étape est cruciale a la stabilisation du monolithe dans
le moule. Par exemple, un capillaire en silice est traité avec le 3-(triméthoxysilyl)propyl
méthacrylate (TMSPM)avant I’étape de polymérisation 2314

Le processus de polymérisation dans la préparation des colonnes monolithes peut étre
décrit comme suit. D’abord, la réaction est initiée par la décomposition de I'initiateur pour
former un radical libre activé. Nous avons décrit au chapitre 2 comment la solubilité du
mélange décroit a mesure que la polymérisation évolue dans le temps et la taille des
polymeées formeés augmente. A un certain temps, les chaines de polymeres s’agrégent pour
donner des noyaux. A cet instant, le monomeére peut devenir meilleur solvant que le porogéne
vis-a-vis des noyaux ce qui explique pourquoi ces noyaux gonflent. A mesure que la
polymérisation avance la taille des noyaux augmente donnant des amas appelés microglobules
qui peuvent réticuler entre elles pour former la morphologie finale du réseau monolithique. La

phase porogéne donne lieu & ce qui est appelé macropores.?*

Il est a noter que I’initiation du processus de polymérisation peut €tre réalisée de

différentes manieres dont les plus fréquentes sont I’augmentation de température, I’irradiation

par les rayonnements UV, gamma, bombardement électronique ou simplement parajout d’un

composeé chimique.

Si la polymérisation est initiée par rayonnement UV, la morphologie des monolithes
obtenus est plus homogéne.?>?® Ce type de polymérisation a lieu en général & température
ambiante contrairement & la réaction initiée par chauffage® et donc le recours aux solvants

volatiles tels que 1’éthanol, le tétrahydrofurane, l’acétonitrile, le chloroforme, I’acétate

d’¢thyle, et I’hexane agents porogeéne s est possible. De plus, le monolithe peut étre synthétisé
en un temps court qui est de I’ordre de quelques minutes gans un capillaire de silice, ou dans
des canaux & puces microfluidiques,?” Les propriétés du monolithe dépendentde Iintensité de
la lampe UV, Il faut cependant choisir un support capillaire qui soit transparent aux

rayonnements UV. %%
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D’autres initiations par irradiation sont possibles comme les rayons gamma ou le
bombardement électronique mais ces options sont plus rares a cause des mesures de
protection qu’elles nécessitent 2416Ce type de polymdérisation présente ’avantage majeur de

ne pas nécessiter la pgsence d’un initiateur et de produire des radicaux libres a partir des

monoméres présents dans le mélange initial.***°3!32

L’utilisation d’un agent chimique comme initiateur tels que le peroxodisulfate

d” ammonium avec le N,N,N> N -tetraméthyléthylénediamine & température ambiante est la
voie la plus ancienne’® pour la préparation de monolithes & base de poly(butyl

méthacrylate).>

Les monolithes a base de polymeres ainsi obtenus montrent une faible résistance au
transfert de masse et permettent d’atteindre des vitesses de séparation élevées. Ils ont une aire
spécifique élevée en comparaison avec les phases particulaires et ne possédent pas de volume

interstitiel. Cette caractéristique des structure monolithique leur a valu I'utilisation d’une

nomenclature riche comme ‘continuous polymer bed’,‘macro porous polymer membrane’, ou

encore ‘continuous polymer rod's’.

Meso et micropores

Macropores

Paroi du capillaire en silice
fondue

Figure 1. 4 : Reprégntation d’une colonne monolithique a base de polymeére. Adapté de la

référence 34.

1. 2. 3. Différentes familles de phases monolithiques organiques

Les monolithes organiques résultent de la réticulation et de la polymérisation de
monomeéres organiques comme des acrylates, des acrylamides, des styrénes ou des divinyl
benzenes. Une grande variété de monomeéres est disponible donnant lieu a un choix quasi-
illimité de matrices. Ce type de monolithes en développement depuis 1993%, présente
également I’avantage d’étre réalisé a partir d’un processus de polymérisation simple, peu
couteux et rapide. La porosité et la fonctionnalisation peuvent étre ajustées en modifiant la
composition du mélange initial et le polymére obtenu reste stable méme dans des conditions
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extrémes de pH*® . Ces colonnes monolithiques sont classées en quatre groupes principaux,

suivant le type de monomere utilisé:

® Monolithes a base de styrene-co-divinylbenzéne fortement hydrophobes et préparés par
polymérisation de styréne et ses dérivés, avec le divinylbenzéne comme agent
réticulant, 3373438

® Monolithes non-polaires préparés par polymérisation vivante et offrant une surface flexible

pour le greffage de ligands chromatographiques variés comme par exemple, les matériaux a
base de norbornéne et réticulés parl’hexahydrodiméthanonaphthalene. 3940

e Monolithes modérément polaires a base d’ester d’acide méthacrylique synthétisés par
polymérisation du butyl méthacrylate ou autres esters d’acide méthacrylique avec 1’éthyléne
diméthacrylate comme agent réticulant.

® Mondithes fortement polaires a base d’acrylamide obtenus par co -polymérisation

d’acrylamide, méthacrylamide, ou leurs derivés avec un agent réticulant, comme le

méthylene bisacrylamide ou le diacrylamide pipérazine.

1. 2. 3. 1. Monolithes a base de polystyrene-divinyl benzene

Les premieres colonnes monolithiques organiques a base de poly-(styréne-
divinylbenzéne) ont été introduites par Tennikova et al. en 1991.** Quelques années plus tard,
Hjertén et al. ** ont suggéré la fabrication de colonnes capillaires & base de polystyréne-
divinylbenzéne. Le mélange & polymériser contient le styréne et le divinylbenzene, un solvant

porogéne comme le méthanol, I’éthanol, le propanol, le toluene, le formamide oy

I” azobisisobutyronitrile (AIBN) comme initiateur. La réaction de polymérisation est
thermiquement induite et a lieu généralement a 70°C pendant 24 heures. Afin d’assurer un
ancrage covalent, les parois du capillaire sont silanisées en utilisant une solution de diméthyl
formamide a 50% de 3-(triméthoxysilyl)propyl méthacrylate a la température de 120°C
pendant 6 heures. Le micrographe (SEM) de la Figure 1. 5B montre la structure poreuse
bimodale classique des monolithes obtenus.
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Figure 1. 5 : A) Structure chimique d’un monolithe fortement hydrophobe a hase de

polystyréne.’®* B) SEM micrographe de monolithes & base de poly(styréne-co-
divinylbenzéne)*? fortement hydrophobe.

Mehrar et al.*3ont décrit la préparation d’un nouveau support monolithique sous forme

de disque, de longueur 3mm et de diamétre 12mm, basé sur le styréne-divinylbenzene (déposé
sous la marque CIM® RP-SDVB disk). Testées en chromatographie en phase inverse, ces

colonnes ont montré de bonnes performances, elles ont en effet permis la séparation de quatre

protéines tests en moins d’une minute.

Récemment Carbonnier et al.** ont préparé des phases stationnaires monolithiques au
format capillaire, a base de styreéne et divinylbenzene (PS-DVB), pour des applications en
électrochromatographie capillaire. Leur stratégie de synthese, qui se basait sur une approche
de réseau polymere semi interpénétré (semi-IPN), était initiée par UV en présence du polyf€ -

caprolactone) (PCL) comme agent porogene.

1. 2. 3. 2. Monolithes a base de polyacrylamide

Les premiéres colonnes monolithiques utilisées en CEC contenaient un gel de

polyacrylamide, imitant ceux utilisés en gel électrophorése capillaire”. Typiquement, le
capillaire est rempli avec une solution aqueuse contenant des monomeres a base d’acrylamide,

un agent réticulant (monovinyl ou divinyl) ainsi qu’un initiateur composé de persulfate
d’ammonium et de TEMED (N,N,N" N -tétraméthyléne diamine). Une fois le mélange

introduit dans le capillaire, la réaction de polymérisation a lieu a température ambiante
pendant la nuit. Ces gels sont trés souples, car ils sont souvent formés de longues chaines peu
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réticulées. Le monolithe obtenu est alors fortement gonflé et contient rarement plus de 5% de
polymére solide. La Figure 1. 6 montre la $ructure chimique d’un monolithe a base de

polyacrylamide fortement polaire.

H
c—c c—clz
HJN—CO OC—NHZ

N—C—NH
H,

C—C C—C C—C
H?N“_CO HzN—CO [

Figure 1. 6: Structure chimique d’un monolithe a base de polyacrylamide fortement
- 16
polaire.

Fujimoto et al.* ont polymérisé une solution aqueuse d’acrylamide, méthylene

bisacrylamide, et acide 2-acrylamido-2- méthyl-1-propanesulfonic (AMPS) dans le

confinement d’un capillaire. Malgré 1’absence d’attachement chimique aux parois interne du

capillaire, ces gels réticulés ont montré une bonne stabilité physique. Bien que des efficacités

de plus de 150,000 plateaux/m aient ét€ observées pour la séparation d’acétophénone, leurs

temps de rétention étaient trop longs. Se basant sur ces résultats, les auteurs ont conclu que le
mécanisme de séparation qui prévalait reposait sur un phénomene de tamisage plutdt qu’une

interaction des cétones avec la matrice.*” En remplagant I’acrylamide hydrophile par le -
isopropylacrylamide hydrophobe, et en fonctionnalisant la surface interne du capillaire avec le
3- (trimethoxysilyl)propyl méthacrylate, le gel monolithique fut attaché au capillaire de

maniere covalente. L’¢élution par électrochromatographie d’analytes hydrophobes sur cette

colonne a nécessité [utilisation de solutions aqueuses tampon/acétonitrile. 48 peg

améliorations dans la séparation par rapport au travail décrit précédemment ont été observées
avec ces colonnes. Cela a été confirmé par les temps de retentions plus courts et les efficacités
élevées obtenues (160,000 plateaux/m) lors de la séparation de divers stéroides.”® La

séparation de composés hydrophobes usant cette phase stationnaire faite d’un gel de polymere

avait tous les attributs d’une chromatographie de phase inverse et non pas celle dune
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chromatographie d’exclusion de taille en contraste a vec le gel de polyacrylamide utilisé au

début.

Palm et Novotny*® ont développé une méthode permettant la synthése des monolithes de
polyacrylamide comportant des chaines hydrophobes (C4, C6 ou C12) en présence de N-
méthyle formamide pour obtenir une solution de polyméres homogene constituée
d’acrylamide, acide acrylique, méthyléne bis acrylamide, et alkyl acrylates. L’addition de
Poly(oxy-éthylene) a aidé pour produire des colonnes hautement efficaces.

|'50

Un peu plus tard, Hjertén et al.” ont mis au point une méthode pour la préparation de

monolithes a base d’acrylamide fortement réticulés. Le mélange de polymérisation consiste

en une solution aqueuse d’acrylamide, pipérazine diacrylamide et d’acide vinylsulfonique.
Pour cottroler I’hydrophobicité, des méthacrylates de butyle ou stéaryle sont aussi ajoutés.
Ces deux composés étant insolubles dans 1’eau, un surfactant est ajouté avant I’émulsification
par sonication. L’émulsion est ensuite placée dans un capillaire (75 ou 100 pum) et laissée

jusqu’a la fin de la réaction.

1. 2. 3. 3. Monolithes a base de méthacrylates

La préparation de monolithes a base de polyméthacrylates en format capillaire est

simple et rapide. Le capillaire est rempli par le mélange réactionnel, scellé aux deux
extrémités par des bouchons en caoutchouc avant I’initiation de la réaction de polymérisation

par augmentation de la température ou par irradiation UV.*

A) [ -

C C —‘ c ’VC C 1
Hz | Hz H; |
DE '_'D _“'CJ.Hg
Gqu_D —L0 Q—CD | | m

Figure 1. 7 : A) Structure chimique d’un monolithe a base de poly(butyl méthacrylate)

moyennement polaire.*® B) SEM micrographes de monolithes & base poly(buty Iméthacrylate-
co-éthylene diméthacrylate) préparés dans une colonne capillaire de diametre interne 100
Hm®
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Le monomeére fonctionnel dans le mélange de polymérisation contrdle la polarité du

monolithe obtenu; I’agent réticulant (un monomere avec deux dou ple liaisons ou plus) et le

solvant porogéne déterminent la taille et la distribution des pores.

Vlakh et Tennikova®® ont publié une revue détaillée sur la préparation et la
fonctionnalisation des monolithes a base de poly méthacrylate. Ces monolithes sont préparés

5253 radiation

généralement par polymérisation radicalaire libre® initiée par chauffage,
UV,%?® radiation gamma,® ou agents redox.>* Le di-nitrile ou les initiateurs azo tels que le
2,2'-azo-bis-isobutyronitrile (AIBN) requiérent des températures entre 60 et 80°C pour se

décomposer avec la formation de radicaux libres.

Coufal et al.> ont préparé des colonnes monolithiques au format capillaire (diamétre

interne égal a 320 L m) par polymérisation radicalaire du butyl méthacrylate (BMA) et
d’éthyleéne diméthacrylate (EDMA) en présence de solvants porogéne s contenant le propane-

1-ol, le butane-1,4diol et I’eau. Ces colonnes ont été testées dans la séparation par
chromatographie liquide capillaire (CLC) de composés polaires et hydrophobes. Leur
performance a été optimisée en fonction de la composition du mélange de polymérisation.
Récemment, Cant6-Mirapeix et al.>® ont préparé des phases monolithiques stationnaires
pour I’électro chromatographie capillaire (diametre externe 375 1 m et diameétre interne 100
H'm) en utilisant deux monomeéres, le butyl méthacrylate (BMA) et le lauryl méthacrylate

(LMA), par polymérisation in situ dans un milieu non-aqueux en présence de 1,4-butanediol
et et de 1-propanol comme solvant porogéne. Une comparaison des performances des

colonnes préparées a ¢té réalisée pour les monolithes faits a partir d’un seyl monomére (BMA

ou LMA) et du mélange BMA- LMA. Les auteurs ont montré que ces monolithes mixtes

avaient des efficacités et des temps d’analyse satisfaisants par rapport aux monomeéres seuls,
et constituaient des alternatives attractives pour moduler les propriétés chromatographiques et
poreuses des phases stationnaires méthacrylates appropriées en CEC.

L’éthylene diméthacrylate (EDMA) peut étre considéré comme le réticulant le plus

utilisé pour la préparation de monolithes rigides macroporeux a base de métacrylate

copolymérisé le plus souvent avec le butyl méthacrylate, glycidyl méthacrylate, et
hydroxyéthyl méthacrylate.’’*#%%€* Des alternatives a 'EDMA sont le diéthylene et le

triéthyléne glycol diméthacrylates (DEGDMA et le TEGDMA, respectivement),® e
triméthylolpropane triméthacrylate (TRIM)®®3®* Je glycérol diméthacrylate (GDMA)**® ou
le 1,4-butanediol dimethacrylate (BDDMA) Parfois, un mélange de réticulants est utilisé pour
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la préparation de monolithes méthacrylates. Par exemple, Courtois et al.®*®® ont proposé la
préparation de monolithes & base de poly-(GMA-co-TEGDMA-coTRIM). L’avantage du
DEGDMA et du TEGDMA est la présence de chaines di ou tri éthylene glycol dans leurs

structures qui assurent une bonne flexibilité au réseau. Ceci permet d’éviter

I’endommagement du matériau causé par la tension interne durant la polymérisation ou lors

du choc osmotique dd a un gradient de concentration en sel élevé, grande variation de pH, ou

la présence de solvants organiques.

1. 3. EFFETS DE CERTAINS PARAMETRES SUR LES PROPRIETES DES MONOLITHES

La morphologie des monolithes est contrdlée parle type d’initiaion (photochimique ou
chimique), la qualité du solvant porogene, le pourcentage du monomeére réticulant, du rapport
entre le monomeére et les solvants porogenes et la température de polymérisation qui affecte la
taille moyenne des pores dans un large intervalle allant de quelques dizaines a quelques
microns.

Dans le cas d’une polymérisation initiée par irradiation, o p peut controler les propriétés
structurales du monolithe en faisant varier la dose et le débit de la radiation incidente. En
augmentant ce dernier, on augmente le taux de formation des radicaux libres ce qui entraine
une accélération de la polymérisation et de la réticulation et par conséquent une taille plus
grande des pores.? La dose optimale se situe généralement autour de 20 & 40 kGy, alors que
le débit de dose se situe autour de 10 et 16 kGy/h.*

La morphologie du monolithe dépend aussi de la nature de 1’agent chimique utilisé

comme initiateur. A titre d’exemple, 1 es températures de décomposition du dinitrile ou des

azo initiateurs commel” AIBN sont comprise entre 60 et 80°C. Une polymérisation initiée par
le peroxyde di-benzoyle & 60-140°C donne des monolithes avec des pores plus larges qu’avec

I"AIBN, du fait de sa décomposition plus lente | e remplacementde I'AIBN par le 2 3 _a70
bis(2,4- diméthyl)valéronitrile (ADVN) donne lieu & une diminution du nombre de petits
pores et donc & une diminution de la surface totale du monolithe.®’

Le facteur le plus important qui permet d’obtenir la propriété poreuse désirée d’un

polymére monolithe est le choix des solvants porogenes et leur proportion dans la phase
organique.” Alors que la variation des autres paramétres tels que le rapport entre le

monomere et le réticulant ou le type d’initiateur peut changer la composition et la rigidité du

monolithe, modifier le porogéne affecte seulement la structure poreuse du polymere final. Le
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mécanisme de la formation des pores utilisant un porogene peut étre décrit de la maniére
suivante. Le porogéne est bon ou mauvais solvant pour le polymeére. La polymérisation a lieu

dans une solution initialement homogeéne jusqu’a ce que les chaines réticulé croissent et

précipitent. Si le porogéne est un bon solvant pour le polymeére formé, la séparation de phase a

lieu plus tard et les pores formés sont petits.*” %%

Un changement dans la composition du porogene affecte la solvatation du polymere au
début de la polymérisation. En effet, si un mauvais solvant pour les chaines de polymere est
utilisé, la séparation de phase est précoce. Les nuclei formés lors de la polymérisation
gonflent avec les monomeres puisque ceux-ci sont thermodynamiquement meilleurs solvants
pour le polymeére que le solvant porogéne. La concentration locale des monomeres est plus
importante dans les nuclei et donc la polymérisation a lieu essentiellement au sein des nuclei
phtot qu’en solution. Ces nuclei coalescent pour donner des globules de taille supérieure. Ces
derniers peuvent aussi absorber de nouveaux petits nuclei. Les globules qui forment la
structure monolithique sont, dans ce cas plus gros et séparés par de plus larges pores. Si, au
contraire, la qualité du solvant s’améliore, j| entre en compétition avec les monoméres dans la
solvatation des nuclei. La concentration locale des monomeres est plus faible et les globules
formés sont plus nombreux et plus petits que dans le cas précédent. Cette fois la distribution
de la taille des pores est caractérisée par une grande proportion de micropores.

Le choix de la nature du porogéne doit donc étre basé sur 1’analyse des paramétres de

solubilit¢ du monomere et du solvant. Par exemple, si le DEGDMA (diéthylene glycol
diméthacrylate) est utilisé comme réticulant, son parametre de solubilité DEGDMA étant égal
a 8.5H,” celui des solvants portés sur le Tableau 1.1 fait d’eux de bons solvants pour ce

polymere.

Tableau 1. 1 : Parametres de solubilité pour certains solvants utilisés comme agents
porogeénes et se comportant comme bon solvants pour le DEGDMA."

Solvant | Acétone THF Ethyléne propionate| Ethylene acétate

0 9.9 9.1 8.4 9.1
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Par contre, les solvants dont les paramétres de solubilité® sont portés sur le Tableau 1. 2
peuvent étre considérés comme mauvais solvants pour le DEGDMA. En effet, comme
résultat, des monolithes préparés en utilisant le méthanol comme solvant porogene avaient un

diamétre de pores de 31m fournissant les meilleures caractéristiques d’écoulemen ™ (flow-

through)

Tableau 1. 2 : Parametres de solubilité pour certains solvants utilisés comme agents
porogeénes et se comportant comme mauvais solvants pour le DEGDMA.™

Solvant | méthanol éthanol 2-propanol | Tert-butanol

S 14.5 12.7 11.5 10.5

Courtois et al.°°ont proposé 'utilisation du poly( gthyleneglycol) (PEG) comme solvant
porogd€ pour obtenir un support monolithique biocompatible. L’idée était de produire un
support avec des pores larges et compatibles avec les protéines ne provoquant pas la
dénaturation ou un changement de conformation des protéines séparées. Ces auteurs ont
utilisé des échantillons de PEG de 1.5 a 20 kDa dissous dans une solution de 2-methoxy
éthanol et une série de co-porogénes. La masse moleculaire du PEG a une grande influence

sur la surface et la distribution de la taille des pores comme le montre la Figure 1. 8.
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Figure 1. 8: Distribution de la taille des pores et surface des monolithes préparés avec le
mélange de porogénes PEG/2-méthoxy éthanol.®
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La Figure 1. 8 consiste en fait généralement en une distribution bimodale des pores. Les
mésopores assurent au support une grande surface alors que les macropores assurent la
perméabilité recherchée. Le transfert de masse est rapide permettant d’améliorer ’efficacitc
de séparation. La grande perméabilité entraine une faible perte de charge sur de longues

colonnes et donc des débits plus élevés améliorant la performance de séparation.®*

Des monolithes formés de glycidyl méthacrylate-co-éthylene diméthacrylate
poly(GMA-co-EDMA) sont souvent préparés avec un mélange porogéne comprenant le
cyclohexanol (microporogene) et le dodécanol (macroporogene). Une augmentation de la
quantité de dodécanol dans le mélange porogéne de 6 a 12% permet "augmentation de la

taille moyenne des pores qui passe de 91 & 283 nm & 70°C.%° (Figure 1. 9).

8
| Figure 1. 9 : Profils de distribution de Ia taille
des pores obtenus pour des colonnes
monolithiques a base de poly(glycidyl
a méthacrylate-co-éthylene  di  méthacrylate)
g 4 préparées a partir de mélanges contenant 6%
] (A.A) et 12% de dodécanol (m,0) par
2 polymérisation a 55°C (symboles pleins) et 70°C
(symboles vides).*®
0 fd

10 100 1000 10000
Pare diameter. nm

La Figure 1. 9 illustre le contrble de la taille des pores de monolithes obtenus a base de
glycidyl méthacrylate-co-éthylene di méthacrylate poly(GMA-co-EDMA). Cette figure
montre également 1’effet de la température a laquelle est réalisée la polymérisation sur la taille
des pores du monolithe. A taux de dodécanol égaux, les monolithes préparés a 50°C ont des
diamétres de pores supérieurs a ceux préparés a 70°C. Globalement, la taille des pores est
inversement proportionnelle & la valeur de la température de polymérisation dans le casd™un

amorcage thermique de cette derniere.

Dans une polymérisation par chauffage, étant donné le rble déterminant de la
température sur la croissance des noyaux, celle-ci doit étre minutieusement contr6lée pour
obtenir une matrice reproductible présentant une structure poreuse uniforme. La
décompoéﬁon de Dl’initiateur et le taux de propagation de la réaction sont plus rapides a
température plus élevée ce qui entraine un nombre plus grand de gros noyaux et donc des

pores de taille plus faible. Un processus de polymérisation trop rapide peut donner lieu a des
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hétérogénéités dans la structure poreuse,c¢ qui montre qu’une tempdrature moins ¢levée peut
étre privilégiée, cette préférence devra cependant étre conciliée avec la température de

décomposition de certains initiateurs.?*"2

Le pourcentage de 1'un des composants du mélange porogéne et [a nature du

microporogéne peuvent également avoir un effet sur la taille des pores et par suite sur la
permeabilité et!’efficacité des colonnes capillaires, Ces effets ont ét¢ étudiés par Trojer” et
al. qui préparerent de nouvelles colonnes monolithiques par polymérisation de méthylstyréne
(MS) et de 1,2-bis(p-vinylphényl)éthane (BVPE) comme agent réticulant en présence d’un
mélange de 1-décanol (macroporogene) et de THF (micoporogéne). En augmentant
graduellement le pourcentage de THF de 8 a 10% v/v (monolithes 2, 4 et 5 du Tableau 1. 3),
les diameétres des microglobules ont visiblement diminué comme le confirment les
micrographes d-f de la Figure 1. 10.

Tableau 1. 3: Compositions et caractéristiques des colonnes monolithiques préparées par

Trojer et al.” La composition du microporogéne THF dans le mélange porogéne augmente de
la colonne 2 a la colonne 5.

o — MS BVPE | 1-décanol| THF Débit | Perméabilité
(Y viv)| (% Viv) (% viv) | (% viv) | HL/min relative
2 18.5 18.5 55 8 16.4 1.7
4 18.5 18.5 54 9 11 14
5 18.5 18.5 53 10 58.2 27.9

Figure 1. 10: SEM micrographes des monolithes 2, 4, 5; Effet de la composition du
microporogéne (THF) dans le mélange porogéne (agrandissement:* 3500, la barred’échelle

est de 3t m)."
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En maintenant le 1-décanol comme macroporogéne, ces mémes auteurs’® ont modifié la
nature du microporogene. Les monolithes 4, 6 and 7 (Tableau 1. 1) ont été préparé pour
étudier 'effet de la nature du microporog gne (THF, CH.Cl, et toluéne) sur le systéme
MS/BVPE,puisque c’est un a ytre paramétre qui peut étre utilisé pour changer la structure du
polymeére. En modifiant la nature du microporogeéne, la perméabilité relative du support a été
fortement influencée (Tableau 1. 4). En effet, les diametres des microglobules ont augmenté
de 0.5 a 1.3 et finalement a 2.4 U m en utilisant le THF, le CH.Cl, et le toluéne,
respectivement (Figure 1. 11 g ).

Tableau 1. 4: Compositions et caractéristiques des colonnes monolithiques préparées par
Trojer et al.”. La nature du microporogéne change de la colonne 4 & la colonne 7.

Macro Micro L
MS BVPE N \ Débit Perméabilité
porogene porogene ] .
Colonne (% Vviv) | (% viv) K L/min relative

(% Vviv) (% Viv)

4 18.5 18.5 54 9 (THF) 1.1 1.4

6 18.5 18.5 54 9 (CH,CI) 58.2 27.9

7 18.5 18.5 54 9 (Toluéne) 151.0 71.3

Figure 1. 11 : SEM micrographes des monolithes 4, 6 et 7 (Tableau 1. 4). Effet de la nature
du microporogeéne; (agrandissement* 3500 la barre d’échelle est de 5p ). 72

Cette différence importante dans la morphologie du monolithe a été attribuée a la

facilité qu’ont ces solvants pour dissoudre les nuclei en croissance au début de Ia

polymérisation. Selon les propriétés du microporogéne, la séparation de phase est accélérée
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ou retardée,”* résultant en une porosité globale différente. Ainsi, le THF semble accélérer la
séparation de phase formant des globules plus petits et par conséquent une microporosité plus
élevée. Si le toluene est utilisé, les nuclei ont plus de temps pour croitre avant la précipitation,
conduisant a une macroporosité et une perméabilité plus élevées. Cette observation est
surprenante puisque le toluéne est connu pour étre un meilleur solvant pour les styrénes que le
THF dont la polarité est plus élevée. Par exemple, les polyméres macroporeux a base de
PS/DVB, préparés en présence de toluene, ont montré une microporosité plus élevée que
celles des polyméres polymérisés dans THF.™ La similarité chimique n’est donc pas un
facteur suffisant pour prédire le comportement pendant la polymérisation et la porosité qui en

résulte.

Le pourcentage total en solvant porogéne dans le mélange de polymérisation est
également un parametre nécessitant un ajustement car il détermine les caractéristiques du
réseau poreux, c'est-a-dire la taille et le volume des pores. Une diminution du pourcentage
total en solvants porogénes du systeme provoque ainsi une diminution du volume poreux total
et un déplacement du maximum de la distribution de la taille des pores vers des valeurs plus

faibles. Une conséquence directe de cette diminution de la taille des pores consiste en une

forte augmentation de la résistance a I’écoulement.

Jiang et al. "®ont étudié Ieffet du rapport entre le monomeres et le mglange porogeéne

incluant I” jso-amyl alcool et le 1,4-butanediol dans la synthése de monolithes & base de
géaryle méthacrylate (SMA) et d’ gthylene diméthacrylate (EDMA). Ces auteurs ont montré,
en diminuant la teneur en porogene dans le mélange de 70 a 50% et en maintenant la teneur
de tous les autres constituants constante, que la porosité€ + décroissait. Les observations au
microscope électronique ont révélé que les micoglobules étaient plus petits lorsque la teneur
en porogene diminuait dans le mélange.

Pour illustrer I’effet de la nature du monomeére, nous avons choisi I’exemple rapporté

par Cant6-Mirapeix et al.”® Ces auteurs ont préparé des phases stationnaires monolithiques
pour 1€ léctrochromatographie capillaire en utilisant le méthacrylate de butyl (BMA) et le
lauryl méthacrylate (LMA) par polymérisation in situ en milieu non aqueux. L effet du
rapport de 1,4-butanediol/1-propanol sur les propriétés poreuses a été étudié pour chaque
monomeére séparément en gardant le rapport entre les monomeres et le mélange porogene fixé
a 40/60 wt/wt. Des mélanges de BMA et de LMA ayant différents rapports 1,4-butanediol/1-
propanol ont été étudiés pour suivre les comportements morphologiques des colonnes. Pour

un méme pourcentage de 1,4-butanediol, les monolithes a base de LMA montrent des
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globules et des pores plus grands que leurs homologues a base de BMA, résultant en une plus
faible résistance a I"’¢coulement et a une surface spécifique plus faible. Ce comportement a été

expliqué par les auteurs’®par I'hydroph gpicité plus élevée du LMA par rapport & celle du
BMA. Dans ’environnement polaire du mélange de polymérisation, la séparation de phase a
lieu plus tét pour le LMA. Les agrégats formés ont tendance a gonfler par les monomeres de

LMAPputdt qu’avec le solv ant porogéne, ce qui explique les larges globules et pores.

L’effet de la concentration des monom gres sur les propriétés finales du polymére a été
démontré par Hebb et al.”” pour les monolithes poly(triméthylolpropane triméthacrylate)
(poly- TRIM). Ces auteurs ont trouvé que les polymeres monolithes ne se formaient pas a
faible concentration de monomére (< 0.5 g/mL) et le produit isolé était une poudre. Au
contraire, les monolithes préparés en utilisant des concentrations en TRIM plus élevées (1.2

2.2 g/mL) étaient plus denses, semi transparents et cassants.

La teneur en agent réticulant ou monomére affecte aussi bien la porosité du matériau
que sa composition chimique. Une augmentation du pourcentage en agent réticulant conduit,
lors de la polymérisation,a I’apparition de globule s pus réticulés’’ et la séparation de phases
est plus précoce I’effet est identique a celui d’un solvant « pauvre ». Les globules plus
réticulés sont de moins bons solvants pour les monomeres : la coalescence est moindre, les
nuclei sont plus nombreux, plus petits et les pores sont, de méme, plus petits. La distribution
de la taille moyenne des pores est décalée vers les plus faibles valeurs. En régle générale, la
surface spécifiqueest d’autant plus grande et |3 taille des pores plus petites que le pourcentage

du réticulant dans le mélange de polymérisation est élevé.

De plus, le pourcentage en agent réticulant peut affecter la rigidité et!” homogénéité du
monolithe.?* Les mélanges de polymérisation contenant un pourcentage élevé en réticulant
peuvent conduire a des monolithes qui ont des surfaces spécifiques élevées de 1’ordre de
centaine de m?. Ces monolithes ont, cependant, une perméabilité aux liquides limitée, et sont
donc moins appropriés pour la HPLC a cause des hautes pressions requises pour

I’écoulement

Tennikova et al.”® ont étudié 'effet de la pression dans 1’écoulement a tra yers des

monolithes a base de poly(GMA-co-EDMA) préparés avec différents pourcentages de
réticulant. Les monolithes préparésd partir d’un mélange contenant 75% EDMA a yajent une
perméabilité égale & seulement 8.0 ms * Pa *, alors que ceux obtenus avec 60 et 50% EDMA
avaient des perméabilités de 22.4 et 40.0 ms * Pa !, respectivement. La valeur proche de 50%
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de réticulant représente un optimum en terme des propriétés importantes des polymeres
synthétisés

2
1.5

Nordborg et al.”” ont décrit la préparation de monolithes a base de polyméthacrylate

préparés & partir d'un mélange de 1- propanol et de 1,4 -butanediol comme solvants
porogénes. Ces auteurs ont utilisé I'éthyléne qucol ‘di‘-méthacrylate (EDMA), le diéthylene
glycol di-méthacrylate (DEGDMA), le tri-éthyléne glycol di- méthacrylate (TEGDMA), et le
penta-érythritol tétraacrylate (PETA) comme agents réticulants. L’utilisation de ces
réticulants, portant un lien formé de un, deux ou trois unités d'éthylene glycol reliant deux
entités méthacrylates polymérisables a permis!’¢tude de I'effet de la longue yr du lien et donc
de la nature du réticulant sur les propriétés des monolithes préparés. Pour comparaison, le
PETA avec quatre fonctionnalités vinyl polymérisables formant des structures monolithes
plutdt rigides a été eégalement considéré. Dans la méme étude, la porosité a été ajustée en
modifiant le rapport du 1-propanol au 1,4-butanediol dans le systéme porogene.

Pour résumer, les propriétés poreuses des colonnes et la morphologie du polymere sont
contrdlées par les conditions de polymérisation, le type et la quantité du porogéne, la nature et
la quantité du monomére et du réticulant, la concentration del” initiateur, la température de
polymérisation et la durée de la réaction.*>'752537%.A ce jour, il n’existe pas de regles établies
pour la sélection des conditions de polymérisations et des expériences d'optimisation doivent
étre entreprises pour chaque nouveau systeme.

En pratique, les systémes contrlés par plusieurs facteurs ont été étudiés en utilisant
approche “yn seul paramétre & la fois- Par exemple dans la littérature spécialisée, la
température de polymérisation®?, la proportion en porogéne, la composition du porogéne®®"°#°
la quantité d” AMPS (Acide 2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonique), la durée de
polymérisation®® ont été considérés séparément, en supposant tous les autres paramétres
optimums. L’inconvénient majeur de cette approche est qu’elle ne tien pe pas compte des
interactions possibles entre les facteurs.! Par exemple, il est possible que le temps et la
température soient reliés puisque ces deux parameétres influent sur la cinétique de la réaction
de polymérisation. De plus, la température peut affecter la solubilité du monolithe dans le

solvant porogéne et donc modifier sa structure.
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1. 4. QUELQUES APPLICATIONS DES MONOLITHES

Actuellement, les polymeres monolithes apparaissent comme uniques pour des
applications en nano chromatographie liquide rapide, extraction en solide phase,
immobilisation d’enzymes en format capillaire et puce microfluidique. Ces phases sont
fabriquées en une seule étape dans un procédé de moulage avec une polymérisation

radicalaire.?##*84% Cependant la surface interne de la conduite doit étre modifiée et impliquée

dans le processus de polymérisation. Ce qui peut étre réalisé a 1’aide d’un précurseur donnan ¢

a la surface un groupement vinyl greffé point de départ d’une chaine de polymérisation

radicalaire.

Les colonnes monolithiques ont de nombreuses applications en raison de la facilité et de
la flexibilité de leur élaboration ainsi que du choix des constituants, monomeéres ou autres
pouvant entrer dans leur fabrication. Il est possible de contréler leur morphologie, de diminuer
la résistance au transfert de masse et d’augmenter le rapport surface / volume par rapport aux
autres matériaux poreux. Ces applications couvrent de nombreux domaines, nous citerons en

particulier la séparation des protéines.

1. 4. 1. Séparation des protéines

Des travaux récents ont souligné la possibilité des phases stationnaires en format
capillaire a séparer les protéines, les peptides, les oligo nucléotides et les acides nucléiques.

Une attention particuliére est donnée aux applications en protéomique et génomique®®=88687

ainsi que I’utilisation des monolithes comme support pour I’immobilisation d’enzymes

protéolytiques.®®8%%°! | 3 séparation des protéines peut étre réalisée en fonction de la masse,

la nature chimique, la charge électrostatique ou la chiralité. Elle comporte trois étapes : la

préparation et le traitement de 1’échantillon, la séparation des constituants et leur détection.
On distingue les séparations chromatographiques dans les conditions normales et inverses, les
séparations qui reposent sur les échanges d’ions ou sur une affinité donnée. [ es colonnes a

phase inverse sont faites de monomeres fonctionnels ayant une longue chaine aliphatique ou a

partir d’un co - monomeére de type mélange styréne— divinyl benzéne. Les phases & échange

d’ions sont synthétisées a partir de monomeres possédant un groupe chargé comme le

sulfonate de sodium. Le faible transport de masse par diffusion des macromolécules dans les
pores des phases particuldres affecte négativement Defficacité de séparation qui est

considérablement plus rapide dans une colonne monolithique ou les performances de transport
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de masse par convection sont favorables.?? Un gradient d’¢lution plus fort dans la phase

mobile accélére ’élution par rapport a une séparation isocratique et permet une séparation

dans un temps considérablement plus court.

20,93

A titre d’exemple, |a Figure 1. 12 montre une excellente séparation de quatre protéines tests

sur une micro colonne monolithique a base de poly(butyl méthacrylate co- glycérol

diméthacrylate).®

Cytochrom C

Ribonuclease A

Detector response

AU

Myoglobine

Ovalbumin

Figure 1. 12 : Séparation par RP-HPLC de quatre
protéines sur une colonne a base de poly(butyl
méthacrylate-co-glycéroldiméthacrylate).
Conditions: éluant A: 90% H,0/10% acétonitrile
(V/v), 0.1% TFA,; éluant B: 10% H,0/90% (v/v)
acétonitrile, 0.1% TFA, gradient linéaire A~ B: 0%
(0O min) a 100% (5 min), concentration
0.25mg/mL pour chaque protéine; débit 7.4
HL/mL %

0 2 4
Retention time (min)

Une séparation rapide d’'un mélange de quatre protéines standards a été réalisée par HPLC a

phase inverse a gradient d’¢lution sur une colonne non polaire a base de PS _DV/P par Gusev et

al.3* Les chromatogrammes montrés sur la Figure 1. 13 ont été obtenus & différentes vitesses

d’écoulement et illustrent la séparation rapide a vitesse d’écoulement élevée due a la porosité

et la stabilité mécanique élevées de ces colonnes.

24
f all [, b)
20 3
| 1 a
£ 16 2
~ | 1
2 12 4
E B 4 .
" |
0 | YA| I
0 10 0 3
minutes minutes

Figure 1. 13 : Chromatogrammes de protéines
standards obtenus par CLC (Capillary Liquid
Chromatography) sur une colonne capillaire

monolithique a base de PS-DVP (75H mx27/38
cm); gradient linéaire de 20 a 75% d’acétonitrile

dans I’eau contenant 0.1% d’acide

trifluoroacétique; débit, 0.34H I/s a) et b) 1.5H1 I/s.
Identification des pics: 1, ribonucléase A; 2,
cytochrome C; 3, lysozyme; 4, B -lactoglobuline
B (1 mg/ml dans une solution tampon).**

Les phases stationnaires destinées a I'électrochromatographie capillaire utilisent une

méthode de séparation mixte combinant la chromatographie et I’électrophorese. L’écoulement

du liquide donnant un flux électro-osmotique est provoqué par un champ électrique. Ainsi la
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phase stationnaire présente des charges de surface a travers I’introduction de monomeres

chargés dans le mélange réactionnel. Wu et al.® ont développé un mode d’¢lectro
chromatographie capillaire pour la séparation de composés ioniques sur une colonne
monolithique neutre et hydrophobe. La colonne monolithique préparée par copolymérisation
in situ de lauryl méthacrylate et d'éthyléne diméthacrylate forme une phase stationnaire Ci,
hydrophobe. Le flux électro osmotique (EOF) dans cette colonne hydrophobe était trés faible
méme a un pH de la phase mobile égal a 8. Des peptides ont été séparés a pH tampon acide
sur la base de la différence de leur mobilité électrophorétique et de leur interaction

hydrophobe avec la phase stationnaire (Figure 1. 14).

Figure 1. 14 : Electro chromatogrammes

L v pour la séparation de peptides modéles
0018 , Ala-His == .

] 3 3, Ser-His sur une colonne monolithique a base de
oore ] | 5, Lyw-GuGly lauryl  méthacrylate. ~Conditions
- ! 6, Lys-Set-Tp expérimentales: voltage applique, 5 kV.

0z o

longueur effective de la colonne, 10 cm

e

0,010+

2 5 (longueur totale, 30 cm) avec 751 m i.d.
et M et 363! m o.d.; phase mobile, 40 mM
sy i‘ tampon phosphate (pH 2.1); détection
0:004 - WJ |u UV longueur d’onde, 214 nm; injection
0002 électrocinétique, 5 kV pendant 5s.%

[ S SRR T SR SR S S

Time (min}

1. 4. 2. Applications en microfluidique

Les efforts de recherche portent actuellement sur la miniaturisation des dispositifs de
séparation dans le but de réduire le volume de I’échantillon (comme |es cellules ou les tissus

biologiques), le colt des réactifs (comme les anticorps et les enzymes) et de satisfaire
I’'urgence de réduire le temps d’analyse, répondre rapidement au besoin médical en examinant
plusieurs échantillons a la fois. La nano-chromatographie (nano-CL) et les microsystemes
analytiques représentent des thémes de recherche qui retiennent une attention particuliere et
qui connaissent une évolution rapide.®>* La complexité croissante des systémes étudiés, la
miniaturisation de plus en plus poussée des techniques chromatographiques utilisées
nécessitent ’emploi de phases stationnaires appropriées pour le type de séparation considéré.
Pour cela, le recours aux monolithes a base de polymeére constitue une bonne alternative qui
permet de résoudre certains problemes liés & la technologie de fabrication tout en donnant lieu

a des niveaux de séparation améliorés. Ces systémes présentent des avantages indéniables dus
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a la simplicité de leur préparation en grande quantité, leur co(it relativement fable lorsqu’on
compare ces propriétés avec celles des systémes équivalents a base de billes de silice, de verre
ou de quartz. Ces microsystéemes permettent le couplage de techniques séparatives efficaces
avec des systemes de détection performants. Cependant, une étape préliminaire de traitement
des parois est indispensable afin d’assurer la forte liaison covalente du polymeére a son

support, capillaire ou microcanal.

Liu et al.”” ont mis au point une approche solide pour la fabrication de puces HPLC en

oléfine cyclique contenant une phase monolithique stationnaire a base de poly méthacrylate
photo polymérisée in situ. En plus d’une séparation a phase inverse de peptides modeles

maqués par fluorescence, de digests de protéine et d’échantillons de protéines intacts, la puce

utlise un injecteur/séparateur intégré permettant & dispositif d’8tre relié a une pompe
standard et maintenir un deébit a I’échelle du nano litre |3 Figure 1. 15 montre des

micrographes de monolithes de BMA-TMPTMA (Triméthylolpropane triméthacrylate).

Figure 1.15: (A) images SEM de monolithes a base de BMA-TMPTMA
(Triméthylolpropane triméthacrylate). (B) Agrandissement de la zone circulaire de la partie A
révélant un attachement covalent apparent a la surface du canal en COP (Cyclic Olefin
Polymer).”’

Les travaux en microfluidique utilisant des laboratoires sur puces sont en pleine
expansion dans Ianalyse des protéines et I’étude de leurs fo nctions. Les opérations sur puces

permettent une séparation rapide et reproductible alors que les dispositifs microfluidiques

doivent résister dans des conditions d’utilisations répétées sous pressions élevées. Une
séparation a phase inverse rapide sur micropuce de peptides et protéines a un gradient de
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pression de 12 bar/cm a été réalisée par Reichmuth et al.®® @ 'aide d’un microsysteme

intégrant des injections de 1’ordre de nanolitres et utilisant un détecteur a fluorescence

miniaturisé (Figure 1. 16 A). Des protéines et peptides ont été séparés en des temps allant de
40 a 200 s sur un monolithe a base de C18 mis au point par lithographie de contact (Figure 1.
16 B) Les volumes d’échantillon g varjent entre 220 et 800 pL et peuvent étre mesurés

linédairement en controlant la durée de I'impulsion de la pression selon des procédés

classiques.

{1.7cm x 50 um x 20 pum) =

/ \ a) 3 ! | | D
I 325 pm 5

separation monolith ‘ b
|

g
|

fluorescence {a.u.)

200 — |
fluoropolymer | !
element & ! | |
buffe . / sample = | II ':I' o | ll .'ﬁ' \ 'nu
uffer BT, \ | I
channel channel L "-.l"J " W l\‘'u,-A—.m-.u-«.,._..,,«"'\..-"J N ot \*h._,,....:..m_l'n.-" Ill'l Wﬂ"‘u
¥ Y 1 '1'] ¢ j | | | | I
o 100 200 300 400 500
valve seals time (s)

Figure 1. 16: a) Micrographe d’un milieu de séparation et de la pompe d’injection. | g
polymérisation eSt faite a 1'intérieur d’un capillaire de verre de d|amétre interne éga' a
1501 m. b) Injections répétées de 6400 pL, 750ms d’un mélange de protéines. % ACN +

0.16% HFBA dans 5 mM tampon de phosphate (pH 2.0) a 300 psi. Identification de pics et
facte%gs de rétention: a, colorant; b, insuline (1.2); c, anti-biotine (6.0); d, R-lactalbumine
(9.2).

Récemment, Levkin et al.®? ont préparées des phases stationnaires a base de poly(lauryl
méthacrylate-co-ethyléne diméthacrylate) et de poly(styréne-co-divinylbenzéne). La
polymérisation radicalaire a été initiée thermiquement dans une puce de polyimide formant
des canaux ayant une surface carrée 200 mx200H m et une longueur de 6.8 cm. Ces puces
ont été utilisées pour séparer un mélange de protéines incluant la ribonucléase A, myoglobine,
cytochrome c, et ovalbumine et aussi des peptides (Figure 1. 17). Les phases a base de

méthacrylate et de styréne ont permis la séparation rapide de la majorité des mélanges tests
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considérés. La meilleure performance a été atteinte pour le monolithe a base de styréne

permettant une séparation rapide de quatre protéines en moins de 2.5 min.

VA & Al
AV
A }.1 \_j' \\},‘

,(di—a.._/—' —"‘—_T_h- ’1 I\ \_‘—L_""l

A ‘ \\I l\{ l| 1\ rl".
(C} J— _f 'll 1 ]r, W J . o
e ¥

|\ | B
(b\)/—’__'_'__' ﬁl | _h_h'"]
(a) N U\ S

-~ LY r-3 ~ anm ae m k] I3 o an At

min min

Figure 1. 17: Séparations sur puce de ribonucléase A, cytochrome c, myoglobine,
ovalbumine (par ordre d’¢lution) utilisant les phases stationnaires monolithiques A)

poly(lauryl méthacrylate-co-éthyléne diméthacrylate) et B) poly(styréne-co-divinylbenzéne) a
différents débits (a) 4, (b) 3, (c) 2, et (d) L/min. Gradient: 0-060% d’acétonitrile dans I’eau
(0.05%, v/v d’acide formique) en 10 min. Concentration des solutions de protéines par
échantillon: 0.2 et 0.1mg/mL pour les monolithes a base de poly(lauryl méthacrylate-co-

ethylene diméthacrylate) et de poly(styrene-co-divinylbenzéne), respectivement. Volume
d’injection 40 nL. Détection: v/ 3 210 nm.®?

1. 4. 3. Autres applications
Les monolithes ont aussi un grand potentiel d’applications dans la préparation

d’échantillons avant |eyr analyse protéomique. Les supports monolithiques ayant de grands

pores peuvent étre exploités pour I’isolation de nanoparticles, cellules, organelles, virus ou
agrégats de protéines.*® Ils sont utilisés comme supports de microréacteurs et de réacteurs.

Les monolithesont d’autres applications comme phases solides de détection par chimio -
luminescence comme la détection du peroxyde d’hydrogéne a 1’aide d’un groupement
contenant du fluore immobilisé sur le support du monolithe.

Les monolithes ont également servi de support, dans un microsysteme fluidique pour la

réalisation de valves en polymére thermosensible.’®**** Le poly(N-isopropylacrylamide) est

un polymere thermosensible non chargé hydrosoluble a basse température et précipitant a une
température supérieure a 3132°C. C’est la température critique inférieure de solution

nommée T.. Au dessous de T, le polymere est hydrophile et gonflé, alors qu’au dessus, il
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devient hydrophobe et se rétracte. Cette transition de volume montré par le poly(N-
isopropylacrylamide) (PNIPAAmM) en réponse a un changement de température peut étre

utilisée pur contrbler I’écoulement de liquide a travers les polyméres monolithiques. Par

exemple, des chaines de PNIPAAm greffée sur la surface des pores d’un monolithe e xjstent
sous leur forme collapsée & 40°Cet n’empéche pas 1’écoulement de liquide a travers les pores.
Si le matériau est refroidi a température ambiante, qui est bien au dessus de la température de
transition T, du PNIPAAmM, les chaines de PNIPAAm gonflentet empéchent I’écoulement du
liquide. Ce comportement peut étre facilement contr6lé dans un systéme a pompe par une

augmentation rapide de la pression qui s’oppose a 1’écoulement dans le monolithe lorsque le

PNIPAAm est gonflé.'* Le greffage de chaines de PNIPAAm dans un microcanal permet
donc de réguler I’écoulement des liquides par un simple changement de température.

Les monolithes ont aussi été utilisés pour la séparation des hydrocarbures
polyaromatiques. Ces chaines sont souvent formées suite & la combustion des hydrocarbures
naturels (charbon, pétrole, gaz naturel). Elles ne sont pas solubles dans I’eau et se trouvent
donc en trés faible quantité dans les solutions aqueuses mais peuvent étre présentes en plus
grande quantité dans les milieux hydrophdes comme 'huile végétale ou la matiére grasse

animale. Des poly aromatiques sont fortement cancérigénes et se décomposent lentement dans

I’air. Les conditions environnementales et d’hygiene imposent des limites strictes a leur

présence dans I’air, dans 1’eau potable ou dans les aliments. La méthode de séparation la plus

utilisée pour le contr6le de leur présence est la chromatographie liquide a base de colonnes

monolithiques,0310410°

1.5. PROPRIETES HYDRODYNAMIQUES

[ possibilité pour I’éluant de s’écouler d’une facon contr gjée 3 travers le réseau
poreux du monolithe constitue un enjeu majeur dans la conception du milieu monolithique et
donc de sa morphologie. En plus dune perméabilité adéquate pour le type d” gpplication
considérée, la structure poreuse doit permettre un taux adapté de transfert de la matiére par

convection. Plusieurs techniques classiques de mesure de la porosité sont réaliséesd I’état sec

comme la porosimétrie par intrusion de mercure ou par absorption / désorption d’azote alors

e les colonnes opérent effectivement en présence d’un solvant éluant et donc a I’état

humide. Ceci veut dire que les données chromatographiques peuvent ne pas correspondre a la

taille des pores observée a sec.
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La perméabilité de la colonne dépend fortement de la porosité du monolithe et du
rapport entre les macropores et les mésopores. Dans ce paragraphe, nous allons passer
brievement en revue quelques résultats qui montrent les effets hydrodynamiques en relation

avec la permeabilité des colonnes monolithiques.

1. 5. 1. Effet de la nature de la phase mobile

La Figure 1. 18 montre la relation entre la pression appliquée et le débit dun capillaire
monolithique & base de MS/BVPE préparés par Trojer et al.”® La linéarité entre la chute de
pression et le débit montre la stabilité mécanique de ce type de polymére. Une pression
atteignant 30 MPa a pu étre appliquée sans endommager le monolithe. Ce résultat montre que
le gonflement du polymere est faible dans un solvant organique. Selon la loi de Darcy donnée
par’Equation 4 2, |a perte de charge P ne dépend que de la viscositén de la phase mobile

sachant que la perméabilité By, la longueur L et le débit Q sont constants:
Les droites sont décalées vers des pressions plus élevées dans I'ordre ACN < THF <

MeOH < H,0 puisque la viscosité augmente de 0.39, 0.50, 0.58 a 1.00 mPa s, respectivement.
Tous les solvants suivent cette tendance, excepté THF, qui semble avoir causé un léger
gonflement du polymeére. Le rapport de m syrA P 3 un débit fixe permet de déterminer la

perméabilité qui,pour le mélange MS/BVPE s’avere plus élevée dans I’eau en comparaison

avec ’ACN et le MeOH ( 24% in both cases), alors que dans le THF cette permébilité est
encore réduite de~25% comparée a ’ACN ou le MeOH

B water
o etrahydrofuran

16 & methanol

o sectonivile /’ Fig. 1. 18: Corrélation entre la

// pression appliquée et le débit dans
une colonne monolithique
capillaire MS/BVPE pour quatre
différents solvants a température
ambiante.”

backp ressure [MPa]

0 5 10 s 20 25
fow rate [pl/min]

La Figure 1. 19 montre la chute de pression normalisée a la viscosité du solvant a 25°C dans
une puce en polyimide en fonction du débit en ACN, MeOH et eau a travers un canal
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contenant des monolithes a base de poly(lauryl méthacrylate-co-éthyléne diméthacrylate) (Fig
1. 19A) et de poly(styréne-co-divinylbenzéne) (Fig 1. 19B).* La chute de pression plus
élevée avec ACN est une indication de la réduction de la taille des pores due au gonflement.
Les perméabilités calculées® sont égales & 1.4x10 *° et 6.3x10 ** cm? pour les monolithes &
base de LMA- EDMA et ST-DVB, respectivement. Ainsi la perméabilité du monolithe a base
de LMA EDMA est similaire a celle d’une colonne tassée avec des spheres de silice de
diametre 4 m, alors que le monolithe a base de ST-DVB donne un résultat proche de celui

d’une colonne contenant des billes de 2 a 3* m de diamétre.
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= = Water = = Water ¥
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Figure 1. 19 : Perte de charge dans une puce en polyimide normalisée par la viscosité du
solvant enfonction du débit d’acétonitrile, méthanol, et eau a travers des canaux contena pt

des monolithes de poly(lauryl méthacrylate-co-éthylene diméthacrylate) (A) et de
poly(styréne-co-divinylbenzéne) (B).%

1. 5. 2. Effet de la taille des pores
La Figure 1. 20montre Ieffet du débit a travers des colonnes monolithiques & base de

poly(butyl méthacrylate- co-EDMA)®. La pression nécessaire pour maintenir méme un faible
débit est assez élevée pour un matériau montrant un diameétre de pores moyen inférieur a 500
nm alors que des débits élevés sont obtenus a basse pression pour des matériaux ayant des

pores de diametres supérieurs a 1000 nm.
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Figure 1. 20: Perte de charge
dans une colonne monolithique de
* 0.25¢100 mm a base de
poly(butyl méthacrylate-co-
EDMA) en function du debit en
utilisant 1’eau  comme phase
mobile. Taille des pores: 1.6 ®),
2 2.1¢) et3.8Hm@A)°
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Puisque la viscosité apparait au numérateur dans la loi de Darcy (voir Eq. 2. 2), la
pression du monolithe doit étre plus basse dans des solvants moins visqueux tels que le
MeOH et!” ACN, en supposant que le monolithes ne gonflent pas et ne se contractent pas. Le
gonflement des micro globules peut entrainer une augmentation de leur taille et de celle des
macropores ce qui résulte en une diminution de la permeabilité et une augmentation de la
pression. Similairement, une compression devrait réduire la taille et le volume des pores.
Puisque la pression mesurée pour des solvants moins visqueux tels que le méthanolet I” ACN

est toujours infédeure a celle mesurée dans I’eau, on peut conclure en une absence de

gonflement et rigidité structurale pour de tels monolithes.®®

1. 5. 3. Effet de la géométrie et des dimensions de la colonne

Nischang et al. ont préparé récemment® des polyméres monolithiques poreux dans des
capillaires ayant des sections transversales de géomeétries circulaires ou carrées de dimensions
latérales de 50, 75, 100 * m ainsi que des capillaires de sections rectangles de dimensions
3¢ mxogum. Ces capillaires ont été utilisés pour déterminer I’ offet de la taille et de la
géométrie de leur section transversale sur les propriétés poreuses et hydrodynamiques de
monolithes a base de poly(butyl méthacrylate-co-éthyléne diméthacrylate) (Figure 1. 21). Ces
capillaires ont été observés par MEB et leur perméabilité a été évaluée.

Leur performance en chromatographie a été testée dans la séparationd un mélange de

protéines comprenant le ribonucléase A, le cytochrome c, le myoglobineet I” ovalbumine en
utilisant un gradient linéaire d’ACN dans la phase mobile = Aycune différence résultant de la

sométriade ces colonnes capillaires n’a été observée montrant que des capillaires circulaires
geometrle p q p
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représentent une bonne option pour modéliser les processus physiques présents en

microfluidique sur puces.

120
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Figure 1. 21 : Effet du débit sur la perte de charge générée dans un canal contenant des
monolithes poreux a base de poly(butyl méthacrylate-co-éthylene diméthacrylate) préparés a
partir du méme mélange de polymérisation mais différents par la forme et la taille.
Conditions: longueur de la colonne 15 cm, phase mobile 0.1% (v/v) solutiond” acide formique
dans 50/50 (v/v) acétonitrile- eau.®®
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CHAPITRE 2
SYNTHESE, CARACTERISATIONS DES COLONNES MONOLITHIQUES

ET RESULTATS PRELIMINAIRES

2. 1. SYNTHESE, CARACTERISATIONS DES COLONNES MONOLITHIQUES
2. 1. 1. Composition du mélange réactionnel

Les monolithes macroporeux de nature macromoléculaires sont obtenus par
polymérisation radicalaire amorcée par voie photochimique a 1’aide d’irradiation UV du
mélange réactionnel. Celui-ci se compose de monomeéres plus ou moins hydrophobes, d’un
mélange de solvants appelé porogéne et d'un photo-amorceur radicalaire.

Le monomeére est constitué de méthacrylate de Lauryl (LMA) dont la formule chimique est
donnée sur la Figure 2.1a et de diméthacrylate d’éthyléne (EDMA) qui sert d’agent

réticulant pour former la structure réseau.La formule chimique de 'TEDMA est donnée sur la

Figure 2. 1b.

a) b)

0
O.
)\cl:’r C,,Hys )\WOV&OJY

LMA EDMA

Figure 2. 1 : Monomeres utilisés pour la préparation des phases monolithiques: le
méthacrylate de lauryl (LMA) et le diméthacrylate d’éthyléne (EDMA) comme agent

réticulant.
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L’amorceur utilis¢ est I' AIBN (ou Azobis (isobutyro nitrile)). Il se décompose sous I’effet du

rayonnement UV pour initier la polymérisation radicalaire. Sa formule chimique est donnée

sur la Figure 2. 2.

CN

—N
NC

Figure 2. 2 : Amorceur utilisé dans la préparation des phases monolithiques

Dans notre étude nous avons utilisé le mélange porogene cyclohexanol/ethyléne glycol pour
la faiblesse de son paramétre de solubilité qui est proche de celui de polymére (LAM-co-
EDAM)' ce qui fait de ce porogéne un meilleur solvant car il favorise plus la formation de
micropores que celle de macropores.

Le porogeéne est un mélange binaire d’un mauvais solvant (ethylene glycol) et d’un bon

solvant (cyclohexanol) dans un pourcentage qui fixe la porosité de la phase monolithique.

2. 1. 2. Préparation des colonnes
2. 1. 2. 1. Dimensions des colonnes

Les supports monolithiques sont préparés dans des capillaires en silice fondue (Polymicro
Technologies (Phoenix, AZ)), transparents aux irradiations UV. Par conséquent, ces

capillaires ne sont pas recouverts de polyimide mais de Téflon®qui est moins résistant, c’est

pour cela qu’il faut les manipuler avec précaution. Il s’avére qu’a ces échelles, un traitement
des parois internes est nécessaire, afn d’ancrer de fagon covalente la phase monolithique a
l'intérieur du capillaire. Ils sont rigides au lieu d’étre souples et la présence de monolithes peut

étre visualisée a travers le capillaire. Tout d’abord, les capillaires sont facilement

manipulables et se connectent aisément sur les systemes de pompage usuels, sur les chaines

de nanoLC (UltiMate 3000), sur les pousses-seringues (Harvard Apparatus, Holliston, MA,
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USA) a I’aide de raccords (UpChurch Scientific, Oak Harbour, WA, USA), aussi bien pour

I’¢ Jaboration des phases que leurs tests ultérieurs. Ensuite, les dimensions des capillaires sont

proches des dimensions des microcanaux dans lesquels seront réalisées in fine les phases

monolithiques. Le capillaire utilisé ici a un diameétre externe de 360 um pour un diamétre

interne inférieur ou égal a 75 um Les colonnes capillaires monolithiques préparées ont une

longueur de 15-20 cm pour mimer les colonnes commerciales. Ces longueurs seront précisées
dans le Tableau 2.1 d’identification des colonnes | 3 photographie MEB de la figure 2. 3b

montre une section d’une des colonnes préparées.

s | | @ [ |17

L =50 cm

100 pm

Figure 2. 3 : @) Schéma(non a I'echelle) d’un capillaire montrant ses dimensions. b) Cliché

MEB du capillaire.

2. 1. 2. 2. Traitement de la surface du capillaire : silanisation

Le processus de synthése d’un monolithe a I'intérieur d’un capillaire comporte une
premiére étape ayant pour but la modification chimique des groupements silanol de la paroi
du capillaire, dar le but de pouvoir ancrer le futur polymere aux parois. L’¢tat de surface et
la charge potentielle du capillaire sont donc modifiés afin de s’adapter aux fonctionnalités du

monolithe qui sera synthétisé. L importance de cette étape dans I’obtention d’un m gnglithe a

2,345,678

été soulignée par quelques auteurs qui ont observé que sans aucune procédure de

prétraitement, la colonne n’a pas un comportement régulier : il arrive qu’elle se détache en
partie ou en entier des parois lors d’analyses sous champs électriques et qu’elle soit donc plus

ou moins éliminée. Un des avantages de cette étape est donc de lier de facon covalente le

polymére & la paroi du capillaire et ce, de facon uniforme et homogene. De plus, si le
po|ymére est lié aux paroi& les effets ¢ bords devraient étre minimisés lors d’analyses et
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donc permettre d’obtenir de meilleures efficacités. Cette  modification comprend

généralement plusieurs étapes.

WO ST OH

CH,
O Si OH CH,0" _~ ST (cH o <\

Js CH,
© CH,0

"0 ST OH

“osiQ § \< CH,
O ssien) 00 Vg,
"o ST 0 OMe 2

0 \Sl (0] OMe 2
L +
4 CH,OH

Figure 2. 4 : Schéma de la réaction de modification des parois du capillaire.

2. 1. 3. Polymerisation

Le mélange réactionnel constitué des monomeres, du porogéne et de I’amorceur
indiqués précédemment est préparé dans des proportions indiquées ultérieurement.
L’ensem ple obtenu est soumis aux ultrasons pendant 5 min puis dégazé a ’argon. Le
mélange est ensuite injecté a I'aide d’un pousse _seringue dans le capillaire en utilisant un
raccord approprié. Celuicl est fermé avant d’étre placé sous irradiation UV (puissanc ¢ : 40
W, intensité : 2100 M Wem? A = 365 nm) pendant 2 heures environ. Le processus de
polymérisation se passe en trois étapes: I'initiation, la propagation et la terminaison. Ces

étapes sont décrites selon le schéma réactionnel donné sur la Figure 2. 5.
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Figure 2. 5 : Schéma réactionnel montrant les différentes étapes de polymérisation.

Lorsque la polymérisation est terminée, le monolithe obtenu est lavé abondamment au

méthanol pour éliminer toute trace du mélange réactionnel etséché a I'étuve une nuit (80 o),

2. 1. 4. Marqueurs fluorophores

Les performances séparatives des colonnes synthétisées ont été évaluées a l'aide de tests
de séparation comportant 2 marqueurs fluorophores Cye 3 et Cye 5 (Figure 2. 6) de structures
chimiques trés proches utilisés fréquemment dans la technique 2D Differential Gel
Electrophoresis (2D-DIGE) pour la quantification des protéines.

Deux solutions a base de Cye 3 et de Cye 5 (Figure 2. 6) et de DMF (diméthylformamide) a 2
pmoluL ont été diludes dans I'cau a 20 attomol/pL. Un mélange de 1 pL de chaque solution g
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¢té mis dans un petit flacon avant d’étre placé dans le passeur d'échantillon pour une injection

automatique.

Gﬁ;\z (ﬁ;?
Cy3 Cy5

§ o ) o
738,2393 Da 764,2549 Da

Figure 2. 6 : Structures chimiques des fluorophores commerciaux utilisés Cy3 et Cy5.

2. 1. 5. Viscosité de I’¢luant
Le choix de I’éluant a été déterminé par deux facteurs importants. La qualité de
solvatation par rapport au réseau polymeére qui peut avoir un effet sur son gonflement ou

contraction pendant les mesures de séparation. Pour cette raison, 1’éluant utilisé¢ est 1’eau

déionisée (mauvais solvant), I’acétonitryle pur (ACN, un bon solvant), ou un mélange

EAU/ACN communément utilisé comme phase €éluante. Le second facteur important est la
viscosité qui a un comportement particulier en fonction de la composition du mélange. En
effet, pour mettre en évidence ce caractere particulier, la variation de la viscosité du mélange
EAU/ACN en fonction de la fraction molaire en ACN a été étudiée expérimentalement dans

la référence®. Dans la Figure 2. 1, nous avons utilisé les résultats expérimentaux obtenus par

les auteurs et leur ajustement par une série polynomiale selon 1’équation

n=2. cx 2. 1)

7 Oon
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ol x représente la fraction molaire en ACN, les c;sont les coefficients d’ajustement

polynomial donné dans le Tableau 2. 3

Cette équation permet de calculer la viscosité du mélange a une composition donnée. La
Figure 2. 7 représente la variation de la viscosité pour un mélange eau/ACN en fonction de la
fraction molaire (Figure 2. ) ou de la fraction volumique d’ACN ( Figure 2. 7b), On voit

bien que le mélange présente un maximum de viscosité pour une fraction molaire d’AC N,

Xacn =0.077 ou pour une fraction volumique® acn = 0.196.

Tableau 2. T Coefficients d’ajustement des points expérimentaux de la viscosité du mélange
des mélanges eau/ACN ci/(mPa s)de la série polynomiale selon I’'Equation 2 1.

Co C1 (07 C3 Cs Cs Cé

0.89606 | 2.4347 | —22.175| 61.922 -91.094 67.935 | —19.580

=
=3

o
o

1(mPa.s)

=
tn

04t

L i L L i

0.0 Iﬂ2dﬂ.4 ‘DEJO.B‘ 1400 02 04 068 08 10

0.3

Fraction molaire en ACN Fraction volumique en ACN

Figure 2. 7 : Variation de la viscosité du mélanfge porogéne EAU/ACN en fonction a) de la
fraction molaire x, en acétonitrile b) de la fraction volumique d’ACN | es symboles

representent les points expérimentaux mesurés a 25°C reportés dans la référence 9. La courbe
représente un ajustement en série polynomiale selon I’ Equation 2. 1.
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Dans I’étude des propriétés micro fluidiques des colonnes préparées ainsi que dans les test g
préliminaires de séparation, I'¢luant a ¢t¢ utilis¢ sous la forme d’ecau pure npot¢ EAU d’ACN
pur ou du mélange eau/ACN. Dans ce dernier cas, nous avons choisi deux compostions
déterminées correspondant a la composition 25% eau, 75 % acétonitrile) noté 75ACN et un

mélange donnant une viscosité maximale notée par la suite ACNM )

Les viscositésM pour les deux mélanges ainsi que celles des constituants purs sont données
dans le Tableau 2.2.

Tableau 2. 2 : Viscosités en Pa.s des différents éluants utilisés.

Solvant EAU ACNN 1) 75ACN ACN

Viscosité [Pa.s] | 8,90 10* 9,71 10 5,53% 10 3,70< 10™

2. 1. 6. Appareillages et techniques expérimentales utilisés

2.1.6. 1. L’Ultimate® 3000 de LC-packing— Dionex
L’Ultimate 3000 (U3000) constitue la nouvelle génération nanoLC de LC _packing

Dionex. Son avantage essentiel est la présence d'un pont fluidique qui permet de corriger le
débit dans la colonne en fonction de la perte de charge. Si la perte de charge de la colonne est
importante, un débit apparait dans le pont et une vanne (stepper) se ferme pour créer une perte
de charge et augmenter le débit dans la colonne. Le débit dans le pont ne doit pas dépasser 2

nL min? Deux parameétres supplémentaires sont mesurés dans le cas de 1’'U3000 : |5 valeur

du stepper caractérise ’état de fermeture ou d’ouverture de la vanne
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Solvent Rack

o |

Detector

Flow Manager

Autosampler

prr

Figure 2. 8 : Ultimate 3000 de LC-Packing Dionex
Le gestionnaire de 1’écoulement (flow manager) permet de générer de faibles débits

constants allant de micro a des nano litres indépendamment de la pression et de la viscosité du
solvant et réguler la température avec une précision de +0.1°C. Une bonne régulation de la

température permet de réduire les fluctuations dans la mesure du temps de rétention.

Flow splitter Column

] =l Detector

Flow meter

Pump =l Control

=l Waste

Valve

Figure 2. 9 : Schéma du principe de fonctionnement du T-separateur et du controle de
température.

La phase mobile binaire est composde d’eau et d’acétonitrile. | ¢ gradient d'élution

utilisé est un gradient classique en chromatographie liquide phase inverse. || commence par
l'eau acidifiée et se termine par l'acétonitrile, afin d'¢luer les échantillons retenus par des

interactions hydrophobes a l'intérieur de la colonne.
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2. 1. 6. 2. Microscopie Electronique & Balayage (MEB)

Les monolithes ont été observés par microscopie électronique a balayage (MEB). Ces
observations ont été effectuées sur des sections transversales des capillaires. Le MEB est une
technique destructive mais elle est réalisée sur des sections de capillaire trés courtes. A cette

fin, les capillaires sont coupés proprement a 1’aide d’un outil adéquat de facon a générer une

section nette, qui est alors observée. Ici, nous avons utilisé un microscope dont le filament est

a basse tension, ce qui permet de s’affranchir de 1’étape de métallisation du matériau

préliminaire.

Figure 2. 10 : Photographie du MEB ((Marque FEI, modele QUANTA 200 enviromental
MEB enviromental filament de tungsténe. Pression : 20Kv, spot 2.0).

2. 2. MORPHOLOGIE A SEC : MEB
2. 2. 1. Effet de la compositionde I'agent réticulant EDMA

Les colonnes monolithiques préparées ont été observées au microscope électronique a
balayage (MEB) pour obtenir des informations sur la morphologie a sec. La Figure 2. 11
montre des clichés MEB des colonnes monolithiques ayant différentes compositions en
réticulant comme indiqué sur la légende. La composition du mélange porogene a été

maintenue constante et égale a 80/20 cyclohéxanol/éthyléne glycol.

Ces clichés révélent un remplissage total du capillaire ainsi quune homogénéité

structurale. De plus, les clichés c) et f) qui représentent une vue agrandie de la phase

monolithique au voisinage de la paroi montrent qu’il n’existe pas de larges fissures ou failles

entre le matériau monolithique et la paroi du capillaire et que, par conséquent, le traitement

des parois a été efficace.
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nombre de cercles

Figure 2. 11 : Clichés MEB de colonnes monolithiques dont les compositions sont a) 35%
EDMA, b) 37% EDMA, c) 37% EDMA (vue agrandie), d) 39% EDMA, e) 40% EDMA, f)
40% EDMA (vue agrandie).

La taille des nodules pour les monolithes préparés avec différentes concentrations en

EDMA a été estimée manuellement en ajustant a des cercles 50 nodules pris au hasard sur les

clichés MEB. Les diametres de ces cercles ont été reportés sur les histogrammes de la Figure

2. 12. On note une faible distribution de la taille des nodules avec des diamétres au maximum

de la distribution situés entre 0.94 ' m pour la colonne a 35% EDMA et 1.754 m pour la

colonne a 37% EDMA.
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Figure 2. 12 : Distribution des diamétres des nodules estimés manuellement sur les clichés
MEB de monolithes a base de LMA/EDMA ayant les pourcentages en EDMA indiqués sur la

figure.

57



Chapitre 2 Synthese, caractérisations et résultats préliminaires

2. 2. 2. Effet de la composition du mélange porogéne
Pour étudier I’effet de la compostion du mélange porogéne cycohexanol/ethyléne

glycol, trois colonnes ayant des compositions différentes du mélange porogene. La colonne 1
est riche en bon solvant (cycohexanol), le rapport CyOH /Et(OH), est de 80/20, il est de 75/25

dans la colonne 2, et de 60/40 dans la colonne 1.

Colonne Coll Col2 Col3

Vol. % CyOH/Et(OH), 80/20 75125 60/40

Figure 2. 13: Images MEB des colonnes 1 et 3 montrant I'effet de la composition du

porogéne sur la morphologie des monolithes préparés. La colonne 2 montre une morphologie
similaire & celle de la colonne 1.La barre d’echelle est de 20 p

La colonne 1 riche en bon sovant (80% de CyOH) présente une apparence homogeéne
avec un grand nombre de nodules de petite taille et répartis de maniére réguliére sur toute la
section du capillaire. Les photos de la colonne 2 ne sont pas montrées ici parce qu’elle g
montrent la méme morphologie que celle de la colonne 1. La colonne 3 correspondant au
porogéne CyOH/Et(OH), 60/40 montre de gros globules séparés par de larges vides. La taille
des globules a visiblement augmenté par rapport a ceux de la colonne 1.

L’éthylene glycol est un mauvais solvant pour le polymeére en croissance, tandis que le

cyclohexanol est un bon solvant. Il est ainsi possible de modifier la cinétique de précipitation
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des nodules et la cinétique de polymérisation en faisant varier la fraction volumique du bon
solvant.

Une augmentation du pourcentage de cyclohexanol par rapport a celui de I’éthyléne -
glycol provoque une augmentation de la surface spécifique du polymére. De plus, une
augmentation du pourcentage en bon solvant retarde la séparation des phases. Une
compétition existe entre la solubilité du monomere dans le solvant et dans les nodules. La
concentration de monomeére dans les nodules tend a diminuer et par conséquent
I"augmentation de la tail |e des nodules est plus limitée. Il en résulte alors un plus grand
nombre de nodules et la distribution poreuse se déplace vers les plus faibles valeurs de taille
de pores.

Il est ainsi possible de contrdler la distribution poreuse d’un monolithe par modif jcation
du rapport des solvants porogenes. Ce contréle de la taille des pores permet alors de jouer sur

le flux de la phase mobile.Ces observations sont en accord avec celles reportées par Trojer et
al.1%qui étudiérent I"effet de la composition du mélange porogeéne sur la la taille des pores.

2. 3. ETUDE MICROFLUIDIQUE

Dans cette partie, nous présentons quelques résultats préliminaires obtenus sur les

colonnes préparées. Nous mettons l’accent sur les trois effets suivants - effet de la

concentration en agent réticulant (EDMA), effet de la composition du porogene et effet de la

nature et composition de 1’éluant. Noue examinerons a la fois la morphologie a sec obtenue

par microscopie €lectronique et la porosité a I’état humide tenant compte du phénomeéne de

gonflement et des interactions éluant/matrice polymére (interactions de type
hydrophile/hydrophobe).

2. 3. 1.Effet de I’agent réticulant

2. 3. 1. 1. Identification des colonnes préparées

Dix colonnes monolithiques ont été préparées selon le procédé décrit au paragraphe 2. 1
de ce chapitre en variant le pourcentage de I'agent réticulant de 31% a 44% EDMA dans le

mélange de polymérisation comme indiqué dans le Tableau 2. 3.

La composition du porogéne pour les dix colonnes a été fixée a 80% de cyclohexanol (CyOH,
bon solvant) et 20% d’¢éthylene glycol ( Et(OH),, mauvais solvant).
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Tableau 2. 3 : Identification des dix colonnes préparées

Colonne 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Longueur (cm)| 30.2 | 27 | 21.5| 26.9| 30 | 28.2| 26.5| 22.8| 21.3| 255

% LMA 69 67 | 66 64 | 63| 62 61 60 59 | 58

% EDMA 31 3| 35 36 37| 38 39 | 40| 42| 44

2. 3. 1. 2. Etude fluidique en mode statique

Pour accéder aux propriétés microfluidiques des colonnes monolithiques préparées,
nous avons mesuré la chute de pression enutilisant un gradient d’étape tout en maintenant le
débit constant a 200 nL/mn. Nous utilisons la méme série de colonnes monolithiques
préparées a base de LMA/EDMA pour les deux études (statiques et dynamiques). Leurs
longueurs sont indiquées dans le Tableau 2. 1.L’ultimate U3000 nano LC maintient la
pression constante en compensant automatiquement la chute de pression dans une des
branches du T-séparateur.

Dans ce protocole, nous avons utilisé trois éluants de compositions différentes : I’eau

pure, un mélange eau/ACN communément utilisé comme phase éluante : (de composition
25% eau, 75 % acétonitrile) noté ici 75ACN et le mélange ayant une viscosité maximale noté
ACN( max). Le protocole utilisé est schématisé sur la Figure 2. 14.

10

ACH ACN
pmax (i)

85 4

&2

55
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Temps (min)

Figure 2. 14 : Variation de la pression en fonction du temps a un débit constant de 200 nl/min

sur une colonne monolithique LMA/EDMA de composition 44% EDMA lors de I’injection
successive des éluants indiqués sur cette figure.
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La Figure 2. 14 montre que le protocole commence par!l’injection de I’eau pure pendant
200 minutes noté EAU(1), puis une injection du mélange eau/ACN a 75 % ACN noté 75ACN
(1) pendant le méme temps, une deuxi¢me injection de 1’eau pure sera notée EAU(2), suivie
d’une injection du mélange eauw/ACN a viscosité maximale noté ACN1 max (1). La suite du
protocole d’injection de I’éluant est indiquée clairement sur la Figure 2 12 Ce programme

d’élution est réalisé en mesurant la perte de charge ou chute de pression obtenue lors des

injections successives des différents éluants dans une colonne monolithique et en maintenant
le débit constant. Le méme protocole a été utilisé pour toutes les colonnes préparées. Ces
colonnes different par leur concentration en réticulant EDMA.

Nous avons choisi de donner quelques courbes de la perte de charge en fonction du
temps de rétentions obtenus pour certaines colonnes seulement sur la Figure 2. 15. Le calcul
des moyennes des pressions obtenues lors des passages successives des trois différents éluant
ainsi que les écarts type corréspondant montrent une bonne reproductibilité des résultats pour
les différentes colonnes et les trois éluants. Ce qui pourrait indiquer la bonne stabilité de ces
monolithes. La totalité des résultats est regroupée sous forme numérique dans les Tableaux 2.
5.¢et 2. 6.

Lorsque I’eau est utilisée comme €luant, la valeur de la pression varie de 50 a 84 bars

environ pour toutes les colonnes testées, si c’est le mélange Eau/ACN a 75% ACN, elle varie

entre 50 et 69 bars et enfin pour le mélange ayant une viscosité maximale EAU/ACNT .,
la pression varie de 61 a 167 bars, pour des longueurs de colonnes allant de 24 a 29 cm,
comme indiqué sur le Tableau 2. 3. Ces valeurs de pressions sont nettement inférieures a
celles obtenues pour une colonne commerciale PepMap® d une longueur de 15 cm remplie de
billes de silice. Pour toutes les colonnes préparées a différents % EDMA, les pressions
obtenues lorsque le mélange 75 ACN est utilisé comme éluant sont toujours inférieures a

celles obtenues pour les deux autres éluants EAU et ACNM 1na).
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Figure 2. 15 : Variation de la pression en fonction du temps a un debit constant égal a
200 nL/min sur des colonnes monolithiques a base de LMA/EDMA différentes par leurs
pourcentages en EDMA (indiqués sur la Figure) lors de I’injection successive de plusieurs
éluants selon le protocole décrit sur la Figure 2. 14.
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Tableau 2. 4 : Moyennes des pertes de charge obtenues sur chaque passage des trois éluants
pour les dix colonnes monolithiques préparées et pour une colonne conventionnelle constituée

de particules tassées de type PepMap®. Les longueurs des colonnes et les pourcentages
d’EDMA sont précisés sur ce t gpleau.

Pression (bar)
% L
Eau | 75ACN| Eau | ACN Eau | 75ACN| ACN | 75ACN| Eau
EDMA| (cm) N max M max
1) 1) (2 1) ®) (2 %) 3) 4)
31 24,8 84,7 84,81 | 98,35 | 84,82 84,84
33 27,7 74,26 74,42 | 86,15 | 74,48 74,39
35 25 60,6 60,21 | 69,06 | 60,37 60,17
36 269 | 77,64 79,95 | 91,98 | 79,19 79
37 26,1 70 70,26 | 82,25 | 70,14 70
38 28,3| 52,34 52,89 | 61,18 52,9 52,93
39 26,4 | 57,9 58,59 | 68,67 | 58,62 58,55
40 22,8 | 89,14 89,64 | 107,54| 89,79 89,4
42 23,1 60,6 61,62 | 71,95 | 61,32 61,54
44 25,5| 54,95 54,92 | 64,64 | 54,59 54,73
PepMap| 15 | 153,71 156,56 176,18 156,32 153,79
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Tableau 2. 5 : Moyennes des pertes de charge obtenues sur les différents passages des trois
éluants et les dix colonnes monolithiques préparées. Les écarts types calculés sont également
reporteés.

% Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type MZ‘;‘;:\‘I”“ Ecart type
EDMA| EAU EAU 75ACN 75ACN N max) fl max)
31 67,77 0,04041 98,805 0,64346
33 58,22 0,05292 86,135 0,02121
35 50,11 0,05859 69,045 0,02121
36 68,786 0,16196 92,24 0,36769
37 56,82 0,06082 82,91 0,93338
38 49,58 0,24440 61,455 0,38890
39 49,54 0,2 68,71 0,05656
40 71,51 0,10263 107,59 0,07071
42 52,13 0,53033 71,825 0,17677
44 47,79 0,12858 64,745 0,14849

Nous nous sommes intéressés a la perméabilité des phases monolithiques présentées ici. A
cette fin, nous avons calculé pour les dix colonnes monolithiques dans différents solvants, la
perméabilité By de la phase stationnaire en utilisant la loi de Darcy.

B,= =9 2.2)
A py
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g M est p Viscosité de I'¢luant, | |3 longueur de la colonne, Q le débit de fluide & travers la
colonne, Al’aire de la section de la colonne et A p correspondant au plateau observé sur la
courbe de la chute de pression (exprimée en Pascal).Les valeurs de n utilisées pour calculer

Bo sont données dans la Tableau 2. 4 et les résultats regroupés dans le Tableau 2. 6.

Les valeurs de B calculées ont servi & estimer le diamétre moyen des pores d, en utilisant
I"équation de Kozeny-Carman'' et en supposant que le monolithe est constitu¢ d’une

distribution homogéne de particules sphériques*

d, ”“/HSE B (2.3)
T
—€ 1—-¢€.
d,= em/iB”x 18 = e X (2. 4)
T T T

ol ds est le diamétre moyen équivalent d’une particule sphérique quij tient compte de la

porosité totale de la colonne notée € 1. Cette quantité qui représente la fraction volumique
poreuse est prise, en premiére approximation, égale, pour les colonnes monolithiques, a la
fraction volumique de porogéne introduit dans le mélange réactionnel, i.e. 0.6 ou 0.65 selon
que la colonne est préparée avec 60% ou 65% de fraction volumique de porogéne. Dans
I” Equation 2. 3, le coefficient 2 est lié & la géométrie des pores, qui sont supposés cylindriques
alors que le facteur 5 est un coefficient empirique dit de Kozeny. Ce facteur reflete une
structure composée de particules sphériques tassées. Les valeurs de d, et ds calculées pour les

différentes colonnes sont rassemblées dans les Tableaux 2. 7 et 2. 8.
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Tableau 2. 6 : Comparaison de la perméabilité des dix colonnes monolithiques entre elles et
avec une colonne conventionnelle PepMap constituée de particules de silices tassées. Les
valeurs de Bg ont été calculées selon I’ Eq. 2. 2. L’aire de [|a section des colonnes
monolithiques ainsi que celle de la colonne PepMap est A = 2.42< 10 °m?. Le débit utilisé
était de 200 nLmin™.

Perméabilité Bo& 10*m?)

% L
EDMA (cm) o
1
31 24,8 1,97
33 21,7 2,50
35 25 2,77
36 26,9 2,33
37 26,1 2,50
38 28,3 3,80
39 26,4 3,06
40 22,8 1,72
42 23,1 2,56
44 25,5 3,12
Pepmap 15 0,655

75ACN

)]

Eau ACN Eau 75ACN
M max
(2) (1) ®3) 2
1,96 1,85 1,96
2,50 2,35 2,50
2,79 2,65 2,78
2,23 2,14 2,28
2,49 2,32 2,50
3,59 3,39 3,59
3,03 2,82 3,02
1,71 1,55 1,71
2,52 2,35 2,53
3,12 2,89 3,14
0,643 | 0,623 | 0,644
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Tableau 2. 7 : Comparaison des diamétres des pores d, des dix colonnes monolithiques entre
elles et avec une colonne conventionnelle PepMap constituée de particules de silices tassées.
Les diameétres ont été calcul& en utilisant 'Eq 2. 1. es valeurs de€ 1 utilisées étaient de 0.65
pour les colonnes monolithiques et de 0.3 pour la colonne PepMap.

dp & m)
% L
EDMA | (cm)| Fan | 75ACN Fau | ACN Fau | 75ACN| ACN | 75ACN | Fau
M max M max
(1) (2) 1) (3) /
31 24,8| 0,778 0,777 | 0,754 | 0,777 0,777
33 27,7 0,878 0,877 | 0851 | 08,77 0,877
35 25 | 0,923 0,926 | 0,903 | 0,925 0,927
36 26,9 | 0,846 0,827 | 0812 | 0,838 0,837
37 26,1| 0,878 0,876 | 0,846 0,877 0,878
38 28,3| 1,08 1,05 1,02 1,05 1,05
39 26,4| 0,970 0,965 | 0,931 | 0,965 0,965
40 22,8| 0,727 0,725 | 0,691 | 0,724 0,726
42 23,1| 0,887 0,880 | 0,851 | 0,882 0,881
44 25,5 0,979 0,979 | 0943 | 0,982 0,981
Pepmap| 15 | 0,661 0,655 | 0,645 | 0,655 0,661

67




Chapitre 2 Synthese, caractérisations et résultats préliminaires

Tableau 2. 8 : Comparaison des diametres moyens équivalents pour les dix colonnes
monolithiques entre elles et avec une colonne conventionnelle PepMap constituée de
particules tassées. Les valeurs de ds ont été calculés en utilisant I’Eq. 2. 2.

ds™ m)

% ACN
COMA Eau 75ACN| Eau N max Eau Eau
() () @ | @ @) (4)
31 1,26 126 | 1,22 1,26 1,26
33 1,42 142 | 137 1,42 1,42
35 1,49 150 | 1,46 1,49 1,50
36 1,37 134 | 131 1,35 1,35
37 1,42 142 | 137 1,42 1,42
38 1,75 1,70 | 1,65 1,70 1,70
39 1,57 156 | 1,50 1,56 1,56
40 1,17 1,17 | 112 1,17 1,17
42 1,43 142 | 137 1,43 1,42
44 1,58 158 | 1552 1,59 1,58
Pepmap 4,63 4,58 451 4,59 4,63
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Les résultats donnés sous forme numériques dans ces tableaux sont mieux visualisés sous

forme graphique comme le montre la Figure 2. 16.
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Figure 2. 16 : a) Perméabilité B, moyenne en fonction du pourcentage en EDMA pour les
trois éluants EAU/ACN ax, EAU, 75ACN. b) Diamétres moyens des pores des dix colonnes
monolithiques c) Diametres moyens équivalents des particules pour les dix colonnes
monolithiques.

69



Chapitre 2 Synthese, caractérisations et résultats préliminaires

Nous notons une bonne corrélation entre les valeurs de la permeabilité B, les diaméetres
moyens des pores d, et les diaméetres moyens équivalents des pores ds, ce qui est naturel
puisque la valeur de B, conditionne celle de d,d’une part et celle de d,,d’autre part. Nous

observons aussi que I’ordre de grandeur est le méme pour les trois parameétres.

Si I'eau est utilisé ¢ comme éluant, la perméabilité B, est la plus élevée pour les dix
colonnes préparées Les valeurs de la chute de pression AP mesurée s confortent ces résultats
(Tableau 2. 5) puisque celle-ci est inversement proportionnelle a la perméabilité comme le
prédit la loi de Darcy (Equation 2. 2). Le mélange & 75ACN donne la perméabilité la plus
faible par rapport aux autres mélanges. La Figure 2. 16 montre que la perméabilité est
systématiquement dans I’ordre By(ACN) < Bo(75ACNH max)) < Bo(EAU).

Parmi les dix colonnes préparées, celle qui contient 38% de EDMA dans le mélange de
polymérisation donne les perméabilités les plus élevées pour les trois éluants utilisés 75ACN,
ACNAImax ) et EAU, (2.38<10™ m? 1.3% 10™ m? et 1.65¢ 10™ m? respectivement). Les

diameétres des pores et des particules équivalents sont aussi les plus élevés pour cette colonne.

Les valeurs de By, et d, calculées pour la colonne commerciale PepMap® sont beaucoup plus
faibles que celles des colonnes monolithiques préparées. Ceci est di a la taille (plus courte
que les colonnes monlithiques préparées), a la composition et la nature de la colonne

commerciale faite de particules de silices tassées.

2. 3. 1. 3. Etude microfluidique en mode dynamique

Dans cette partie, nous étudions les propriétés hydrodynamiques des colonnes
monolithiques a la base de lauryl de méthacrylate LMA en fonction de la composition en
agent réticulant EDMA & différents débits en faisant varier le pourcentage de I’agent
réticulant EDMA dans le mélange de polymérisation. Les colonnes capillaires ont une
longueur de 20-30 cm pour mimer les colonnes commerciales et faciliter la comparaison de

performances.

Le gradient d'élution utilisé est un gradient classique en chromatographie liquide phase
inverse. Il commence par l'eau acidifiée et se termine par l'acétonitrile, afin d'éluer les

échantillons retenus par des interactions hydrophobes a I'intérieur de la colonne.

Dans le cas présent, nous avons utilisé deux types de phases mobiles, la phase mobile A
constituée de 100% d'eau acidifiée avec 0,1% d'acide formique, et la phase mobile B
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constituée de 80% d'acétonitrile et de 20% d'eau. L’acide formique permet de contrdler la

charge -t donc 'hydrophobicité - des peptides qui varie selon le pH.

Afin de vérifier la stabilité mécanique de la colonne, nous avons dans un premier temps,
examiné la variation de la perte de chargeA P en fonction du temps pour différents débits

variant de 50 & 200 nL min pour la colonne a 37% d’EDMA. Les résultats obtenus ggnt

regroupés sur la Figure 2. 17.
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Figure 2. 17 : Evolution de la pression a différents débits lors d’un gradiant d’¢lution
eau/ACN sur une colonne monolithique & base de methacrylate a 37% EDMA.

Toutes ces courbes ont la méme allure. Elles se caractérisent par une baisse de pression
au début et a la fin du gradient et par une augmentation de pression lorsque la teneur en ACN
augmente. Les valeurs de pression mesurées varient entre 25 et 205 bars environ pour cette
colonne. Ces courbes ont permisd’obtenir les variations de pression en fonction du débit pour

les éluants : EAU, ACN et ACN( nax) représentees sur la Figure 2. 18.
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Figure 2. 18 : a) Perte de chargeA P en fonction du débit pour la colonne préparée avec une
concentration de réticulant EDMA de 37% dans le mélange LMA/EDMA. Cette figure

regroupe les résultats obtenus pour les trois éluants ACN, EAU et ACNM .. Les droites
représentent un ajustement linéaire. b) Pression normalisée a la vicosité de I'éluant. Les

droites représentent un ajustement linéaire.

La Figure 2. 18 montre une dépendance linéaire entre le débit et la perte de chargeA P
pour les trois solvants. Cette linéarité atteste de la grande stabilité mécanique du monolithe
capable de résister a des pressions aussi €levées que 20 MPa.

Comme pour les résultats obtenus en statique, les pressions obtenues dans [ ACN pur
sont toujours inférieures & celles obtenues pour les deux autres éluants EAU et ACNM a).
Pour vérifier si ce comportement est di seulement a la différence de viscosité entre les trois
solvants, nous avons représenté la variation de la perte de charge normalisée a la viscosité en
fonction du débit. Effectivement, ['ordre des droites change mais les résultats demeurent
différents pour les trois éluants probablemenet a cause de la différence de solvatation dans le
polymeére. Nous constatons que les pentes ont tendance a diminuer systématiqguement dans
Iordre suivant : ACNM ,.), EAU, ACN, correspondant & un ordre décroissant des viscosités.
Ces résultats sont qualitativementCOhérents avec ceux obtenus par d’autres auteurs dans des

conditions similaires.*>*

72



Chapitre 2 Synthese, caractérisations et résultats préliminaires

Le gonflement du polymere dans 'ACN  quj estun bon solvant (par rapport a I'cau et 3

I” ACNM 112x)) donne lieu & une diminution de la taille des pores et donc une réduction de la
perméabilité B, C est effectivement le phénoméne observé icj puisque comme le montre la
Figure 2. 18, la perméabilité est systématiquement dans I’ordre suivant : By(ACN) < By
ACN( max) < By EAU. Ce résultat est également cohérent avec celui obtenu par Le Gac et al.

dans des conditions similaires.!

Les variations de pression en fonction du temps ont été mesurées selon la méme
procédure pour quatre autres colonnes correspondant a des concentrations en EDMA
différentes et fixant le débit @ 100 nL/min. Les résultats sont donnés sur la Figure 2. 19.
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Figure 2. 19 : Evolution de la pression pour quatre colonnes monolithiques de diamétre
interne75 LM | 3 base de LMA/EDMA préparées avec différentes concentations en EDMA en
fonction du temps. Le débit était de 100 nL/min.

Nous remarquons que toutes les courbes donnant les variations de la pression en
fonction du temps ont la méme allure générale et sont également qualitativement comparables
a celles de la Figure 2. 17. Il y a toujours une baisse de pression au début (eau pure) et a la fin
du gradient (ACN pur) ainsi qu’ yne augmentation de pression lorsque la teneur en ACN
augmente (pour atteindre la composion qui a une viscodité maximale). La pression varie de

15 & un peu plus de 80 bars environ pour les différentes colonnes.
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2. 3. 2. Effet de la composition du porogéne

2. 3. 2. 1. Identification des colonnes selon la composition du porogene
Le porogene est constitu¢ d’un ou de plusieurs solvants | constitue un élément

essentiel dans la formulation du systéme initial. Son réle est de dissoudre tous les monomeres
et I'initiateur dans la solution a polymériser. Il sert aussi a contrdl gr |3 cinétique de séparation

de phases et de réaliser la morphologie souhaitée du matériau final et en particulier la bonne
taille des pores.

Le comportement de ces solvants vis-a-vis des chaines de polymére en formation joue
sur le processus de polymérisation. La formation de la structure poreuse est conditionnée par

la séparation de phase, conduisant a la précipitation des noyaux réticulés.

Dans le cas présent, le porogéne utilisé est un mélange de cyclohexanol(CyOH) et d’éthylene
glycol (Et(OH),). La fraction volumique du porogene dans le mélange réactionnel est

maintenue constante et égale a 65%.

Afind’étudier Ieffet de la composition d y mélange porogéne nous avons considéré
trois colonnes caractérisées par des compositions de porogéne différentes (voir Tableau 2. 8),

et analyse les propriétés microfluidiques, dans les trois éluants (EAU, ACN{1 max) et ACN).

Le méme type de capillaire a été utilisé avecun diametre externe de 360 um et un diametre

interne de 75 pm. L’amorceur, I’azobisisobutyronitrile (AIBN), est introduit a raison de 1 _20
par rapport a la masse totale en monomeres.
Tableau 2. 8 :1dentification des trois colonnes permettant I’étude de 1’effet de la composition

du porogene.

Colonne Coll Col2 Col3
Longueur (cm) 30 29.5 30
Monomere (V/V)
65/35 65/35 65/35
LMA/EDMA
Porogene (V/V)
80/20 75/25 60/40

CyOH/Et(OH),
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2. 3. 2. 2. Influence du porogene sur les propriétés microfluidiques

La Figure 2. 20 montre les variations de la pression en fonction du débit pour les éluants

ACNQ@ max), EAU, ACN et pour les trois colonnes monolithiques décrites précédemment.
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Figure 2. 20 : Perte de charge en fonction du débit pour les trois colonnes 80%, 75% et 60%
de cyclohexanol et les trois éluants, a) ACN (1 max). b) EAU, c¢) ACN.

Cette figure montre que la perte de charge augmente linéairement avec le débit pour les trois

colonnes ce qui atteste de la bonne tenue mécanique des colonnes puisqu’elles résistent a des

pressions allant jusqu’a environ g Mpa, La pente augmente systématiquement avec la fraction
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volumique du bon solvant dans le porogéne parce que la taille des nuclei demeure faible
nécessitant des pressions plus élevées. Ces résultats sont attendus et cohérents avec ceux
décrits dans la littérature.™

La Figure 2. 21 représente les mémes résultats sous une autre forme en comparant pour
chaque colonne les effets des éluants déterminés par leur viscosité L’¢luant de plus grande

viscosité donne systématiquement la pente la plus élevée confirmant la résistance a

I’écoulement

80%

Qo
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ACN(nmax)
EAU
ACN
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Pression (MPa)
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Figure 2. 21 : Perte de charge en fonction du débit pour les éluants ACNM nax), EAU et ACN,
a) 80% b) 75% c) 60% de cyclohexanol.

Dans le but de mette en évidence I’effet de la viscosité de 1’éluant sur la courbe de la perte de

charge en fonction du débit, nous représentons sur la Figure 2. 22 la variation deA PN en
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fonction du débit. Pour chacune des trois colonnes, nous montrons les résultats

correspondants aux trois éluants ACN{1 max), EAU et ACN.

12 | ACN(nmax) i
80%

sl ’ 75%, |

4 60% |
,l_""‘ 0 1 i 1 1 L 1 1 L
o | I — T T T T T T
121 EAU :
X
2
‘a 8} 80% 75% 4
3
i
>
c 4r .
o 60% |
7
9 0 1 1 1 [ [P |
n_ | 1 1

ACN
12r 80%
75% 1
8
4 O%

50 100 150 200 250 300 350 400
Débit nL/min

Figure 2. 22 :Pression normalisée a la vicosité¢ de I’éluant. Les droites représentent un
ajustement linéaire.

On constate que I’effet de la viscosité est important puisqu’il y a un changement

significatif dans les pentes. Les trois droites sont plus rapprochées que dans la représentation

précédente, mais si la loi de Darcy s’appliquait a ce systéme et la perméabilité ne dépendait

que de la colonne et pas de I’éluant, alors |es trois droites seraient confondues. Le fait que ce
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ne soit pas le cas peut étre attribué au gonflement du polymeére qui doit dépendre de la qualité
du solvant. En effet, la pente des droitesAP/M vs Q suit le méme ordre et par conséquent, la

perméabilité de la colonne vis-avis de PACN est [a plus faible. On pourrait penser que la
qualité de solvatation de I’éluant et donc le gonflement du polymeére serait a I’origine de cette

différence. Cependant, ce n’est pas le cas puisqu’il est clair que la qualité de solvatation des
trois ¢luants suit 'ordre ACN > (ACN 1y > EAU, et la perméabilité B, déduite de la pente
des droitesA P vs Q ne suit pas le méme ordre. Ces résultats sont attendus et comparables avec

ceux reportés dans la littérature.*
La nature et la proportion de I’agent porogéne sont des paramétres essentiels pour la

préparation et le design de monolithes possédant des caractéristiques morphologiques

(porsité) et hydrodynamiques (perméabilité) adaptées a la chromatographie.
Le choix de I’agent porogéne pour la préparation de monolithes polymeéres reste

empirique et dépend largement de la nature des monoméres utilisés. L'idéal est donc de

trouver un compromis, suivant ’ap plication visée, entre les teneurs respectives en micro- et

macropores qui vont respectivement donner soit une grande surface d’échange, soit des
propriétés fluidiques intéressantes. Si I’écoulement est privilégié, la formation de macropores
sera favorisée, en particulier, si la phase monolithique est destinée a des applications mettant
en jeu de grosses molécules comme de longs brins d’oligonucléotides ou des protéines. Si, au
contraire, la phase monolithique est dédiée a des applications de type chromatographiques,
une forte teneur en micropores sera nécessaire afin de promouvoir les interactions entre les
analytes en solution et la phase stationnaire via une surface d’échange étendue. Ce ratio entre
micro- et macroporosité du matériau monolithique peut étre affiné et ajusté en modulant la
composition du mélange réactionnel et en changeant les conditions et les parametres de

polymérisation.

2.4. TEMPS DE RETENTION

La détermination du comportement et des performances séparatives des colonnes
monolithiques a base de monomeres hydrophobes, synthétisées auparavant, a été effectuée a
l'aide d'un test de seéparation comportant deux molécules de structures chimiques tres proches.
En effet, ces molécules sont des marqueurs chimiques fluorophores, utilisées dans la
technique dite 2D Differential Gel Electrophoresis (2D-DIGE) pour la quantification des

protéines.
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Deux solutions ont été préparées a base de Cye 3 et de Cye 5 (Figure 2. 6) dans le
solvant DMF (diméthylformamide) @ une concentration de 2 pmol/uL. Ces solu tions ont été
diluées dans l'eau a une concentration de 20 attomol/pL. Un mélange de 1 uL de chaque
solution a été mis dans un petit flacon, qui a été ensuite placé dans le passeur d'échantillon

pour une injection automatique.

Le gradient d'élution utilisé est un gradient classique en chromatographie liquide phase
inverse. Il commence par l'eau acidifiée et se termine par l'acétonitrile, afin d'éluer les

échantillons retenus par des interactions hydrophobes a l'intérieur de la colonne.

La Figure 2. 23 montre les pics détectés a partir de I'injection de 2 attomol du marqueur
Cye5 sur deux colonnes monolithiques différentes,comme I'indique la légende. Les temps de
rétention sont tres distincts puisque pour la premiére colonne (39 % EDMA) il est de 28 min
alors que pour la deuxieme colonne (39 % EDMA), il est de 64 min.
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Figure 2. 23 : a) Pic détecté pour une injection de 2 attomol de marqueur Cye5 sur la colonne
avec 61% LMA 39 % EDMA, Le porogéne est un mélange de cyclohexane/éthyléne glycol
(80/20), le débit est de Q = 75 nL/min. b) Mémes conditions que pour la figure a) pour une
colonne avec 58% LMA et 42% EDMA, Q = 100 nL/min. Le temps de rétentionT g est
indiqué dans chaque cas.
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Une étude détaillée sur la comparaison du pouvoir séparatif des différentes colonnes

préparées et des performances est en cours.

La Figure 2. 24 montre la variation du temps de rétention avec le débit pour les deux
marqueurs Cye3 et Cye5 obtenue lors d’un test de séparation syr deux colonnes
monolithiques a base de LMA/EDMA préparées avec deux compositions en EDMA
différentes. Rappelons que le temps de rétention est par définition le temps écoulé entre
I'injection du fluide éluart et 'apparition du premier pic dans le spectre de détection. On voit

bien que débits élevés conduisent a des temps de rétention plus courts.
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Figure 2. 24 : a) Temps de rétention en fonction du débit pour les deux marqueurs Cye 3 et
Cye mesuré lors d’un test de séparation syr une colonne monolithique LMA/EDMA avec
35 % EDMA. b) Mémes conditions sur une colonne & 40 % EDMA. Les lignes continues sont
un guide pour les yeux.

Nous avons analysé la relation entre le débit et le temps de rétention pour quatre
colonnes différentes par leur composition en réticulant EDMA, selon une relation

exponentielle du type

Q= Q _ — T
Q- O exd—¢T) (2.5)

Dans cette méthode d’analyse, qui, notons le, n’a pas été utilisé gpar d’autres chercheurs, Q,

Qo et Q- sont respectivement les débits au temps t @ I'origine ¢ = g et 3la fin de I'expérience
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pour un temps infiniment long; t est le temps de rétention alors que? s représente un temps
caractéristique du processus de rétention (ou de résidence) du marqueur dans la colonne. Les

résultats obtenus sont rassemblés sur la Figure 2. 25a pour les quatre colonnes en question.
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Figure 2. 25 : a) Variation du débit normalisé en fonction du temps de rétention mesuré lors
d’un test de séparation syr quatre colonnes colonne monolithiques & base de LMA/EDMA
différentes par leurs pourcentages en réticulant. Les lignes continues sont un ajustement selon
I” Equation 2. 5. b) Temps de rétention caratéristiques® s en fonction du pourcentage en agent
réticulant.

Les symboles représentent les données expérimentales alors que les courbes désignent
I’équation selon yne exponentielle décroissante. La Figure 2. 25b. représente la variation du
temps caractéristique de cette décroissance noté T en fonction de la concentration de
réticulant. Cette variation suit une tendance comparable aux résultats obtenus au paragraphe
précédent. Le temps de rétention caractéristique T s montre une chute significative pour la

colonne monolithique & 39% EDMA conformément aux observations faites précédemment.
Ce phénomeéne a été obse¢ dans notre étude de fagon systématique corroborant I’existence

d’une transition de phase a une concentration en EDMA proche de 39%.

Il serait tres utile de poursuivre cette étude et compléter ces données par d’autres observations

indépendantes permettdit d’une part de valider cette transition, et de trouver le mécanisme

physique qui est & son origine. Une telle étude est en cours avec Ianalyse de résultats

complémentaires.
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CHAPITRE 3

GELS DE POLYACRYLAMIDE RENFORCES AU DEXTRAN

3. 1. INTRODUCTION
Les gels sont formés d’une matrice polymere gonflée par un solvant organique ou une

solution aqueuse. Leurs applications dépendent de leur qualité optique, de leur élasticité et

leur résistance lors d’utilisations répétées ainsi que de leur comportement vi scoélastique. En

présence de protéines, il apparait un phénomene de partage entre le gel et la solution résultant

d’effets majeurs comme I’exclusion de taille et I’attraction / répulsion moléculaire.

La température du milieu, la nature du monomere et du réticulant, la concentration et

la fonctionnalité de chaque constituant définissent la structure du gel et sa porosité. La mise

au point d’un gel possédant des caractéristiques précises nécessite de pouvoir corréler entre

d’une part la composition initiale, la méthode et les conditions de préparation et d’autre part,

la structure du gel comme le nombre moyen de monomeres entre points de réticulation et les

caracteéristiques physiques tels que le gonflement et les propriétés mécaniques. Des méthodes

complémengires permettent d’établir la corrélation entre la formation du gel et ses propriétés.

Ce chapitre est consacré a 1’étude de gels de PAAm modifiés en présence d’un

polysaccharide, le dextran. Nous nous intéressons a la cinétique de polymérisation, au
gonflement des gels synthétisés et a leurs applications de séparation de protéines en mode
électrophorése de type SDS-PAGE.

La synthese des gels de PAAm et leurs modifications sont relativement faciles. Le
couple rédox standard Peroxydisulfate (PDS) et Tétraméthylénediamine (TEMED) est
généralement utilisé pour initier la polymérisation du mélange (AAm / Bis). Les
polysaccharides comme le dextran sont des polymeéres naturels utiles dans la fabrication des
produits pharmaceutiques (vecteurs de médicaments, pansements) et dans le développement
des produits biodégradables. lls trouvent des applications en médecine surtout pour leur
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biocompatibilité et biodégradabilité. lls comportent des groupements hydroxyles qui leur

permettent d’étre transformés en hydrogels.

Enparticulier, le dextran est un polysaccharide amorphe soluble dans I’eau qui peut étre

utilisé comme agent de réticulation de gélatines biocompatibles et biodégradables aux

propriétés rhéologiques favorables & la libération contrdlée dans le temp 1?3

Le Duracryl™ est une matrice d’acrylamide forte et élastique, utile pour des
applications en électrophorese. En présence d’un catalyseur approprié, le Duracryl ™ forme
un gel renforcé supérieur aux gels de PAAm en termes de résistance mecanique et de
coloraton des protéines. Jusqu’a présent, le Duracryl ™M (Genomic Solutions) reste 1’'unique
polymére renforcé de matrice a base de PAAm commercialisé et disponible pour les
applications en électrophorese. 1l montre cependant des inconvénients majeurs : il peut
devenir trouble et contribuer au bruit de fond en fluorescence par suite de dispersion de la
lumiére. En électrophorése, une distorsion des bandes de haut poids moléculaire et un
dédoublement des spots protéiques peuvent apparaitre. Cette tendance a fausser les bandes

protéiques est devenue un sujet de préoccupation ces derniéres années.

De nombreuses tentatives d’amélioration de la qualité des gels basées sur le choix d’un
bon réticulant ont été proposées. Notons qu'un gel de PAAm peut avoir un caractére
poyélectrolyte dans certaines conditions de préparation en présence d’ions. La distribution de
taille des pores est fonction de la charge. L’influence du sel sur le gonflement des gels

chargés dépend de I’écrantage des interactions électrostatiques et de e ffet Donnan di aux

petits ions.**°

3. 2. PARTIE EXPERIMENTALE

3. 2. 1. Produits utilisés
Le monomere acrylamide (AAm) et le réticulant (Bis) N,N’ -méthylénebisacrylamide

ont été achetés chez Polyscience (France), le dextran et les autres réactifs chez Aldrich, Fluka
(Allemagne). Les marqueurs de protéines (HMW et LMW) ont été achetés chez Amersham

™
|

Biosciences (Uppsala, Suéde), le Duracry chez Genomic Solutions (Steinheim,

Allemagne). Tous ces produits ont été utilisés sans modification ou purification préalable. La
Figure 3. 1 donne les formules chimiques des monomeres (AAm, NN’ _mg¢thyléne bis-

acrylamide (Bis)) et du polysaccharide dextran
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Figure 3. 1

Monoméres utilisés :a) Acrylamide AAm, b) N.N’_méthyléne bis-
acrylamide(Bis), c) Dextran.

Le dextran a une masse comprise entre 6x10° et 2x10° Da (g mol™). Les protéines

(marqueurs) utilisées sont caractérisées sur le Tableau 3. 1.
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Tableau 3. 1 : Caractéristiques des protéines utilisées. LMW = Low Molecular Weight pour
bas poids moléculaire. HMW = High Molecular Weight pour haut poids moléculaire.

Masse S
4 Molaire uantrte
Protéine Source (ng)
(gmol*)
PhosphorylaseP 97 000 Muscle de lapin 67
Albumine 66 000 Sérum de bovin 83
ovalbumi A5 000 Blanc d’ccuf de 147
valbumine 5 poulet
LMW
Anhydrase Erythrocyte de
carbonique 30000 bovin 83
Trypsine inhibiteur | 20 100 Grain de soja 40
@ - actalbumine 14 400 Lait de bovin 116
Myosine o - 220 000 Muscle de lapin 25
MacroglobulineP - | 170 000 Plasma de bovin 100
HMW ) o )
Galactosidase 116 000 Escherichia coli 16
Transferrine 76 000 Humain 17
G,Iutamate, 53 000 Foie de bovin 18
déshydrogenase

3. 2. 2. Préparation des eéchantillons

Le processus de formation du gel est initié par la formation d’un radical libre du

N,N,N',N’ -tétraméthyléthyléne diamine (TEMED) par réaction avec le persulfate

d’ammonium (APS). Ensuite la réaction entre le radical libre et le monomere d’AAm produit

un monomeére AAm activé qui réagit avec un autre monomére AAm. Cette séquence continue

jusqu’a épuisement total du monomere et obtention du PAAm. Le réticulant Bis renforce le
gel proportionnellement a sa concentration.
D’une maniere générale, la préparation d’un gel se fait a partir d’une solution d’AAm,

Bis, tris base (pH 8,8), dodécyl sulfate de sodium (SDS) et eau dé-ionisée. Cette solution est
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conservée a 4°C pendant 12h (la nuit), dégazée sous pression réduite pendant 40 mn et mise
sous atmospheére inerte avant chaque utilisation.

La polymérisation est initiée par le couple redox APS/TEMED. Le TEMED est une

amine tertiaire qui fournit les électrons nécessaires a partir de son atome d’azote pour la

décomposition de I’APS en radicaux sous forme d’ions sulfates. En méme temps, les radicaux

de TEMED sont formés et peuvent initier une nouvelle chaine de polymérisation en

s’attachant entre eux comme groupes de terminaison. Le TEMED peut également réagir

comme agent de transfert par donation d’hydrogéne au polymere radicalaire en stoppant la

croissance de la chaine et commencant une nouvelle chaine (Figure 3. 3.).

(CHg)o2N™ (CHz)2~ N(CHg)z + (NH,)2S;04 > 2S0,° +(CHs):N~ (CH);~ N (CHg),+ 2NH,"

Bis + AAm
Dextran

PAAM

Figure 3. 2 : Processus de polymérisation du gel de polyacrylamide.

3. 3. 1. Techniques expérimentales
3. 3. 1. 1. Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible peut étre utilisée pour étudier la cinétique de
polymérisation a travers la variation d’absorbance en fonction du temps. La spectrométrie
d’absorption moléculaire dans le domaine ultra _yjplet (UV, de 185 & 380 nm) et dans le
visible (VIS, de 380 a 800 nm) est une technique courante de contrdle et d’analyse de
composés chimiques’®. Ainsi nous avons obtenu les spectres de nos échantillons (i.e., Abs =

f(t)) a 300 nm pendant 900 secondes. Pour les molécules comme pour les atomes I"absorption

est due aux transitions électroniques entre différents niveaux d’énergie. Un électron a I’état
fondamental absorbe des radiations d’une énergic suffisante pour 1’élever a un niveau
d’énergie supérieur d’un état excité, ce qui détermine la longueur d’onde A. Le retour a 1’état
fondamental se produit par perte d’énergie (chaleur) ou par émission de radiation

(fluorescence ou phosphorescence). Dans I'UV _y/|S |es transitions électroniques sont

accompagnées par des transitions de vibration entre les niveaux électroniques donnant la
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structure fine vibrationnelle. L’environnement chimique de 1’échantillon comme la nature du

solvant affecte la position et la forme de la bande d’absorption. L’analyse quantitative est

réalisée sur la base des lois de Beer - Lambert®.

Les éléments de base des spectrometres sont: une source, un porte-échantillons, un
monochromateur, un détecteur et un appareil de lecture. En « UV-VIS », le porte échantillon
est placé a la sortie du monochromateur et les sources employées sont soient au deutérium qui
émettent surtout dans ’UV soient les lampes au tungsténe qui émettent surtout dans le VIS.
Elles émettent un spectre continu et des raies atomiques permettant de faire un calibrage de
longueur d’onde. Le monochromateur est composé d’une fente de sortie. Une lumiere poly
chromatique est focalisée sur la fente d’entrée du monochromateur qui transmet sélectivement
une bande étroite. Ce faisceau traverse [’échantillon avant d’atteindre le détecteur,
photomultiplicateur ou photodiod®- La mesure d’absorbance est faite a blanc (sans
échantillon) et apres avoir traversé I’échantillon. La premiere étape de notre étude a permis
d’optimiser la composition du gel en essayant plusieurs concentrations (0,5 -1-1,5-2-5)% de
dextran. L addition d’un dextran de masse moléculaire donnée (6, 40, 100, 500, 2000 kDa) a
une concentration de 2% (g cm? dans le gel n’affecte ni son homogénéité, ni la migration des

protéines. La variation de la densité optique en fonction du temps est étudiée a ’aide de |5

technique de spectroscopie UV-Visible.

3. 3. 1. 3. Cinétique de polymérisation: variation de la température
La formation d’un réseau de polymérisation radicalaire libre est un processus

exothermique cinétiquement contrdlé, la mesure de température permet de suivre cette
cinétique. Pour cela, les gels préparés ont été introduits dans de petites cuves ayant été
soumises auparavant a un courant d’azote. Une sonde fine de température de type ORGANO
SCIENTIFIC, Model SA880SSX a été placée dans ces cuves pour le suivi de la variation de
température durant la polymérisation. La lecture de température est faite chaque minute
pendant 2 heures. Les profils de température pour les gels de PAAm et dextran (500 et 2000
kDa) jugés bons selon les analyses UV- Visible ont été pris ainsi que pour les gels de PAAM

et Duracryl pris comme références. Le taux de conversion était toujours supérieur a 90%.
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3. 3. 1. 1. Cinétique de gonflement

Les gels de séparation caractérisés par les concentrations (%T = 10, %C = 2,6) ont été
découpés sous forme de carrés de 5 cm de coté et Imm d’épaisseur en vue des mesures de
gonflement. Dés que I’initiateur est introduit dans la solution, la gélification a lieu en moins
d’une minute alors que pour d’autres systeémes, on a généralement des temps de gélification
de I'ordre d’une demi _hgrel®1! Les gels sont séchés a 1I’étuve (60°C) pendant 24h apres leur

préparation et avant d’étre mis dans le solvant.

3. 3. 1. 2. Electrophorése (SDS-PAGE)

Pour les mesures d’électrophorése, le gel est mis entre deux plaques de verre
désinfectées et fixées sur un support. Un peigne est enchassé entre les deux plaques. Le gel de
séparation est posé en premier et sa gélification dure environ une heure, ensuite le gel de
concentration est mis sur le premier apres avoir placé un peigne désinfecté pour former les

puits ou les protéines seront déposées. Cette préparation dure environ une demi-heure.

Une concentration de monomeére élevée est adaptée aux protéines de bas poids
moléculaire alors qu’une faible concentra tjon est plutot adaptée aux protéines de haut poids

moléculaire. Les différentes bandes des protéines sont visibles et la masse molaire des

protéines est déterminée a I’aide de marqueurs représentés par des protéines standards de

masses molaires connues.

3. 3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3. 3. 1. Cinétique de polymérisation
Quoique de nombreux travaux aient €té consacrés a 1’étude des propriétés physiques des

gels de PAAm, leur mécanisme de formation reste encore obscur dans de nombreux cas. La

croissance de la masse de polymére conduit a une séparation de phase et la température de

polymérisation joue un réle important sur la réactivité, le taux de dissociation de I'initiateur

(APS) en radicaux libres, la propagation et la cinétique de polymérisation. Une diminution

d’¢élasticité est obtenue lorsque la température augmente.

Une élévation brutale de la température a lieu au point de gel et porte le nom d’effet

Trommsdorf.*? En ce point, la mobilité des chaines est inhibée par la croissance du nombre de

points de réticulation et I'incapacité des radicaux a se terminer. La croissance continue
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jusqu’a consommation totale des monomeéres. La hausse de température durant la

polymérisation est liée au taux de conversion tandis que I’effet Trommsdorf représente le

point ou la mobilité chute a un degré avancé du taux de réticulation. La cinétique chimique a

pour but d’élucider les chemins et mécanismes réactionnels et de déterminer les taux de
réaction. Différentes méthodes peuvent étre utilisées a cette fin comme les méthodes
spectroscopiques (UV-VIS, IR, RAMAN), la polarimétrie a travers la mesure du pouvoir
rotatoire ainsi que les méthodes couplées de chromatographie et de spectrométrie de masse.
L’¢lévation rapide de la viscosité diminue la constante de réaction et entrai pe yne

augmentation de la concentration en radicaux sans limiter la diffusion de monomeres. On a
alors une augmentation de la vitesse de polymérisation. A 1’approche de la vitrification du

réseau, les réactions de propagation sont contrdlées par la diffusion des monoméres et la

vitesse de polymérisation diminue. Il y a un processus d’auto -gécélération.

La gélification est une transition irréversible a un certain taux de conversion décrivant le
passage d’un état liquide a un état viscoélastique et la relatio n entre le temps de gel T gl et la

température est souvent exprimée par une loi de type Arrhenius.

3. 3. 1. 1. Spectroscopie UV-Visible : cinétique de gélification
Les mesures d’absorbance par spectroscopie UV _vis sont regroupées sur les Figures

3.3 et 3.4 pour tous les systémes considérés. Les effets de la masse moléculaire et de la

concentration du dextran sont illustrés sur ces résultats. Les mesures faites sur le PAAm pur et

Duracryl™ permettent une comparaison. L’absorbance augmente d’abord lenteme nt puis
brusquement pour tous les systémes. Le gel devient turbide di a la présence d’agrégats a la

transition sol / gel. Le maximum d’absorbance est obtenu pour le PAAm / dextran a la plus

grande masse (2x10°) suivi de 5x10°, Duracryl™, et dextran 10°. Les résultats obtenus pour
les autres masses sont rassemblés en bas la de figure (Fig. 3. 3a). Le PAAm / Dextran (5x10°)

et Duracryl™ont des comportements proches I'un de 'autre. Les résultats sont aussi donnés

en fonction de M*? pour mettre en évideice la loi d’échelle relative a la masse du dextran.

Nous pensons qu’il est nécessaire de conforter ces résultats par des mesures complémentaires.

90



Chapitre 3 Gels de Polyacrylamide renforcés au dextran

1.6} a) I 1 I : I .
512+ i
LA
0 08| - ]
Q
S I

04} 5 ]

7
0.0 0 5') 1 '0 1 '5 0 1I5 3I0 4I5
Temps (min) L7 i

Figure 3. 3 : a) Absorbance & 300 nm en fonction du temps. 1. PAAmM/Dextran2000; 3.

PAAmM/Dextran500; 3. Duracryl™; 3. PAAm/Dextran100; 5. PAAm/Dextran40; 6.
PAAmM/Dextran5; 7.PAAm pure. b) Variation linéaire de I’absorbance en fonction de 1%

Les mesures montrent que le systéme le plus concentré en dextran donne le plus haut

niveay d’absorbance. Le PAAm pur donne le plus bas niveau d’absorbance a cause de sa
clarté optique. On observe une croissance linéaire sachant qu’au premier ordre I’intensité

diffusée est proportionnelle a la concentration de polymere en solution diluée et c’est
probablement ce phénomene qui donne lieu au comportement décrit ces résultats.
En supposant que le rayon hydrodynamique du dextran (RJ peut étre calculé a I"aide de la loi

empirique, R,(A) = 0.27M,,>*", les effets de masse et de concentration du dextran peuvent étre

combinés selon une forme universelle de c/c*, c¢* étant la concentration de recouvrement
selon de Gennes™, c* = M,,/[4¢ R,*/3- Les résultats peuvent étre représentés a I'aide d’un seul

paramétre regroupant les effets de la masse et de la concentration du dextran.
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Figure 3. 4 : Absorbance a 300 nm en fonction du temps a différentes concentrations de
dextran. a) 1. 5wt%; 3. 2wt%; 3. Duracryl™; 3. 0,5wt%; 5. PAAm pure. b) Variation linéaire
en fonction du pourcentage de dextran.
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Une légere déviation par rapport au comportement linéaire est observée probablement a cause
de I’exposant critique inférieure a 1/2 dans la loi d’échelle de ( R,) puisque (c/c*) devrait étre
proportionnel & (cM,,*"%). Nous avons également supposé que le rayon de giration Ry peut étre
remplacé par le rayon hydrodynamique en utilisant la loi empirique citée. Une telle loi

d’échelle n’a pas encore été mise en évidence dans la littérature et devrait étre confirmée par

d’autres travaux.

2.0 T

Figure 3. 5 : Variation del’absorbance en fonction de

c/c*, ou c* est la concentration de recouvrement selon
de Gennes. Cette loi d’échelle montre un

comportement universel.

c/c*

3. 3. 1. 2.Cinétique d’une polymérisation exothermique : profils de la température et effet
Trommsdorf

La polymérisation radicalaire en question ici est exothermique®® et la cinétique de
polymérisation peut étre suivie a I’aide de la variation de la température en fonction du temps.
Les profils de température pour les différents gels sont regroupés dans la Figure 3. 6. sur

toute la période de polymérisation et leur amplification au début du processus pour déceler les
différences lors d’augmentations rapides de la température.

i
o

a) —&— DuracrylTM b) : ' y ‘
8 —l— PAAmM pure
g, 38 —A— PAAm/Dextran500 1 [ DagdiAa, #-%<e; 3
o % —C— PAAM/Dextran2000 Fesg Q{A\ i
2 2010 1Ay 1t S
o 25 \.\. 1l L / ]
v . ]
E olils \{2‘.3 /) o
’.’ -
b -_f:‘ i:ﬁ: =5=3= _Q=Q,4—& -o-0
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Figure 3. 6: a) Température de polymérisation en fonction du temps. b) Amplification au
début des cinétiques.
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Le maximum est atteint a des temps distincts et les courbes décroissent. L’effet

Trommsdorf a lieu moins de 4mn aprés le démarrage de la polymérisation pour les gels de
PAAmM pure et du Dextran2000. Le saut brusque de la température est quelque peu retardé

pour DuracryFMpuisqu’il n’a lieu que 10 mn apres le lancement du processus. Le mélange

PAAm/dextran500 montre la méme cinétique que Duracryl™. La présence du polysaccharide

engendre des effets retard a cause de I’écran aux sites réactifs qui provoque I’inhibition

partielle de la polymérisation / réticulation. Cet additif peut provoquer une séparation de
phase avec le PAAm par I’incompatibilité thermodynamique et le paramétre d’interaction
X de Flory. Ainsi la cinétique de polymérisation est plus rapide dans les gels de PAAm en
présence du polysaccharide que dans le cas du Duracryl™ D’autres efforts sont nécessaires

pour valider ces observations et les résultats.

3. 3. 2. Cinétique de gonflement

Les gels hydrophiles sont caractérisés par la présence de groupes fonctionnels
hydrophiles tels que les acides carboxyliques, les amines, les amides et les alcools. En faisant
varier certains parametres comme la composition de solvant, la température, les liaisons

ioniques, le pH, le volume peut subir un changement discontinu pouvant atteindre plusieurs

ordres de grandeur. Ce changement de volume provient en partie d’une transition "pelote —

globule” du polymere. Mais la transition "pelote —globule” est continue alors q ye dans un gel

les chaines sont toutes liées ensemble et le comportement collectif donne un changement de
volume discontinu.

La majeure partie d’un gel gonflé est occupée par le solvant et donc ses propriétés sont
proches de celles d’une solution de polymeére avec la différence majeure qu’un réseau de

chaines chimiquement liées n’est pas complétement soluble dans le solvant. Ceci empéche le
gel de couler comme un liquide et fait de lui un matériau utile dans de nombreuses
applications. Les propriétés d’¢last jcité et de gonflement dépendent de la pression osmotique

et la force élastique de rappel.

Les hydrogels ont été largement utilisés dans diverses applications pharmaceutiques et
medicinales. Le largage contr6lé des médicaments utilise le fait que le gonflement soit lent en
solution aqueuse ce qui implique la possibilité de contréler leur libération sur une longue

durée.
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Dans d’autres conditions, un gonflement rapide est souhaitable pour le développement
des dispositifs de rétentions par exemple. Il est donc intéressant de bien comprendre le

processus de transport d’eau dans les hydrogels pour améliorer leur performance.

Les gels de PAAm sont plus fragiles que ceux contenant le dextran, ils présentent des mailles

(pores) plus grandes, des distributions plus larges et des formes plus irrégulieres. Sur une
surface hydrophile (ou I’angle de contact 6 < 90°), I’eau mouille bien la surface et minimise la

présence de bulles d’air.
Si la surface est hydrophobe les bulles d’air viennent au contact de la surface et gp
développent. Le gonflement prés du point isoélectrique entraine une mesure de la pression

osmotique due aux contre-ions présents dans la solution pour assurer I’électro - neytralité.

Un changement brusque du gonflement intervient prés du point isoélectrique a un pH ou
la charge nette de la protéine est nulle. Une des raisons justifiant I’étude de la cinétique de

gonflement est que lors des expériences d’électrophorese, les gels peuvent subir un léger

gonflement influencant les résultats.

3. 3. 2. 1. Gaflement dans I"eau dé _jpnisée

Le taux de gonflement défini comme le rapport de la masse d’eau absorbée a la masse

du gel sec a été mesuré dans I’eau dé _jonis¢e & un pH égal a 5.86.

Les résultats de la Figure 3. 7a montrent que le gel de PAAm pur a le gonflement le plus
élevé. Les gels en présence de dextran ont un gonflement dans Ieau dé _jonisée proche de
celui du Duracryl™. Ces gels sont caractérisés par des réponses mécaniques similaires.

Le polysaccharide ne peut que renforcer la résistance du gel et a mesure que sa masse

augmente, la résistance et la rigidité augmentent. Ces effets pourraient étre mieux quantifiés

par la mesure du parametre d’interaction pour la partie solvatation et le module élastique pour

la partie tenue mécanique et rigidité. De telles mesures pourraient faire Iobjet d’une étude

ultérieure.

Le gel qui contient le dextran2000 gonfle moins que les autres, il est donc plus favorable en
électrophorése et présente une bonne stabilité mécanique. Il permet une bonne migration des

protéines en SDS-PAGE. La ligne continue représente un ajustement théorique.
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Figure 3. 7 :Degré de gonflement en fonction du temps dans a) ’eau dé -jonjsée b) la solution
tampon (Tank Buffer) utilisée dans les expériences d’électrophorese de type SDS _.pAGE. ™ -

PAAM pure; A : PAAM/Dextran500;© : PAAmM/Dextran2000; ® : Duracryl™.

3. 3. 2. 2. Gonflement dans la solution tampon
La solution tampon a pH = 8,54 est le milieu d’élution des protéines en mode SDS .

PAGE. Dans ce cas aussi le PAAm / dextran2000 gonfle moins que les autres (Figure 3. 7b).
Les gels gonflent plus dans la solution tampon que dans I'¢au dé _jonisge. Dans le cas
précédent, le gonflement provient de la compétition entre forces élastiques qui s’opposent au
gonflement et la pression osmotique des petits ions mobiles. Le gonflement diminue lorsque
la masse du dextran augmente et dans tousles cas, comme on I’a déja signalé ci dessus, le
gonflement dans la solution tampon est nettement supérieur a celui observé dans 1’eau dé _
ionisée.

D’autres parameétres comme le pH, le degré d’ionisation et la force ionique influencent
le gonflement. Ces efets interviennent dans la solution tampon. L’ajustement est réalisé selon
I’expression y =0 [1-exp~ (tF )] oUY (%) représente le taux de gonflement au temps t et® la
limite de saturation a un temps long par rapport a® . Les valeurs de® et de la vitesse initiale
de gonflement®/ sont données pour les deux solvants sur la Figure 3. 8. Le gel de PAAm

™
I

possede la plus grande capacité suivi par le PAAmM/Dextran500 alors que Duracryl'™ montre

une plus faible capacité de gonflement.
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Figure 3. 8 : a) Valeurs du taux de gonflemento(%0) utilisées dans Iajustement des courbes
théoriques des différents gels étudiés, b) Valeurs correspondantes du rapport® £ (%mn™).

3. 3. 3. Séparation des protéines en mode SDS-PAGE

Le" SDS-PAGE’ pour” Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis ,

est une technique qui permet de séparer des protéines selon leur masse molaire. Les protéines

migrent a travers les pores interconnectés sous 1’effet d’un champ électrique. Les gels de

PAAmM sont largement utilisés comme milieu de migration et la résolution actuelles des gels
2D est insuffisante pour séparer toutes les protéines cellulaires a cause de leur grande
diversité surtout pour les protéines a point isoélectrique (pl) élevé et grande masse
moléculaire.
D’autres techniques sont nécessaires pour séparer des protéines a haut poids moléculaires
(HMW) comme la myosine (200 kDa), la dystrophine (400 kDa) et la thyroglobuline
(330 kDa) responsables de maladies et constituant donc de bonnes cibles thérapeutiques.

La taille des pores diminue avec la concentration d’AAm et les molécules de petites
masses sont mieux séparées. La migration des protéines a travers le gel de PAAm est le

prélude a une analyse protéomique détaillée permettant de déterminer la composition exacte

d’une protéine. Il s’agit 1a d’une méthode dénaturante en raison de la présence du sulfate de

sodium. Le SDS est un détergent fort qui posséde une queue hydrophobe et une téte chargée

négativement. |l interagit avec les protéines par sa partie hydrocarbonée en liant les régions
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hydrophobes selon un rapport constant (1 molécule de SDS pour deux acides aminés). Le
SDS empéche ainsi le repliement de la protéine et lui confére une charge négative. Ceci
permet sa migration dans le gel a I’aide d’un courant électrique et la séparation des protéines
en fonction du poids moléculaire. Cette migration est fonction de modifications post-
traductionnelles des protéines comme la glyco- sylation ou la phosphorylation par exemple.
Les protéines sont d’abord condensées dans un gel de concentration ensuite séparées dans le

gel de séparation.

La visualisation des protéines sépdces est effectuée a I'aide de colorants (Bleu de

Coomassie, Rouge Ponceau ou nitrate d’argent) pour les protéines dont la concentration

dépasse la limite de détection. Le gel coloré au bleu de Coomassie par exemple peut étre
décoloré par le mélange de solvants méthanol / acide acétique glacial / eau.

Les gels de PAAmM ont connu une grande popularité comme tiges supports en électrophorese
due a leur transparence optique dans le visible et 'UV et la possibilité de syntheése avec un
large intervalle de porosité. Cependant, plusieurs défauts ont été observés comme leur
instabilité a pH alcalin sachant que la majorité des séparations de protéines et d'acides
nucléiques ont lieu a ce type de pH.

Les gels a faible pourcentage d’AAm sont typiquement utilisés pour séparer les

grandes protéines mais si cette concentration est inférieure & 5% les gels deviennent trop

fragiles et trés difficiles a manipuler, surtout dans les phases de coloration et de kvage.

Le SDS— PAGE repose sur deux hypothéses. La premiere considére que toutes les protéines
ont le méme rapport charge sur masse, la deuxieme suppose que le complexe SDS / protéine a
la méme conformation alors que la taille varie linéairement avec la masse. En utilisant la
méthode dite de Fergusson,15’16il est possible d’obtenir une bonne estimation de la masse en
déterminant la migration relative des protéines en fonction de la concentration du gel de
PAAmM. Ferguson a observé que le logarithme de la mdilité d’une protéine varie linéairement
avec la concentration du gel, la pente de cette variation donne acces au facteur de retardation
(Rr) qui est proportionnel & la masse de la proteine.

Une représentation fréquente des courbes de Ferguson montrant le logarithme de la
mobilité relative en fonction de la concentration du gel suggere que le coefficient de
retardation est proportionnel au carré du rayon des protéines. Ainsi, des courbes standards

peuvent étre construites en portant le logarithme de la masse de protéines connues en fonction
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de la racine carré du coefficient de retardation. Une telle procédure est largement utilisée dans
la littérature spécialisée.

L’¢lectrophorese en gel bidimensionnel (2D _GE) est ainsi devenue le premier outil
analytique pour la séparation des mélanges protéiques complexes extraits des systemes
biologiques. Apres la visualisation par 1’intermédiaire de coloration, les spots de protéines

peuvent étre excisés, décolorés, faire ’objet d’une digestion protéolytique en gel, et |gg

peptides extraits peuvent étre analysés par spectrométrie de masse (SM). L ionisation électro
spray (ESI) et la spectrométrie de masse MALDI (Matrix- Assisted Laser Desorption /
lonization) sont souvent utilisées toutes les deux pour déterminer les masses des peptides
protéolytiques ce qui permet de générer une carte des masses des peptides de la protéine. Les

masses des peptides peuvent étre utilisées pour compléter la base des données utile a

I’identification des protéines.

Les tests présentés ici utilisent des protéines standards de masse définie dans la gamme
des petites (LMW) et grandes masses (HMW) en notant que la charge de la protéine dépend
du pH. Le tracé de Fergusson permet de mesurer la migration des protéines selon leur

mobilité. 1l fait intervenir le facteur de retardation Ry défini par le rapport de la distance de

migration d’une fraction de protéines et la distance parcourue par I’éluant ou front de
migration. L’ intensité des bandes protéiques est calculée en fonction des distances parcou pyes
a 'aide d’un logiciel qui donne |3 densité optique du gel en fonction de la distance de
migration de la protéine et permet d’attribuer a chaque protéine une densité optique et un pic
caractéristique de la séparation. Cette méthode permet de tracer les courbes de Fergusson sous
la forme logM,, en fonction de Ry. (Figure 3. 9).

La mobilité des protéines est reliée a la structure du réseau polymeére et donc de la taille
des pores. Les protéines de petites masses (comprises entre 10 et 100 kDa) donnent le
meilleur compromis en termes de résolution avec le systeme PAAm / Dextran500. Pour les
protéines de grandes masses (50 a 2000 kDa), ce compromis est obtenu avec le systeme
PAAmM / dextran2000. Les courbes de Fergusson correspondant aux systemes PAAmM /
dextran500 et PAAmM / dextran2000 présentent les meilleures performances.
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Figure 3. 9 : Courbes de Fergusson donnant log Mw en fonction du facteur de retardation R;

pour les différents systemes analysés en SDS-PAGE
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CHAPITRE 4

SYNTHESE DES GELS PAR LA METHODE DE SEPARATION DE PHASE INDUITE PAR
LA POLYMERISATION: COMPORTEMENT THERMODYNAMIQUE ET EFFETS DES

INTERACTIONS HYDRODYNAMIQUES

4.1. INTRODUCTION

Le processus de séparation de phase induite par la polymérisation (PIPS) des gels est
revisité dans ce chapitre du point de vue théorique. Les théories de Cahn-Hilliard Cook
décrivant la décomposition spinodale sont adaptées a la cinétique de séparation de phase
pendant la polymérisation des gels en examinant la dépendance en fonction du temps du

facteur de structure (time resolved scattering function).

La cinétique de polymérisation est décrite selon le modéle dit de réaction double. Le couplage
des deux processus cinétiques est fourni par la relation de Corother qui relie le taux de
conversion de monomeéres®( 9 & la masse moléculaire du polymére en croissance N 9 . Le
comportement critique d’un systéme est décrit par le parametre critique y qui est différent du
paramétre critique de décomposition spinodale X ; déduit de la dérivée seconde de I’énergie
libre. Alors queX s ¢pend de U'inverse N X9 du degré de polymérisation,X . dépend de son
intégrale temporelle notéeP(d . Cette différence entraine des conséquences significatives su le
comportement en phase durant la polymérisation par le procédé dit PIPS (pour Polymerization

Induced Phase Separation). Les interactions hydrodynamiques ont un effet déterminant

puisqu’elles permettent d’accélérer 1’émergence de modes d’instabilité. Bien que les

tendances qualitatives soient similaires au modele de Rouse, les différences qualitatives sont

mises en évidence par la présence des effets visqueux de longue portée.
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4.2. PROCESSUS DE SEPARATION DE PHASE INDUITE PAR POLYMERISATION OU PIPS

Le processus de séparation de phase induite par polymérisation ou PIPSest 'une des
voies de synthese des polymeéres les plus souvent utilisées. Elles sont en général adoptées
dans la préparation des matériaux composites pour de nombreuses applications.*** A titre

d’exemple, on peut citer le cas des matériaux composites polyméres et cristaux liquides

appelés PDLC (pour Polymer Dispersed Liquid Crystals) qui présentent une morphologie de

type fromage suisse dans laquelle les pores sont remplis d’un cristal liquide comme E7, 5CB
ou autre. De tels systémes offrent une large gamme d’applications dans les domaines de
technologie de pointes comme 1I’affichage numérique, les dispositifs de télécommunication ou

les fenétres commutables®>®’® D’un autre coté, les gels utilisés en chromatographie (GPC

pour Gel Permeation Chromatography) ou HPLC pour (High Performance Liquid
Chromatography) et en electrophorése (SDS-PAGE pour Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) peuvent étre synthétisés selon des procédures similaires
au PIPS.>1%! | 3 technologie de micro chromatographie liquide ¢ -LC pour micro Liquid
Chromatograpy) utilisée dans la séparation de petits échantillons formés de bio

12,13,14

macromolécules et de protéines rares se développe aussi selon les mémes concepts de

synthese in-situ utilisant le processus PIPS. La réaction de polymérisation est enclenchée soit
thermiquement, soit apres une irradiation par ’intermédiaire d’un faisceau laser, UV, visible
ou encore par rayonnement? ou bombardement électronique EB (pour Electron Beam). Le
choix est dicté par la nature du monomere, la présence d’un initiateur catalyseur de la réaction

et aussi par le type d’application ciblée. Il est clair que tout le processus PIPS est compliqué et

sa description minutieuse a travers des étapes de la polymérisation est assez élaborée. Par
conséquent, des simplifications sont nécessaires pour ne retenir que les aspects essentiels qui
caractérisent la conversion de monomeéres et le contrle de la morphologie pour obtenir de
bonnes propriétés selon ’appli cation envisagée. La cinétique de polymérisation est elle-méme
compliquée puisqu’elle comporte plusieurs phases caractérisées par des parameétres cinétiques
différents. Des difficultés supplémentaires sont introduites par le couplage fort et la
compétition entre les cinétiques de polymérisation et de séparation de phase. A mesure que la
polymérisation évolue, les chaines de tailles croissantes sont formées donnant lieu a des
tendances renforcées de séparation de phase par effets de manque de miscibilité et de
démixtion. Pour faire face a la complexité de ce probléeme, une méthode simple est adoptée en
faisant appel a un seul paramétre de polymérisation en méme temps que le mécanisme

classique de diffusion pour décrire le processus de séparation de phase.
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4. 3. PROCESSUS DE DIFFUSION PAR LA METHODE DE L’ EQUATION DE LANGEVIN
Un formalisme général de diffusion basé¢ sur I’équation de Langevin pour les
fluctuations de la concentration de monomeres est décrit dans ce paragraphe. Ce formalisme

sera complété par un modeéle de cinétique de polymérisation et par la présence des effets
hydrodynamiques de longues portées. Une formulation générale de la mobilité

hydrodynamique sera proposée et des exemples d’application seront examines pour I’étude du

développement de la séparation de phase en fonction du temps. Les phénomenes de relaxation
et de ralentissement critiques des fluctuations a travers les modes de croissance et d’instabilité

seront élucidés.
Revenons maintenant a 1’équation de Langevin qui exprime la loi de conser yation de masse

en ajoutant une fonction aléatoire dite de Langevin. Si¢ (r,t) représente la fraction volumique

de monomeres au point repéré par le vecteur r au temps t, alors la loi de conservation de type

Langevin s’écrit 1516

odp

Le symboleV représente le vecteur divergence ou dérivée vectorielle sur la variable d’espace
r. La quantité J(r, t) est le courant ou flux de monomeres (nombre par unité de surface)
résultant du gradient de potentiel chimique au point r au temps t. Pour un milieu isotrope, une

fonction réponse notée m(r— r) est introduite pour décrire la réponse du point r & une

excitation qui se produit au point r . C est une suite de coefficient d’Onsager définissant la

mobilité généralisée qui caractérise leseffets d’écoulement visqueux a travers les interactions

hydrodynamiques de longues portées et du phénoméne de couplage des modes

hydrodynamiques.”*#1%% | a relation entre J(r,t) et VI (r ,t) peut étre écrite sous la forme

Iri)= —Im(r_Tr)Vu( rt)d3r (4. 2)

kg représente la constante de Boltzmann et and T la température absolue. Le potentiel
chimique peut étre déduit de la déivée fonctionnelle de 1’én grgie libre selon une méthode

proposée par les théories de Cahn-Hilliard-Cook pour décrire la thermodynamique des

103



Chapitre 4 Syntheése des gels par la méthode SIPS

alliages métalliques. L’énergie libre est formée essentiellement de deux contributions comme

le montre 1’équation suivante

‘ 2

E (s . )
kel Jaor floCr)] 36b(r,t)[1—¢(r,t)]v¢( l 4. 3)

Dans le cas des polyméres, la premiére contribution venant de P (r,t)] est obtenue dans le

cadre de la théorie du réseau de Flory-Huggins.

f[d)( r,t:| o(r, tN|(n$( r.t) [1 o(r, t)]'\:l{l ¢(r t)]+x¢( r,t)[l_d)( r’.)] (4. 4)

N et No désignent respectivement les degrés de polymérisation du polymeére et du solvant,

respectivement. Aprés des manipulations mathématiques simples, le potentiel chimique est

obtenu comme suit?!%2

i (r0+ 1 i e(ro]+a 12 }
B(rt)= kT txlr @ V3 4.5

(r0= kg { N N, [ (ro)- 19(r [ 0(r,0] (rdj (4.9)
Dans la suite de ce chapitre, nous allons supposer que le nombre d’unités répétitives g

solvant Ng est égale a un et nous allons focaliser notre attention sur les fluctuations par rapport
a la fraction volumique moyenne de monomeéres ¢, définie de la fagon suivante :
5 (r,t)= ¢ (r,t)~ ¢ . En nous limitant & I'ordre linéaire, les fluctuations 8¢(r t) satisfont a
I” squation de Langevin dont la résolution est simplifiée en prenant les transformées de Fourier

comme suit

0

(%5¢(q,t)=—Y(q,t)5¢(q,t)+n(q,t) (4. 6)

La variable d’espace q est |a conjuguée de r dans la transformée de Fourier. La fonction dite
de bruit qui apparait au second membrede I’ Eq. 4. 6 est décrite par les trois propriétés

statistiques.?*** La premiére dit que la moyenne des fluctuations est nulle, la seconde utilise le
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théoréme dit de dissipation et de fluctuation alors que le troisieme exprime la condition de
causalit¢ selon laquelle la cause doit précéder I'effet. | 3 fréquence caractéristique? (q,t) dans

I" Eq. 4. 6 peut étre décrite comme suit

v(q,t)= 2q2kBTM(Q)[XS(f)—X][1+q ?ég(t)] (4.7)

ol le paramétred’interaction critique pour la décomposition spinodale x, (t) est obtenu & partir
de la dérivée seconde de l’énergie libre de Flory _Hugginsl Nous pouvons facilement vérifier

queX ¢(t) est donnée par

_1) 1 1
Y 2{¢0N(t)+]—¢(} “9)

La longueur de corrélation correspondant aux fluctuations de compositionS ¢(t) est donnée par

of ) — |2 1
By 3 (10 )x (9)-x (4.9

Dans I’équation 4. 7, |a mobilité M(q) représente la transformée de Fourier de m(r) introduite
dans I’Equation 4. 4. Aussi longtemps que Y (q,t) reste positif, les fluctuations de la
concentration des monoméres relaxent dans le temps mais si?Y (qg,t) S’annule puis devient

négatif, alors les fluctuations montrent un ralentissement critique avant d’augmenter

exponentiellement et entraine le systeme vers des états instables, et de séparation de phase.

4.4. EVOLUTION TEMPORELLE DE LA FONCTION DE DIFFUSION S(q,t)

On doit bien retenir que les fluctuations de concentrationd® (g,t) ne sont pas directement
accessibles a la mesure expérimentale. Nous devons donc faire appel a une quantité
représentative des fluctuations mais qui soit directement mesurable comme la fonction de
diffusion S(q,t). Cette fonction permet de suivre la cinétique de séparation de phase pendant le
processus de polymérisation. Des manipulations mathématiques simples développées dans le
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cadre des théories de Cahn-Hilliard-Cook pour la décomposition spinodale?®?°?"# des

alliages métalliques peuvent étre appliquées aux mélanges de polymeéres. Le résultat final a

une forme similaire qui peut étre écrite comme suit

2> - 5,9 e 2flad (4. 10)

s(a.0=([56( a,0

Le temps caractéristique 7 (g,t) a été obtenu comme suit
v q,0)= 202%™ (@) ()-x][ ra 241)] (4.11)
Alors que le paramétre critique pour la séparation de phaseX ((t) a la forme

1( dtf 1
=— +
2 (1) ¢4£Nhﬁ -y (4. 12)

La longueur de corrélation critique correspondante & ((t) est reliée a X ((t) selon I’équation

. 12 1
5 3 (¢ )% (0% (4. 13)

Le premier facteur dans I'Eq. 4. 10 noté Sy(q) représente le facteur de structure initial i.e.,
So(q) = S(q, t = 0). Les deux fréquences caractéristiques? (q,t) et T *(g,t) ont des formes
similaires. Mais, alors que Y (q,t) dépend de X s(t) et & «(t), la deuxiéme fréquence T *(q,t)

dépend plutdt de X «(t) et & (t). Ces derniéres quantités dépendent de la fonction P (t)

(4.14)

qui montre I'intégrale de N (t). Notons que la différence majeure entre les propriétés avec
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I’indice ¢ différent de celles de forme similaire mais avec 1’indice s par le seul fait que les
paramétres dépendent deP (t) alors que les secondes dépendent de N (t) seulement.

L’impact de cette seule différence sur I’évolution temporelle de la cinétique de séparation est
significatif. Ceci est démontré a travers I’examen de la variation de la fonction de diffusion

S(q,t) en fonction de q et de t. Cet aspect est mis en évidence dans ce chapitre en introduisant
les effets d’interaction hydrodynamiques a travers les modeles de mobilité généralisés et de

cinétique de polymeérisation.

4.5, EFFETS DES INTERACTIONS HYDRODYNAMIQUES

Le modéle de Rouseest I'un des modeles les plus utilisés dans la littérature pour décrire
la dynamique des polymeres en solution ou en masse. Ses fondements reposent sur une
définition appropriée du coefficient de frottement (ou de friction)G qui décrit le phénoméne

d’inte raction hydrodynamique & courte portée entre le monomére et le milieu environnant (ou

solvant). Dans le modéle de Rouse, la mobilité généralisée M(q) se réduit a la quantité to
¢ & lindépendantes des variables d’espace et de temps. Ainsi, I’équation ( 4, 15) devient

T Hq.0) = q% D% () —x]| 1+ q%2] (4. 15)

Le coefficient de diffusion du monomeére est notée Do = kgTE . Il est évident que le modéle ne
prend pas en compte les effets d’interaction hydrodynamiques de longue portée et du
couplage des modes visqueux. Lorsque ces effets sont introduits dans le modéle dynamique et
la mobilité généralisée définie de maniére appropriée® alors la fréquence caractéristique de
’Eq. 4. 11 devient

“a=7Hq= 0t 6l & (1]

(4. 16)
ol la quantitéT  *(q = 0, t) est définie par

_ kgl
“Wla=0d=q 4. 17)

emé (1)
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alors que la fonction G(x) est

_ 31 x?
4 43

G(x) { x+( x— 1 arctan x} (4. 18)

Les indices R et H dans ces équations renvoient respectivement aux modeles de Rouse et

hydrodynamiques de longue portée.

4. 6. CINETIQUE DE POLYMERISATION

Il apparait clairement a partir des considérations précédentes que deux phénomeénes
cinétiques sont en concurrence dans le processus PIPS. La premiére cinétique caractérise la
separation de phase des systemes binaires polymere/solvant qui est gouverné par un
mécanisme de diffusion sur une échelle de temps définie par la quantité®™ = 1% Dy tandis que
la deuxieme cinétique est issue d’un processus chimique dans lequel la fraction de
monomeéres ayant réagi notée @ (t) et par conséquent le degré de polymérisation au temps t
noté N(t) augmentent avec le temps. Une description rigoureuse de ces processus dynamiques
est plutdét compliquée et des modéles a des degrés de difficultés variés ont été proposés dans

la littérature. Dans ce chapitre, une version simple de ces modeles est présentée en supposant

que (t)satisfait I’équation cinétique suivante

(g ra ()" .19

Dans laquelle® représente le taux de réaction et les exposants n et m sont égaux a 1 dans le
cas du modéle dit de double réaction, i.e. n = m = 4.Ce cas présente I’avantage de donner une

solution analytique pour un probléme cinétique décrit par une équation non linéaire. La

solution est
o at
Ky 4. 20
rro (-1 (4. 20)
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O, étant le taux de conversion initial. Le tracé de® (t) est donne par la Figure 4. 1 montrant

une forme sigmoidale et indiquant que le processus de polymérisation débute lentement mais

u’a un certain moment, o (t)augmente brusquement avant d’atteindre un niveau de saturation
> O (t

autour de¥ t = 10. La liaison entre la cinétique de polymeérisation et de séparation de phase est

donnée par la relation de Corother reliant ¢ (t) a N(t) de la fagon suivante:

a(t)= 1 N Y1) (4. 21)

Les conséquences de ce modele simple seront illustrées au paragraphe suivant en mettant

I’accent sur les effets hydrodynamiques.

0 5 10

Figure 4. 1 : Fraction de monomeres ayant réagi® (t) en fonction deXt selon le modele de
double réaction,X est la vitesse de reaction (Voir Eq. 4. 20)

4.7. APPLICATIONS
4. 7. 1. Evolution du comportement en phase: X ¢(t) vsX ((t)

Les résultats précédents montrent que le parameétre critique est X ((t) et non pasX (t)
déduit apartir de la dérivée seconde de I’énergie libre comme d’habitude x (t) dépend deP (t)

I'intégrale de N*(t). Ces différences sont illustrées sur les Figures 4. 2a et 4. 2bou I'on voit

que N(t) décroit plus rapidement queP (t).
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5 10
Kl

Figure 4. 2 :a) Variations de finverse du degré de polymérisation N™(t) en fonction de¥ t
(Voir Eg. 4. 21). b) Variation deP () en fonction de¥ t (Voir Eq. 4. 14).

Une telle accumulation des effets entropiques du début de la polymérisation au temps t se
révéle déterminante pour la stabilité du systéme qui dure plus longtemps sachant que le
comportement en phase est régi selonX (t)comme on ’a dit précédemment. Ces aspects sont
illustrés sur les diagrammes de X (t) et X s(t) en fonction de ¢ ; & mesure que le temps de

polymérisation t augmente. Ces diagrammes sont représentés sur les Figs. 4. 3a et 4. 3b.

Figure 4. 3 : a) Evolution du diagramme de
phase selon X ((t), le paramétre critique

ar 1 .obtenu a partir de la dérivée seconde de
— I’énergie libre (Voir Eq. 4. 8). Dans la partie
L“/m Kl =01,1,2 supérieure, les courbes tracées pour®t =0.1,
=

1 et 2 sont presque confondues. Les courbes
intermédiaires correspondent a ¥t = 5. Les
courbes inférieures correspondant akt = 10 et
100 sont différentes pour les tres petites
valeurs de ®o. b) Mémes courbes que a)
concernant le parametre critique X ¢(t) defini
par I’ Eq. 4. 14.Dans I’ordre décroissant k ¢ =
0.1, 1, 2 (3 courbes confondues), 5, 10, 50
et 1009, est la fraction volumique de
monomeére. Les cercles pleins correspondent
ado =025etx =% (cercle bas),x =1
(cercle haut). Le cercle vide correspond aux
conditions des calculs faits dans la Figure 4.
5a, b.

A titre d’exemple, considérons un systéme caractérisé par une fraction volumique moyenne
de monomeres® = 0.25. Nous remarquons qu’aussi longtemps que le syst¢éme montre des

conditions de bon solvant, ¢’est a dire un parametre d’interaction y, inférieur & 1/2, alors il y a

stabilité, mais d& que le parametre d’interaction dépasse la valeur 1/2  le processus de
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séparation de phase se déclenche et s’accélére comme le montre la partie b de cette figure en

comparaison avec le comportement classique attendu décrit par la partie a de la méme figure.

Supposons que les conditions sont telles queX = 1, le diagramme a montre que le systéme
entre profondément dans la zone d’instabilité déja au temps x t = 10 alors que les prévisions

basées sur le paramétre X (t) nous informent que le systeme devrait rester stable jusqu’a un

temps supérieur akt= 40. De telles différences sont exacerbées lorsqueX augmente et la

qualité du solvant diminue. Ceci veut dire que bien queX ¢(t) etX (t) montrent des tendances

qualitatives semblables puisque les deux paramétres critiques diminuent d’une facon

significative dans le temps et subissent une asymétrie importante en fonction de ¢ ¢, des
différences numériques (donc quantitatives) substantielles subsistent. Ce qui peut générer des
conclusions erronées quand a I’analyse de la stabilité thermodynamique du systéme.

Par conséquent, on peut conclure que l’analyse de la stabilité du systéme basée sur le

paramétre critiqueX ¢(t) se limite aux cas particuliers des processus connus sous les noms de
TIPS (pour Thermally Induced Phase Separation ou séparation de phase induite

thermiquement) et SIPS (pour Solvent Induced Phase Separation ou séparation de phase

induite par évaporation de solvant).?3%

Notons aussi qu’au temps Kt = 10 pratiquement tous les sites réactifs ont été consommés et
O (1) a atteint sa limite supérieure 4. Alors queX (t) dans la Fig. 4. 3a a pratiquement atteint sa
limite de saturation, X «(t) dans la partie 4. 3b continue & décrdtre jusqu’a plusieurs ordre de

grandeurs supérieurs surtout pour® o inférieure a 4.

4. 7. 2. Relaxations des fluctuations et effets hydrodynamiques

La fonction de diffusion S(q,0 définie par 'Eq. 4. 11 peut étre écrite en fonction du

coefficient de diffusion généralisé D(q,t) sous la forme suivante

sla.d) exp{— 292D( q,1) t] (4. 22)

)
Dans la dynamique de Rouse, D(q,t) prend la forme simple en fonction deX ((t) et& ((t)

D(q.0)= Dl g.0)= D$ % (0-x] 1+ qZ 1] (4. 23)
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Le systéeme reste stable aussi longtemps que D(q,t) est positif et les fluctuations relaxent dans
le temps. Cependant, des modes de fluctuation avec D(q,t) < O peuvent surgir dans les

conditions ou X ((t) <X donnant lieu a une croissance des fluctuations dans le temps. Le

systeme subit les effets d’une compétition entre les modes qui relaxent et ceux qui croissent

avec une tendance générale qui va dans le sens d’une stabilité ou d’une instabilité vis _3-vis de

la séparation de phases. Ces aspects sont illustrés sur la Figure 4. 4.

Figure 4. 4 : a) Variations du
coefficient de diffusion normalisé
Dr(q,t)/Dy en fonction de Xt pour
plusieurs  valeurs du  parametre
d” interactionx @ans I'ordre décroissant
X =112, 14,16, et 1.8) et gl=05
dans le modele de Rouse (Voir Eq. 4.
23). b) Variations de Dy(q,t)/Dy en
fonction de Xt pour les mémes valeurs
de % en présence d’interactions
hydrodynamiques de longue portée
(Voir Eq. 4. 24). La région hachurée
montre une accélération des instabilités
due auxmodes d’écoulement visqueux

de longue portée.

La Figure 4. 4a montre que les fluctuations entrainent le systeme vers une instabilité
ralentissant d’une facon critique encore davantage lorsque la qualité du solva nt diminue
(c’est _3-dire lorsque le paramétreX augmente). Ces tendances restent valables selon que les
interactions hydrodynamiques de longues portées sont présentes ou non mais des différences
quantitatives substantielles existent montrant que le modéle dynamique doit étre révisé et
adapté pour rendre compte de ces effets. Une telle révision peut étre réalisée a partir des
Eqgs. 4. 16 & 4. 18 et en écrivant le coefficient de diffusion généralisé sous la forme suivante

(a0~ D,(q.0 =8 5 ol & (1) (4. 20

Selon les théories classiques des solutions de polymeres'®, la dynamique de Rouse prévoit une
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diffusion plus lente en comparaison avec le modele dit de Zimm ou les interactions
hydrodynamiques de longues portées sont présentes. Un exemple typique est celui de la
diffusion de la chaine de polymére marquée ou en solution infiniment diluée. Le coefficient
de diffusion dans le cas de Rouse est proportionnel & N * alors que dans le cas de Zimm, il est
proportionnel 3 N ol ’exposant critique v est 1/3 en mauvais solvant, 1/2 en solvant théta et
3/5 en bon solvant.?** Les résultats sont illustrés sur les Figures 4. 3a et 3b montrant que le
coefficient de diffusion décroit avec le temps et se déplace vers les petites valeurs a mesure
quex augmente. C’est un phénomene de ralentissement de la relaxation des fluctuations. Ces
courbes sont qualitativement similaires avec ou sans les effets hydrodynamiques de longues
portées mais des différences substantielles existent sur le plan quantitatif puisque les valeurs
numériques ne sont pas du méme ordre de grandeur. On observe une accélération des

relaxations dans les valeurs de Dy(q,? en plus d’un aspect particulier da aux interactions de

Zimm. On remarque que la valeur du coefficient de diffusion Dy(q,t) devient imaginaire

d’une facon discontinue a partir d’une valeur positive finie et sans passer par zéro. Cet effet
peut étre interprété comme une séparation de phase prématurée suite a la rapide accélération
des fluctuations. Cette émergence d’instabilités prématurées propres auxX jnteractions

hydrodynamiques provient donc de couplage de modes d’écoulement visqueux et n’apparait

pas dans le cas du modele de Rouse. Dans ce dernier cas, les fluctuations croissent seulement

lorsque Dg(q,) s’annule puis devient nggatif pour signaler les instabilités qui forcent le

systéme vers une séparation de phase. Le milieu est alors le siege d’une compétition entre les
modes de fluctuations stables qui relaxent et d’autres instables qui croissent dans le temps.
Les modes de faibles longueurs d’onde relaxent vit ¢ pour stabiliser le systéme alors que ceux
de grandes longueurs d’onde croissent entrainant le systéme vers la séparation de phase. En
attendant suffisamment longtemps, on s’aper¢oit que les modes instables 1’emportent et une
séparation de phase a lieu Igsque le paramétre d’interaction de Flory -Huggins dépasse la
valeur critique.

La distance moyenne entre les domaines de séparation de phase n’est plus décrite par la

longueur de corrélation & (t) mais par la quantité q *,9qui est I'inverse du nombre d’onde

(amplitude du nombre d’onde) caractérisant le pic de la fonction g(q 9. Ce passage d’une

longueur caractéristique & ((t) @ I'autre (g 1 ) est illustré sur la Figure 4. 5 pour des valeurs
croissantes de X . Comme attendu le systéme est le siege d’instabilités et de séparation de

phase plus tot a mesure queX augmente et la quantité de solvant diminue
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Figure 4. 5: Passage de & (t) & qn(t) et
fonction de diffusion. a) Vecteur d’onde

gml au maximum de la fonction de
diffusion en fonction deX t pour différents

valeurs du paraméte d’ interaction X
(Dans P’ordre croissant . =1, 1.2, 1.4, 1.6,

et 1.8). b) Mémes conditions pour la

longueur de corrélation & ((t)/l (Voir Eq.
4.13).

4,0

e (1)l

0 20 «t 40

De tels comportements sont confirmés sur la Figure 4. 6a qui montre comment les courbes de
S(g,t) développent un maximum & qn et la Figure. 4. & qui montre comment I"amplitude du

maximum diverge dans le temps.

2L ki = 20 a)-

S(g.1)/S (q)

b)
30

0 qrf 1 20 Kt

Figure 4. 6 : a) Fonction de diffusion normalisée S(q,t)/Se(q) en fonction de gl pour trois
valeurs de Kt dans P'ordre décroissant «t = 20, 19, 18. h) Fonction de diffusion & qm
normalisée, S(qm,t)/So(qm) en fonction deX t. Les calculs ont été réalisés en utilisant® = 0.4 et
X = 1.2 (Cercle vide du diagramme de la Fig. 4. 3b).
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4. 8. CONCLUSIONS

Le processus de séparation de phase induite par la polymérisationou PIPS représente 'une
des méthodes de synthése les plus répandues en chimie macromoléculaire. Elle permet dans
une certaine mesure le contréle des effets des parametres importants du systéme et donc des
propriétés d’usage. Cependant, une bonne compréh ensjon des processus cinétiques impliqués
nécessitent encore des efforts de recherche pour explorer certains détails de 1’évolution
temporelle a différentes étapes de la polymérisation. Cette réaction génére des

développements et des changements drastiques dans le comportement en phase du milieu, la
morphologie et les propriétés structurales, en fonction du temps, de I’état initial d’une

solution de monomeres a 1’état final d’un solide ou d’un réseau plus ou moins rigide. Une

tentative dans ce sens est présentée dans ce chapitre en examinant ces développements dans le
cadre d’un modele théorique typique des célebres théories de Cahn-Hilliard-Cook de la

décomposition spinodale des alliages métalliques. La fonction de diffusion S(q,t) montre que
le début des instabilités est régi par le paramétre X ((t) au lieu du paramétre classique de
décomposition spinodale X «(t) qui est obtenu a partir de la dérivée seconde de I’énergie libre
de Flory-Huggins. Alors que ce dernier dépend de N*(d, 'autre parametre x, (t) dépende de
son intégraleB (t). Les fluctuations de concentration de monoméres survivent plus longtemps

que dans le cas ou ’on prend y §(t) comme parameétre critique de référence dans 1’étude de

stabilité. Les interactions hydrodynamiques de longues portées et le couplage des modes
d’écoulement visqueux accélerent les relaxations en entrainant des instabilités prématurées
contrairement a la dynamique de Rouse qui ne montre pas de tels effets particuliers. Ces
considérations sont donc importantes dans la compréhension de la compétition entre les
cinétiques de polymeérisation et de séparation de phase inhérentes au processus de synthése

macromoléculaire utilisant la méthode dite PIPS.
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CONCLUSION GENERALE

Cette thése est une contribution au développement des méthodes séparatives basées sur des
phénomenes physiques différents s’adressant plus particulierement aux protéines dans les gels.
Le chapitre 18’inscrit dans les tendances actuelles vers plus de miniaturisation dans les systémes

séparatifs. Cette tendance est motivée par I’examen de cibles rares dans des échantillons

miniaturisés, comme par exemple les protéines faiblement exprimées dans les cellules.

Ce chapitre est consacré a une revue bibliographique sur le développement des colonnes
capillaires monolithiques a base de polyméres. Nous avons essayé de faire une revue sur ce theme

particulier étant donné son importance et l'intérét croissant qu’il suscite dans de nombreux

laboratoires de renommée internationale.

Le chapitre 2 est une étude expérimentale des colonnes capillaire monolithiques a base du
monomere monofonctionnel lauryl de méthacrylate et du réticulant bifonctionnel EDMA. Nous
avons présenté la méthode de préparation de ces colonnes en mettant 1’accent sur le greffage du
polymeére sur la surface interne de la colonne par silanisation. Cette préparation est importante
puisque contrairement aux systéemes tassés a base de particules inorganique nécessitant une étape

de préparation en plus, qui consiste a placer des frités pour empécher les particules d'étre entrairées

avec la phase mobile. L’observation de la paroi de la colonne par MEB aprés la silanisation a

permis de mettre en évidence le fait que le monolithe est bien accroché a la paroi.

Dans ce chapitre, nous avons présenté quelques résultats, puisque les données expérimentales sont

actuellement a 1’étude en vue d’une publication a soumettre prochainement. Nous avons seulement
présenté des résultats préliminaires concernant les différentes colonnes, synthétisées en présence du
réticulant EDMA a différentes concentrations. Nous avons en particulier montré les résultats
concernant la perméabilité B,. obtenue a partir de deux protocoles d'élution mettant en jeu quatre
types d’éluants, I’eau pure, ’ACN pure, un mélange a 75%ACN et un mélange eau/ACN

particulier correspondant a la viscosité maximale. En effet, en examinant la courbe de viscosité du
meélange cauw/ACN, on se rend compte qu’e |le présente un maximum & la composition 80/20 en
volume. C'est le mélange a cette composition précise qui a été choisi pour les mesures de By

sachant que la viscosité joue un rble prépondérant dont on peut se rendre compte facilement en

examinant la loi de Darcy. Ainsi, la variation de la perméabilité B, pour les différentes colonnes,

c’est _jdire en fonction de la concentration ’EDMA dans le mélange de polymérisation, de celle
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de la composition du mélange porogéne, et pour les différents éluants a été mise en évidence.
Nous avons également estimé le diameétre des pores d, qui dépend directement de la perméabilité
B par I'intermédiaire de la loi hydrodynamique de Kozeny-Carman. Ce diamétre suit parfaitement

les tendances indiquées pai By. Il y a un autre diametre moyen qui tient compte des effets de la

porosité totale€ €t qui a été invoqué dans ce chapitre. D’autres résultats plus élaborés et détaillés

feront 1’objet prochainement d’un manuscrit qui sera soumis a un journal spécialisé.

Le chapitre 3a ¢€té consacré a I’étude des gels de PAAm modifiés par I'incorporation au

cours de la synthése chimique du gel, le dextran, polysaccharide connu. En examinant la cinétique
de polymérisation de deux maniéres différentes (UV-visible, élévation de la température de
polymérisation) et en comparant les résultats avec ceux du gel commercial Duracryl, nous avons
pu identifier les conditions dans lesquelles il est possible d’améliorer les propriétés. Cette
comparaison a mis en jeu des échantillons de dextran de masses différentes et de concentrations

différentes. Cette méthodologie basée sur la comparaison des performances des gels synthétisés et

de Duracryl a été poursuivie dans ’examen d’autres propriétés tels que le gonflement dans I’eau

dé-ionisée et dans une solution tampon & PH controlé. Ces expériencesont montré comment I"ajout
du dextran augmente la tenue mécanique du gel de PAAm surtout pour les grandes masses. Elles

ont également mis en évidence les effets de gonflement osmotique di aux petits ions dans la
solution tampon en comparaison avec les résultats de 1’eau dé _jonjsge. Le tracé dit de Fergusson a

permis de comparer les capacités séparatives des différents systémes étudiés en SDS-PAGE. Ce
diagramme met en évidence la progression du front de protéines en fonction de leur masse. Il

montre le chemin pour une modification adéquate du gel de séparation en solutionnant la masse et

la concentration de 1’additif dextran, le gel commercial Dextran étant le systéme de base et de

comparaison pour cette solution.

Le but de ce travail n'était pas seulement de trouver une alternative au gel commercial, mait
surtout de démonter qu'un gel dont on connait la composition exacte est mieux adapté, pour étudier

les propriétés physiques et améliorer les performances dans des applications concretes.

Le chapitre 4 développe une modélisation de la cinétique de polymérisation en général, en

mettant ’accent sur les effets des différents parameétres pertinents et en analysant les effets de la

compétition entre les cinétiques de polymérisation et de séparation de phases. Ce chapitre est une
démonstration de P'utilit¢ de la théorie dite de Cahn -Hjlljard-Cook , concue pour les alliages

métalliques. Des modéles simples pour le taux de conversion de monomeres, la variation de la

masse des polymeres formés en fonction de ce taux de conversion ainsi que 1’évolution temporelle

des facteurs de structure ont été proposées. D'autres perspectives sont ouvertes pour le
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perfectionnement de ces modéles et leur application a des cas concrets. En particulier, il est
fondamental de pouvoir relier avec précision les effets des paramétres du systeme et la condition de
polymeérisation aux propriétés d'usage du gel formé. Ce théme reste d'actualité et pourra faire I'objet

d'une poursuite des investigations présentées dans ce chapitre.
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RESUME

Cette thése comporte plusieurs parties. La premiére partie porte sur I'étude des colonnes capillaires a base de polymére pour
répondre aux tendances actuelles a concevoir des dispositifs de séparation des protéines miniaturisés. Le chapitre 1 est consacré
a une revue bibliographique de ce développement en mettant 1“accent sur les avantages présentés par les colonnesmonolithiques
a base de polymeres. Le chapitre 2 est consacré a 1“étude expérimentale des colonnes monolithiques a base de laurylmétacrylate
(LMA) et leurs caractérisations morphologiques et hydrodynamiques. Les résultats préliminaires concernent une étude de
morphologique a sec par microscopie électronique a balayage. L'étude des propriétés hydrodynamiques met I'accent sur la
composition du mélange de polymérisation, la nature et la composition de I'éluant (eau/ACN) a travers les différentes colonnes
préparées et les protocoles d'injection de la phase mobile lors d'une expérience de séparation. Ces études ont permis de
déterminer la perméabilité du monolithe ainsi que le diamétre moyen des pores correspondant a différentes conditions
experimentales (composition de la phase mobile, débit utilisé, protocole d'injection de la phase mobile, composition du mélange
de polymeérisation). Dans une troisieme partie, nous présentons la synthese, la caractérisation et les applications en
électrophorese de gels de PAAm modifiés par I'ajout d'un polysaccharide, le dextran avec pour objectif de trouver un substitut
aux gels commerciaux comme le Duracryl. L'accent est mis sur les effets de la masse molaire du dextran et sa concentration. La
cinétique de polymérisation a été suivie en analysant la variation de I'absorbance en fonction du temps mesurée par
spectroscopie UV-visible. Comme il s'agit d'une polymeérisation exothermique, la cinétique de réaction a été également étudiee
en mesurant la variation de la température en fonction du temps. Le gonflement des gels synthétisés a été analysé dans I'eau dé-
ionisée et dans la solution tampon pour mimer le liquide physiologique dans lequel les protéines trouvent un milieu favorable
pour leur solubilisation. Les applications des gels synthétisés ont été montrées en utilisant la technique de séparation des
protéines de type SDS- PAGE. Dans la derniére partie de cette thése, nous considérons la cinétique de polymérisation qui est
décrite par un modele dit de double réaction. La cinétique de séparation de phases est décrite par le modéle de Cahn-
Hilliard_Cook développé dans le cas des alliages métalliques et adapté aux mélanges a base de polymeéres.

Mots clés: Protéines, séparation, cinétique, gels, monolithes, polymérisation, hydrodynamique, gonflement, éluant,
morphologie.

ABSTRACT

This thesis is comprised of several parts. The first part is a review of the synthesis, characterization and applications of polymer
based capillary columns for protein separation by micro chromatography techniques. Chapter 2 is devoted to the experimental
investigation of monolithic columns based on lauryl methacrylate, synthesis, morphology characterization and hydrodynamics.
Preliminary results concern a study of morphology in the dry state using scanning electron microscopy and a study of
hydrodynamic properties focusing on the effects of composition, the nature of eluant and its composi tion (water and ACN)
through different synthesized columns and eluant injection protocole. This investigation allowed us to determine the
permeability of the monolith and the mean diameter of pores obtained under a variety of experimental conditions (composition
of the mobile phase, flow rate, injection protocol of eluant, composition of the polymerization mixt ure). In the second part, we
present the synthesis, characterization and applications by gels via electrophoresis of PAAmM gels mo dified by adding the
polysaccharide Dextran. The aim was to find a substitute to the commercial gel Duracryl. The emphasis was on the effects of
molecular weight and concentration of dextran. Kinetics of polymerization was monitored by analyzing the time dependent
absorbance as measured by UV-visible spectroscopy. Since one deals with an exothermic polymerization, the kinetics can be
monitored with the time temperature variations. The swelling of synthesized gels was investigated in de-ionized water and in the
buffer solution to mimic the physiological fluid in which proteins are embedded. Applications of those gels were demons trated
through SDS-PAGE technique. In the last part of this thesis, we were interested on the modeling of the kinetics of
polymerization and phase separation using the celebrated Cahn-Hilliard-Cook theories adapted to polymers composites from
metal alloys.

Keywords: Proteins, separation, kinetics, gels, monoliths, polymerization, hydrodynamics, swelling, eluant, morphology.
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