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Avant-propos
Développements de microsystemes fluidiques pour Fanalyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

Cette derniere décennie, les microsystémes fluidiques analytiques ont connu un développement
exponentiel, au point de représenter une part importante des publications dans Awnalytical
Chemistry, revue de référence de la discipline. Ce phénomene s’accentue avec I'apparition des
premiers dispositifs commerciaux.

Ce travail de these porte sur des développements dans le domaine de la microfluidique avec la
conception et la mise en ceuvre de microsystemes fluidiques dédiés a une analyse 4 haut débit
d’échantillons protéomiques ou métabolomiques. Il a été réalisé a 'Université des Sciences et
Technologies de Lille (USTL) en collaboration entre IlInstitut d’Electronique, de
Microélectronique et de Nanotechnologie TEMN, UMR CNRS 8520), le Laboratoire de Chimie
Organique et Macromoléculaire (LCOM, UMR CNRS 8009), en bénéficiant des infrastructures
du centre commun de spectrométrie de masse, plateau de protéomique de la génopdle de Lille
(labellisée opérationnelle R1O).

Ce travail s’est axé autour de deux projets de développement de microsystémes analytiques. Le
premier projet a fait partie du programme de recherche Résean de Micro- et Nano-Technologies
(RMNT) et s’intitule Protéomique Intégrée ; il concerne le développement d’un microsystéme intégré
pour une analyse d’échantillons protéiques par spectrométrie de masse reposant sur une
ionisation par électronébulisation. Le deuxi¢me projet, issu du programme GenHomme du
Ministere de ’Economie et des Finances, a fait 'objet de la constitution d’un consortium de
recherche sous le nom de BioChipLab regroupant des équipes lilloises (IEMN, LCOM), leurs
homologues de la région grenobloise (CEA-LETI, CEA-DSV) et Sanofi-Synthélabo comme
meneur de projet. L’objectif de ce consortium est double et plus ambitieux avec la réalisation de
deux dispositifs microfluidiques intégrés, couplés a une analyse en ligne par spectrométrie de
masse. Un dispositif est dédié a une ionisation de type MALDI et Pautre de type ESI pour
P'analyse finale par spectrométrie de masse, en vue de l'identification et du dosage des substances
analysées.

Les deux dispositifs assurent globalement la méme fonction mais leur conception et leur mode de
fonctionnement sont différents et orientés par le mode d’ionisation et la mise en ceuvre de ce
dernier. La fonction du dispositif est de traiter les échantillons biologiques afin d’optimiser leurs
conditions d’analyse par spectrométrie de masse. La complexité de I'échantillon est réduite par un
procédé chromatographique (piégeage sélectif de certaines protéines, séparation en conditions
inverses de peptides issus de leur digestion, sélection d’une classe de peptides sur une phase
appropriée d’affinité ou dessalage et concentration des échantillons). Ensuite, ’échantillon
préparé est amené vers la zone d’ionisation, des plots cibles pour 'ionisation MALDI, la source

d’ionisation pour I’ESI.
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Avant-propos
Développements de microsystemes fluidiques pour Panalyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

Une lecon générale du développement de tels dispositifs microfluidiques est que la
miniaturisation d’objets existants a 'échelle macroscopique ne suffit pas pour parvenir a cette fin.
L’enjeu de tels développements microfluidiques ne réside pas dans une simple réduction des
dimensions mais dans une réelle innovation, dans la re-conception de dispositifs et d’objets
adaptés a I’échelle du micron. La transposition d’échelle ne convient pas car les caractéristiques
des échelles macro- et microscopiques sont fort différents du point de vue de la physique. Tout
d’abord, les principes utilisés a I’échelle macroscopique n’existent pas toujours a celle
microscopique. Ensuite, I’échelle microscopique présente des caractéristiques intéressantes pour
les applications microfluidiques, comme un rapport surface-sur-volume élevé qui se traduit par
une prépondérance des phénomenes de surface ou encore un écoulement laminaire des fluides.

La présentation de ce travail de these tente d’illustrer ces aspects a travers le développement d’un
dispositif microfluidique et la mise en ceuvre, a cette fin, de concepts nouveaux ou originaux pour
effectuer des opérations usuelles telles que la séparation de composés, le traitement d’échantillons
biologiques, lonisation de molécules en solution ou encore le déplacement de liquides (non

approfondi ici) en vue d’une miniaturisation de 'analyse.
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Les premiers outils de laboratoire miniaturisés et intégrés sur microsystémes sont en train
d’apparaitre sur le marché, pour répondre a la demande en opérations et analyses rapides, a haut
débit et 2 moindre cott. Cette demande est motivée, tout d’abord, par I'essor du domaine du
diagnostic médical'? qui exige des analyses rapides avec une réponse instantanée, ensuite, pat
Pessor de la chimie combinatoire avec la synthése de bibliothéques de composés préparés en
quantités réduites mais suffisantes pour leur criblage ultérieur a haut débit et enfin, par la
nécessité de baisser le cott des analyses. Cette tendance 4 miniaturiser les outils conventionnels
de laboratoire touche donc, aussi bien les domaines de la chimie,”” de la biochimie®® et de la
biologie."”"" Néanmoins, si les premiers systémes d’application biologique ou biochimique
existent, le développement des microréacteurs dans le domaine de la chimie est encore au stade

de balbutiements et loin de leur commercialisation.

Ce phénomene est similaire a celui advenu quelques décennies auparavant dans le domaine de la
microélectronique et de I'informatique qui a conduit 2 une diminution majeure de la taille des
ordinateurs, la ramenant de la dimension d’une salle a celle d’un livre. Cette révolution dans le
domaine de la microélectronique a résulté de la diminution d’échelle des microcomposants
électroniques et, par conséquent, de leur intégration et de leur mise en paralléle possibles ainsi
’ . . . .
que d’un accroissement de leurs performances. Cette tendance en microélectronique est en effet
régie pat la loi de Moore, qui prédit 'évolution des performances et de la taille des transistors en

fonction du temps.

La tendance au développement de microsystémes dédiés aux sciences de la vie est remarquée
dans le domaine de la techerche académique avec la multiplication des congres et manifestations
scientifiques consacrés aux microsystémes et a la miniaturisation (microTAS, Nanotech,
Minatech, ...), ainsi que de publications et de journaux (Lab-on-a-Chip, Electrophoresis special issue
on miniaturization, Analytical Chemistry) qui leur sont dédiés. En outre, elle est illustrée par
Papparition et la mise sur le marché des premiers systémes commerciaux opérationnels (Tecan,
Agilent, Ciphergen, Gyros) Une conséquence en est le foisonnement actuel des programmes de
recherche et des financements (RMNT, Eurimus, ACI, 6°™ PCRD...) réservés 2 la conception et
a la réalisation de microsystémes, en particulier, pour des applications analytiques, médicales,

diagnostiques ou encore environnementales.

En effet, le développement de microsystemes est un domaine pluridisciplinaire qui favorise les
échanges entre chercheurs. La fabrication des microsystemes s’appuie sur des techniques de

microélectronique et de microtechnologie, leur conception sur la compréhension des
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phénomeénes physiques et des comportements a ces échelles et leur mise en ceuvre sur la chimie

en général tant pour les rendre fonctionnels (et opérationnels) que pour leur utilisation.

Nous commencerons ce chapitre avec des considérations générales sur les microsystémes avec :
(i) une définition de la notion de « microsysteéme », (i) les caractéristiques des microsystémes et
les avantages qui en découlent, (iii) les matériaux et procédés de fabrication les plus courants, (iv)
la présentation de deux modules incontournables, celui de pompage et celui de détection, (v)
I’évocation des applications majeures des microsystemes fluidiques dans les domaines de la
chimie et des sciences de la vie. Ce point sera ensuite illustré en détails 4 travers quelques
exemples concrets de microsystémes. Enfin, nous présenterons le projet qui motive et sous-tend
ce travail de thése avec le développement de deux prototypes dédiés a de 'analyse protéomique

part spectrométrie de masse.
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I. Généralités sur les microsystémes

A. Notion de microsystéme
L’appellation ‘microsystéme’ désigne tout systeme miniature dédié, ici, 2 une application
analytique ou réactionnelle. Les tailles caractéristiques de ces microsystemes différent selon le
type d’applications. Pour des applications biologiques, les dimensions caractéristiques de ces
dispositifs sont de Pordre du micron ; les systémes incluent des canaux dont la largeur et la
profondeur varient de quelques microns 2 quelques centaines de microns." Dans le domaine de
la chimie, en revanche, les dimensions caractéristiques des microsystémes sont plus larges et
balayent une gamme allant de la centaine au millier de microns. En effet, pour des dimensions
inférieures, on parle de nanoréacteurs et pour des tailles supérieures de milli- ou miniréacteurs."
Dans les deux cas, néanmoins, ces microsystemes sont issus de procédés de fabrication de
microtechnologie, développés a lorigine pour lindustrie microélectronique, ce qui explique
Putilisation du préfixe «micro» pour les désigner. Les procédés et techniques typiquement
utilisés pour la fabrication des microsystémes, qui seront présentés plus en détails ultérieurement,
sont adaptés a la fabrication de structures ayant des dimensions caractéristiques de l'ordre du
micron, en raison de leur résolution de fabrication, inférieure au millimétre et pouvant atteindre
les quelques dizaines de nanométres, comme nous le verrons ci-apres. Les techniques plus

conventionnelles ou macroscopiques ne présentent pas une résolution aussi basse.

Le terme de ‘microsystéme’ recouvre deux familles distinctes de dispositifs, les microarrays ou
< , . , . >, . - \13 N

puces a composés (terme pour lequel il n’existe pas d’équivalent en frangais)~ et les systémes

microfluidiques.*™'*"> Ces deux groupes de microsystémes se distinguent par leur mode

opérationnel, qui est, respectivement, statique ou dynamique.

Les microarrays reposent sur le principe de fonctionnement des dispositifs du type des puces a
ADN, applications les plus connues des microsystémes.”'® Des molécules-sondes sont
immobilisées sur une plaque de verre ou de silicium dans des puits de 1 2 10 pm de diametre ;
elles servent de cibles d’hybridation ou d’interaction a des molécules 2 tester. La détection repose
le plus souvent sur une technique de fluorescence. Les applications majeures sont le criblage a
haut débit d’oligonucléotides, ADN, ARN ou ADN complémentaire. Des puces 2 peptides ou a
protéines sont également développées pour 'étude d’interactions ou des mesures quantitatives ;'
'*1? leur mise en ceuvre reste cependant plus complexe du fait de la diversité chimique plus grande

20,21

de ces composés,”™ comparé aux oligonucléotides. Récemment, des microarrays ont également

trouvé des applications en chimie pour ’étude a haut débit de molécules chirales.?
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L’autre famille de microsystemes est de nature microfluidique. Dans ce cas, le systeme comprend
des microcanaux de 5 4 200 pm de largeur ou circulent les fluides, des réservoirs ou des cellules
de réaction qui sont gravés dans le matériau a laide de techniques appropriées. Ces
microsystemes incluent différents éléments ou modules correspondant chacun i une opération
précise. Le déplacement des liquides est assuré par un mode de pompage interne au
microsystéme, ou bien externe et situé en amont du dispositif. Les liquides peuvent aussi étre
déplacés uniquement en surface sur des zones matérialisées a cette fin. La détection est réalisée

23,2425

sur le systeme (électrochimie) ou a l’aide un appareil externe connecté au canal de sortie

% Ces laboratoires-sur-puces ont trouvé des

(fluorescence, spectrométric de masse...).
applications aussi bien en chimie, avec des synthéses menées sur de petites quantités de matériel,
wen biochimie ou biologie, avec de I’analyse 4 haut débit"” ou la manipulation de cellules
q gic, Y P

27,28

uniques ou de petites populations de cellules. Des systémes mixtes combinant les deux

aspects, microarray et microfluidique, sont en cours de développement.

Le travail décrit ici ne concerne que des applications microfluidiques des microsystémes, c’est

pourquoi nous nous limiterons dorénavant a cette famille de microsystemes.

B. Avantages et caractéristiques des microsystémes

Les développements en microfluidique sont motivés, d’une part, par les avantages apportés par

les microsystémes et, d’autre part, par les caractéristiques inhérentes a ’échelle du micron.

1. Avantages

Les avantages des microsystémes sont de deux ordres distincts ; ils sont liés aux dimensions

réduites des systémes ou a leur mode de fabrication basé sur des procédés de microélectronique.

Avantages liés d la taille des systémes

La premiere série d’avantages apportés par les microsystémes est inhérente a leurs dimensions

caractéristiques et 2 leur taille, qui sont de 'ordre du micron.

Les volumes manipulés sur les microsystémes sont plus petits, ce qui entraine une consommation
moindre en produits chimiques, aussi bien en solvants et « tampons » qu’en composés impliqués
dans les processus analytiques et réactionnels. Cette consommation moindre a deux répercussions

évidentes. La premicre est d’ordre financier, les produits chimiques mis en jeu pouvant étre fort
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onéreux et rares, et la deuxieéme, d’ordre environnemental, la pollution engendrée d’une part, et

les volumes de produits chimiques et solvants a stocker ou a recycler d’autre part, étant moindres.

La diminution des dispositifs va de pair aussi avec une plus grande rapidité des opérations. La
vitesse des analyses est directement corrélée aux dimensions des systémes ; plus ces derniers sont
petits, plus les analyses sont rapides. La miniaturisation apporte donc un gain considérable en
temps (pour les analyses et autres opérations menées sur les microsystémes). De plus, la
miniaturisation augmente les performances en séparation des dispositifs, puisque les phénomeénes

de dispersion transversale sont diminués."

Ces systemes miniatures sont adéquats pour la manipulation de petits volumes. Ils sont donc, en
premier lieu, désignés pour Iétude d’échantillons de taille réduite, comme ceux manipulés
usuellement en biologie (extraits cellulaires, protéiques) dont le volume est inférieur au microlitre.
Cette adéquation en taille améliore les conditions d’analyse de petits volumes d’échantillon qui
sont « perdus » sur des systemes conventionnels. Il en résulte, de plus, un gain en sensibilité des
analyses. Ces systemes miniatures conviennent, en second lieu, a la préparation des petites
quantités de composés chimiques nécessaires 2 un premier criblage de molécules et au test de

leurs activités.

Enfin, dans le domaine de la chimie, en particulier, le contrdle des opérations est accru sur un
microsystéme, ce qui découle des meilleures caractéristiques des transferts de chaleur. Ainsi, la
synthése de composés dangereux, toxiques et la conduite de réaction fortement exothermiques
voire explosives sont-elles envisageables sur ces microsystémes. L’isolement ou le stockage
ultérieur des composés dangereux synthétisés est, par ailleurs, possible dans le microsysteme

meéme, qui sert alors de « poubelle chimique ».

Avantages liés a leur mode de fabrication et communs a la microélectronique

L’autre groupe d’avantages liés a l'utilisation de systemes de dimension caractéristique de 'ordre

du micron découle de la voie de fabrication utilisée, basée sur des procédés de microtechnologie.

Le premier apport des techniques de microtechnologie est le trés fort controle possible de la
fabrication des microsystémes. Il en résulte une trés grande précision des dimensions, pouvant,
suivant le procédé choisi, descendre a des échelles inférieures au micron ainsi qu’une tres forte
reproductibilité des objets fabriqués. Ce dernier aspect est crucial pour des applications

analytiques, car la reproductibilité des objets va de pair avec celle des analyses.
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Un autre avantage est la possibilité d’une forte intégration sur un méme substrat de quelques
pouces de diametres ; le méme substrat peut comprendre plusieurs dispositifs identiques placés
en paralléle. Cette intégration, qui peut étre qualifiée d’horizontale, ouvre la voie a du haut débit
et 2 une automatisation de P'analyse. L’intégration sur un méme substrat peut aussi étre verticale
avec l'intégration de toute une suite opérationnelle, qu’elle soit réactionnelle ou analytique. Les
différentes étapes du processus opérationnel s’enchainent, alors, sans intervention manuelle de
Pexpérimentateur. Cet enchainement automatisé limite les pertes et contaminations des
échantillons, dues aux manipulations intensives des échantillons et a leur passage a travers de

multiples récipients ou tubes.

Enfin, le recours 2 une voie de fabrication microtechnologique est compatible avec une
production en masse et a moindre coGt de microsystémes, une fois que le processus de
fabrication a été optimisé, ce qui diminue le coit de revient des systémes mais aussi, in fine, des

opérations ou analyses.

2. Caractéristigues de I'échelle du micron

Les caractéristiques intrinseques a ’échelle micronique constituent un attrait supplémentaire pour

le développement de systemes miniatures.

A Téchelle du micron, ’écoulement des fluides est entiérement laminaire. Au contraire, a ’échelle
macroscopique, il est turbulent, ce qui se traduit par 'apparition de perturbations locales dans le
volume de liquide. Par conséquent, a I’échelle de quelques microns, le flux de liquide est plus
homogene et il est mieux contrdlé dans son ensemble du fait de I’absence de turbulences locales.
Une conséquence du caractere laminaire de I'écoulement en est, néanmoins, une absence de
mélange spontané. Ce dernier est classiquement favorisé par la création de turbulences locales. 11
est, ici, uniquement régi par la diffusion des molécules au sein du volume de liquide. Si deux flux
de liquide se rencontrent a lintersection entre deux microcanaux, la diffusion des especes et le
mélange par conséquent, se produisent exclusivement a Pinterface entre les deux flux de liquide.
Cette caractéristique propre a Péchelle du micron peut entraver la conduite de certaines réactions,
mais elle peut aussi étre mise a profit pour des études plus fines de réactions. Par ailleurs, comme
nous le verrons plus loin dans ce paragraphe, 'absence de mélange est facilement palliée par

Pintroduction de structures appropriées et destinées a favoriser les processus de mélange.

Une autre caractéristique inhérente a ces petites structures est la prépondérance des surfaces et

des phénomenes de surface ; cet aspect ne doit pas étre négligé car il impose, pour un grand
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nombre d’applications, des étapes préalables de traitement des surfaces. Le rapport surface-sur-
volume varie en 1/ ; il résulte donc de la miniaturisation un fort accroissement de ce rapport, qui
confere aux surfaces une importance toute relative. Ceci se traduit, en particulier, par un
accroissement de laire d’échange entre la solution et la surface et, par conséquent, des
interactions entre composés et surface. Ces interactions peuvent étre néfastes avec une
adsorption non spécifique intense des composés sur les surfaces et, de ce fait, leur perte.
L’augmentation de I'aire d’échange entre solution et surfaces peut néanmoins étre mise a profit
pour des applications catalytiques par exemple ; la surface d’échange entre les composés dans les
fluides et le catalyseur immobilisé en surface, est plus étendue. Enfin, pour certaines applications
mettant en jeu un échange entre solutions et surface, une fonctionnalisation de surface et non

plus en volume, peut étre suffisante.

C. Matériaux et microfabrication

Différents matériaux peuvent étre envisagés pour la fabrication des microsystémes ;> des
matériaux traditionnels de microtechnologie 2 base de silicium,®” des matériaux de type verre,”
des métaux ou encore des matériaux de type polymeéres.”*> Du choix du matériau découle le plus
souvent celui des techniques utilisées pour la fabrication du systéme. Notons que ces deux choix,
celui du matériau et du procédé de fabrication, sont fortement conditionnés par ’application
future du systéme. Le matériau doit posséder des propriétés physico-chimiques adéquates,
comme, par exemple, une bonne conductivité thermique. Le procédé de fabrication doit conférer
au systéme des caractéristiques souhaitées et étre adapté a la géométtrie et aux dimensions des

structures envisagées.

Récemment, le domaine des microfabrications s’est élargi avec apparition d’autres matériaux,”
td b

non issus de ’héritage microélectronique et celle de procédés de fabrication qui leur sont associés

pour la préparation de nouveaux types de systémes.”**”’ Les matériaux de type élastomeéres en

font partie. Ils s’opposent aux matériaux traditionnels qui sont le plus souvent rigides.
P PP q P 21

1. Matérianx

Historiquement, le silicium et les matériaux dérivés du silicium (SiO,, SiN)) ainsi que d’autres
matériaux typiques de microélectronique ont été utilisés de fagon prépondérante pour fabriquer
les premiers microsystémes. Du fait de ses antécédents dans le domaine de la microélectronique,
le silicium est bien connu par les technologues, de méme que les nombreux procédés de

fabrication associés. Ces procédés ont facilement été adaptés pour la fabrication d’objets de type
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MEMS. De plus, les propriétés du silicium sont intéressantes: des propriétés mécaniques
remarquables, de bonnes résistances chimique et thermique, une conductivité non nulle, une
réactivité a haute température. Ces caractéristiques en font un matériau de choix pour la
fabrication de microsystémes de chimie, car il peut étre utilisé a tres hautes températures et pour
des applications mettant en jeu des solutions fortement agressives du point de vue chimique.
L’oxydation de sa surface ou la modification de cette derniére a I'aide d’un traitement chimique
approprié sont aisées ; les traitements de surface reposent le plus souvent sur la création de
liaisons silanes sur les groupements silanols présents en surface. Enfin, du fait de sa versatilité, ce
matériau peut étre usiné a Paide de diverses techniques afin de donner différents types de
structures, comme nous le verrons dans le paragraphe suivant. Cependant, le silicium est encore
fort onéreux et n’est pas transparent aussi bien dans le visible que dans I'UV, ce qui empéche
toute détection par voie optique dans un systéme tout silicium ou toute modification (ocale) par

photochimie.

Les verres et le quartz, qui forment une autre classe de matériaux, pallient ces manques. De plus,
ces matériaux sont adaptés a la création d’un flux électro-osmotique. Ils font montre de bonnes
résistances aussi bien thermique que chimique et ce sont des matériaux biocompatibles. Enfin, les
propriétés de surface du verre sont facilement modulables, du fait de la présence de groupements
silanols en surface. Cependant, le verre et le quartz sont fort fragiles et méme encore onéreux
pour une production en masse a moindre cout. Du point de vue de la microfabrication, le verre
se préte moins bien aux procédés de microtechnologie que les matériaux a base de silicium. Les
structures obtenues sont moins « belles », moins « propres », cat la gravure par voie chimique du
verre ne génére pas des parois paralleles. Les contraintes de dimensions sont, par conséquent,
plus fortes : la production de structures ayant un haut rapport d’aspect n’est pas envisageable, par
exemple, ni celle d’objets de dimensions caractéristiques de 'ordre du micron. Enfin, les procédés

de collage sont moins bien établis.

Depuis peu, de nouveaux matériaux apparaissent pour la fabrication de microsystemes
fluidiques : les matériaux de nature macromoléculaire.”™’ Il s’agit de matériaux plastiques rigides
ou d’élastoméres, plus souples. Leur attrait réside principalement dans le cout des objets en
polymere, plus bas comparé a celui d’objets en silicium, en verre ou en quartz et dans leur fragilité
moindre. L’intérét de cette alternative macromoléculaire est donc une production d’objets jetables
a usage unique. De plus, cette famille de matériaux est étendue et tous types de propriétés sont

accessibles : transparence, bonnes propriétés d’adhésion. Par contre, leur conductivité thermique
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est limitée, ils ne sont pas stables a haute température et ils se dissolvent plus facilement dans les
solvants organiques. Ceci explique qu’ils sont plus facilement utilisés pour des applications
biologiques que purement chimiques. En particulier, ils sont exclus pour des applications

générant localement de tres fortes quantités de chaleur.

Le dernier type de matériaux regroupe les céramiques.™* Ces matériaux peu chers sont adaptés 2
la création d’un flux électro-osmotique et ils présentent de bonnes propriétés d’adhésion. Ils ne
sont pas tous transparents dans le visible, par contre, et sont plus adaptés a une détection interne
au systéme, par électrochimie par exemple.” Enfin, leur manufacture ne nécessite pas de salles

blanches ou de locaux spécia]jsés.38

2. Procédés de fabrication

Les procédés de fabrication utilisés sont intimement liés au(x) matériau(x) constituant le
microsystéme. Le choix de la voie de fabrication est conditionné ainsi par la nature du matériau,
le cotit de fabrication, la dutée du processus de fabrication, sa fiabilité, sa résolution et enfin, la
facilité d’accés aux procédés. Les grands procédés de fabrication sont la lithographie, les procédés
de gravure chimique ou physique des matériaux, les méthodes de moulage ou d’empreinte sur des

matrices, 'usinage laser....

Nous allons maintenant envisager les différents procédés de fabrication les plus courants pour les
matériaux a base de silicium, les matériaux de la famille des verres et enfin, les techniques dédiées
4 des manufactures a base de plastiques ou de résines. Ce paragraphe n’a pas vocation a étre
exhaustif en termes de méthodes de fabrication. Il ne recense pas les méthodes émergentes et
récentes, mais présente plutot les méthodes de fabrication de base. Nous verrons ensuite les
différentes techniques de scellement génériques pour les matériaux a base de silicium, le verre et

les matériaux de nature macromoléculaire.

Procédés de microfabrication de base

(1) Photolithographie
Une technique de base en microtechnologie est la lithographie ; elle permet de préparer des
structures multicouches, les différentes couches étant préparées successivement et
indépendamment les unes des autres. Cette méthode de lithographie consiste a transférer des
motifs, sur une couche de résine (un polymeére organique, le plus souvent) pour leur réalisation

ultérieure dans la couche de matériau concernée.
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« Masque en quariz

l!

Motifs en Chrome

Résine

Silicium

Zones exposées

Figure 1 : Principe de la technique de lithographie

Tout d’abord, une couche assez mince de résine est déposée, de fagon homogene, sur un substrat
a usiner. En photolithographie, cette couche de résine est ensuite exposée a une lumiere UV a
travers un masque (voir Figure 1). Ce dernier, en quartz, comprend des motifs en chrome,
opaques 4 la lumiére UV. L’irradiation UV locale de la résine induit un changement de ses
propriétés ; elle devient plus « molle » (résine positive) ou plus « dure » (résine négative) et, par
conséquent, plus ou moins soluble, respectivement, dans la solution de révélation de la résine.
L’étape de révélation conduit donc a un transfert du masque sur la couche de résine, qui sert de
masque pour Iétape suivante d’attaque du substrat ou de son dopage. Une fois le matériau
attaqué ou dopé, la résine est enlevée avec une étape de révélation au cours de laquelle la résine
est dissoute dans un solvant adéquat. La résolution des motifs est typiquement de 0,2 um.*' Une
meilleure résolution est envisageable si cette étape de lithographie utilise un faisceau d’électrons

au lieu d’une lampe UV ; la résolution atteint, ici, 0,1 pm

La photolithographie classique utilise une résine de nature macromoléculaire, qui n’est pas
applicable a des surfaces courbes. Le cout de cette technique est, par ailleurs, élevé suite a la
nécessité de l'utilisation de salles blanches et d’appareillages dédiés. De plus, ces équipements
sont, a ’heure actuelle, peu accessibles a des chimistes et biologistes. Nous verrons donc
comment cette étape de photolithographie et I'utilisation de masques peuvent étre éliminées ou

remplacées.

La gravure du matériau peut étre réalisée selon deux types de méthodes distincts, les méthodes
dites de gravure humide ou anisotropique et les méthodes dites de gravure physique ou
isotropique. Selon la nature de la gravure, le matériau sera attaqué différemment et le profil de

gravure ne sera pas le méme (voir Figures 2 et 3).
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Figure 2 : Profil obtenu pour une gravure physique Fijgure 3 : Profil obtenu pour une gravure chimique
ou isotrope du silicium ; les flancs des canaux sont ou anisotrope du silicium ; les flancs des canaux
verticaux., respectent la structure du matériau.

(2) Gravure chimique du silicinm

La premicre voie de fabrication utilisée qui est adaptée a P'usinage en bloc du silicium est une
gravure chimique et anisotropique, dite aussi gravure humide du silicium. La vitesse d’attaque du
matériau dépend de la direction cristalline et de la composition de la solution de gravure (Figure
3). Les solutions chimiques les plus courantes sont des bases, KOH et TMAH (hydroxyde de
tétraméthylammonium) par exemple, qui sont trés sélectives vis-a-vis du matériau a attaquer.
Comme les résines sont sensibles a ces bases, la couche de lithographie peut étre constituée
d’autres matériaux 2 base de silicium comme SiO,, Si;N, ou SiC. Ce procédé de gravure chimique
est adapté a la production de petites structures de dimensions néanmoins supérieures au micron,
et ce avec une treés forte précision de gravure. Pour des structures plus petites, la gravure est
réalisée par voie physique, mais comme la gravure chimique est moins difficile 2 mettre en ceuvre
et qu’elle est moins chere, elle est préférée pour la réalisation de canaux de taille caractéristique de
Potrdre de la dizaine de microns. Le profil de gravure est propre et respecte la structure fine du
matériau, ses plans cristallins. La Figure 4 illustre un profil de gravure chimique dans le silicium
d’un microcanal de 10 pm de largeur et de profondeur, réalisé au début de ce travail :* le profil

obtenu est en V du fait de l'orientation (110) du silicium utilisé.

De plus, cette technique est compatible avec une production en masse et automatisée d’une série
d’objets identiques. Néanmoins, les procédés de gravure chimique du silicium utilisent un
appareillage cotteux approprié et un environnement de salle blanche. Ils ne sont pas adaptés 4 la
réalisation de structures ayant un haut rapport d’aspect. Ces procédés ont été utilisés pour la

téalisation de canaux, de sillons, de membranes, de cantilevers, de filtres....
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Figure 4 : Profil de gravure obtenu par voie chimique dans du silicium d’orientation (100) ; microcanal de
largeur et de profondeur égales 2 10 um.

(#23) Gravure physique du silicium
La gravure physique est une autre technique adaptée a I'usinage du silicium. Aucune direction du
matériau n’est privilégiée. La vitesse de gravure est la méme selon toutes les directions du
matériau. Ainsi, le profil de gravure obtenu différe-t-il de celui issu d’'un procédé de gravure
chimique (Figure 2). La gravure physique fait appel a plusieurs techniques, qui différent entre elles
de par la nature de Iespece utilisée pour la gravure. La gravure plasma utilise un plasma de
radicaux qui sont générés dans un vide poussé. La vitesse de gravure est conditionnée par la
nature du gaz utilisé et sa réactivité. Un enjeu est d’utiliser des radicaux stables qui ont une demi-
vie suffisamment longue pour qu’ils atteignent le substrat a attaquer. La gravure a base d’ions
réactifs repose sur des effets physico-chimiques ; la gravure du substrat est initiée par Iénergie
cinétique des ions lorsqu’ils arrivent sur le substrat. Une troisiéme classe de techniques dites de
gravure physique comprend les techniques de gravure profonde utilisant un faisceau d’ions
réactifs. Cette dernicre technique est adaptée a la réalisation de structures présentant un rapport
d’aspect élevé et supérieur a 15, avec des parois verticales de plus de 400 um de hauteur. Dans les
différents cas, il n’y a pas de restriction géométrique pour les structures formées comme avec un
procédé humide. Enfin, la gravure physique du silicium est adaptée 1 la production de toutes
petites structures (dimension caractéristique < 0,1 um), ce, avec une tres grande résolution de

fabrication ainsi que de structures présentant éventuellement un rapport d’aspect élevé.

(iv) Manufacture du verre

Les techniques de gravure du verre sont maintenant bien établies ; elles sont couplées a des

techniques de photolithographie classiques ou adaptées il s’agit d’un verre spécial et
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photosensible (FOTURAN). Le procédé est similaire au procédé de gravure humide du silicium.
La solution de gravure est a base d’acide fluorhydtique, HF. Néanmoins, comme les propriétés
du matériau ne sont pas les mémes, la précision structurale est beaucoup plus limitée et les
contraintes géométriques sont fortes. La largeur des structures doit étre au moins deux fois
supérieure a leur profondeur, comme illustré sur le schéma 5. Ainsi, cette technique n’est-elle pas
adaptée a la réalisation de structures présentant un rapport d’aspect élevé. Une gravure physique

du verre est aussi envisageable, mais cette technique est moins courante.

largeur du masque

3 >
€ Ly

d d

A
f
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Figure 5 : Profil de gravure obtenu avec un usinage par voie chimique du verre

Enfin, le verre peut étre usiné par « powderblasting» ou sablage du matériau.”* La technique
d’attaque du verre par sablage commence, de méme que les techniques de gravure humide par
une étape de photolithographie au cours de laquelle les motifs a réaliser dans le verre sont
transférés dans une couche de résine. Le substrat en verre est alors exposé a la poudre, d’alumine
par exemple. Les zones découvertes et non protégées par la résine sont gravées et la profondeur
et la vitesse de gravure sont conditionnées par le temps d’exposition 4 la poudre et a la vitesse
d’éjection de cette derniere. Cette technique confére une assez forte rugosité au substrat usiné, de

0,8 2 2,5 um, selon le procédé utilisé.

(v) Procédé 1 IGA
Le terme LIGA est un acronyme allemand pour « Lithographie/Galvanoformung und
Abformung »* 11 désigne un procédé de fabrication en différentes étapes: (i) une étape de
lithographie profonde, (i) une étape de « electroforming » pour réaliser une matrice en matériau

conducteur et enfin, (iii) une étape de moulage sur la matrice obtenue.
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Fignre 6 : Principe du procédé de fabrication LIGA : les motifs d'un masque sont transférés sur une
¢paisse couche de résine de PMMA (étape 1) par lithographie ; La résine est révélée pour donner des
motifs (étape 2) ; le métal est ajouté en complément de la structure en PMMA obtenue (étape 3) ; la
résine restant est enlevée pour donner un moule prét a utiliser (étape 4) ; le moule est utilisé comme
empreinte pour former des structures en céramique, en métal ou encore en polymere (étape 5).

Le procédé commence par la formation a 'aide de techniques de lithographie et des rayons X,
UV ou d’un faisceau d’ions, d’une structure dans une couche épaisse de résine (Figure 6.1 et 2).
L’utilisation d’un rayonnement X permet de former avec une tres grande précision une structure
ayant un rapport d’aspect élevé. La deuxieéme étape est I'élaboration d’une structure en matériau
conducteur « complémentaire » a I'aide de la structure préparée dans la résine par ‘electroplating’
(Figure 6.3). La résine est ensuite éliminée par une étape classique de révélation pour libérer le
moule (Figure 6.4). La troisicme et derniere étape est une étape de moulage (Figure 6.5) par
injection de matériaux plastiques ou céramiques ou sur de lacier sur cette matrice en matériau
conducteur ; le moule peut étre utilisé successivement plus de 100 fois sans aucun
endommagement ou fatigue. Cette derniére étape de moulage peut étre réalisée selon différentes
approches, avec I'injection d’une résine liquide dans le moule (T > 200°C), le pressage contre ce
moule d’'un matériau mou et malléable (PMMA, T > 160°C). Ce procédé est adapté i la
fabrication de structures complexes tridimensionnelles présentant un rapport d’aspect élevé, et ce,

avec une trés grande précision. De plus, il est applicable 4 une large gamme de matériaux. Le
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procédé de fabrication LIGA donne des structures «grossieres» de taille caractéristique

supérieure a 10 pm.

(vi) Techniques de moulage on empreinte sur une matrice

Les techniques de moulage ou fagonnage sur empreinte reposent sur I'utilisation d’un moule ou
matrice, fabriqué dans un premier temps. Le moule est réalisé en silicium, aluminjum ou en
matériau plastique. Les procédés de fabrication de moulage ou estampage sont utilisés pour
différents types de matériaux, des matériaux macromoléculaires, rigides ou de type élastomeres,

des céramiques, des métaux...

Classiquement, pour le moulage de structures en polymeére organique, la matrice est en PDMS. Le
matériau 2 mouler est introduit sous forme d’un pré-polymere liquide, qui est ensuite cuit par voie
thermique ou photochimique (irradiation UV). Cette opération de moulage a lieu a de hautes
températures et sous une forte pression ; néanmoins, I'utilisation de résines a viscosité élevée ou

de céramiques est compatible avec des conditions de température et de pression plus basses.

Les techniques de moulage par injection donnent une résolution de fabrication de I'ordre de 0,5
pm. Elles permettent la fabrication de structures en matériaux composites, ie. a partir de
plusieurs composantes de natures différentes, métaux, céramiques, métaux renforcés en fibres...
Ainsi, la production de structures présentant différentes propriétés, avec un extérieur rigide pour
un cceur souple, par exemple, est-elle possible. Dans ces cas-la, 'étape de moulage est combinée 2
une étape de sintering. Cette technique s’avere prometteuse 4 ’heure actuelle pour la production de

structures de dimensions caractéristiques inférieures a la centaine de nanometres.

Le moulage sur empreinte ou estampage est une technique de fabrication a bas cott de revient et
compatible avec un haut débit de production. Des microstructures en plastique ont été fabriquées
a l'aide de ce procédé, avec une résolution de I'ordre de 25 nm. A cette fin, le moule en plastique
est humidifié a I'aide d’un solvant adéquat ; le matériau a2 mouler, en contact avec la matrice,

prend 'aspect d’un gel, ce qui améliore étape de moulage.

(vii) Usinage laser
L’usinage laser est adapté a la réalisation de structures tridimensionnelles et complexes. En
particulier, il ne donne pas lieu 4 des restrictions géométriques particulicres sur un usinage
vertical, comme c’est le cas avec les autres procédés de fabrication, en général. Les techniques

d’usinage laser sont de deux types : (i) une technique d’ablation du matériau a I'aide d’un faisceau
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laser et (ii) une technique qui induit la polymérisation d’'un matériau suite a une irradiation a I'aide
d’un faisceau laser. Ces techniques utilisant un laser ne nécessitent pas de masques ; la forme 2
produire est facilement transférée a I'aide d’un logiciel de conception assistée a 'aide d’un
faisceau laser pour la fabrication de la structure. Les méthodes de fabrication par ablation laser
ont une résolution qui descend a environ 6 pm, cette limitation étant imposée par les
phénomenes de diffraction. Elles sont adaptées a 'usinage de plastique, de verre, de céramiques,
par exemple et elles sont particulicrement adaptées a une production peu onéreuse de structures
en plastiques. Une autre technique utilisant un faisceau laser repose sur une écriture a ’aide d’un
laser. Le laser induit ici, la polymérisation d’une pré-résine, de fagon locale, afin de former des

structures tri-dimensionnelles. Cette méthode est aussi dite de stéréolithographie.

Auntres méthodes émergentes de moindre codit et plus accessibles

(1) Prototypage rapide
La technique dite de prototypage rapide

46,47-50 permet de s’affranchir de l'utilisation de masques

onéreux et de préparation longue et malaisée, le plus souvent prise en charge par un sous-traitant.
L’objectif, avec cette technique, est de faire de la production rapide de structures « grossieres »,
i.e. de dimensions caractéristiques supérieures a2 20 pm. La forme a produire est dessinée a 'aide
d’un logiciel appropztié, puis elle est transférée sur un film de polymeére a I'aide d’un systeme
d’imagerie assistée par un laser. Ainsi, la structure est-elle obtenue en quelques heures avec un
cott approximatif de 1 euro/cm® ILa limitation de cette technique est liée 4 la résolution de

Pécriture au faisceau laser.

(iz) Lithographie dite molle et autres techniques émergentes

Depuis peu, des techniques, peu colteuses et ne nécessitant pas d’équipement de salles blanches
émergent.****"*>* Ces techniques sont dites de lithographie molle. Elles englobent les techniques
de micro-contact printing (WCP),>** de moulage”’..... Toutes ces techniques reposent sur lutilisation
d’un moule ou d’un tampon en PDMS issu de procédés de fabrication classiques.****”

A Torigine, lutlisation d’un tampon en PDMS était réservée a des applications de
fonctionnalisation de surface, avec la création de monocouches organisées de molécules ou SAMs
pour Self-Assembled Monolayers (Figure 7). Le tampon est trempé dans une solution de
composés. Aprés mise en contact du tampon avec la surface, les composés sont adsorbés sur la

surface 2 fonctionnaliser selon des motifs bien définis.
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Figure 7 : Principe du procédé d’élaboration de SAMs a base de thiols sur une sutface d’or : le tampon en
PDMS est trempé dans la solution de composés thiols constituant la fonctionnalisation de surface a opérer |
(étape 2) ; le tampon imprégné de la solution de thiols est mis en contact avec la surface recouverte d’or 4
fonctionnaliser (étape 3) ; les thiols sont adsorbés en surface selon les motifs présentés par le tampon.

Les couches de molécules chimio-sorbées présentent un fort degré d’organisation et une
épaisseur typique de quelques nanometres, 2-3 nm. Cette épaisseur peut étre trés finement
ajustée, a 0,1 nm prés, avec 'ajout d’'un groupement méthyléne.”’ La fonctionnalité de la surface
est donnée par le groupement présent a la surface ; ainsi, cette technique est-elle couramment
utilisée pour créer une balance hydrophile/hydrophobe sur une sutface. Le plus souvent, les
composés utilisés sont des thiols, adsorbés sur des surfaces métallisées d’or, argent, platine®*. ..
Cette technique est applicable a des surfaces courbes, et non uniquement planes, comme la
plupart des procédés de microtechnologie, si 'on utilise un tampon cylindrique que P'on fait
rouler sur la surface.** De plus, les monocouches organisées peuvent servir de masques car elles

résistent 2 P'attaque de solutions chimiques de gravure.”®

Le méme type de moules en PDMS peut aussi servir a la fabrication de structures en polymere
organique rigide. La réplication par moulage permet la production de structures en polymere
organique par coulage sur la matrice en PDMS et cuisson photochimique (irradiation UV). Cette
technique donne des structures avec un rapport d’aspect élevé et des dimensions allant de
quelques dizaines de nanomeétres a quelques centimetres. Dans le cas d’un micro-moulage
capillaire, le moule en PDMS rempli de pré-résine a polymériser est mis en contact avec un
substrat. Une fois la polymérisation terminée, des canaux ou d’autres structures rigides sont créés

sur le substrat.

35



Chapitre 1: « Généralités »
Développements de microsystémes fluidiques pour Panalyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

Technigues de scellement
(z) Silicinm-Silicinm, Stlicinm-Verre, 1erre-1erre.

Différents procédés sont disponibles pour le scellement silicium-silicium, aussi bien des procédés
4 haute qu’a basse température. La premiére technique est dite de fusion.®*” Elle procéde en trois
étapes, une étape de nettoyage, une mise en contact et un collage vrai. Les deux substrats silicium
sont d’abord nettoyés. Leurs surfaces ainsi rendues hydrophiles sont mises en contact puis
pressées 'une contre I'autre a température ambiante pour conduire 4 la formation de pré-liaisons
dues a des interactions hydrophiles de surface. L’ensemble est porté 4 une température supérieute
a 800°C pour pérenniser ces liaisons chimiques a linterface entre les deux substrats. Cette
technique est mise en ceuvre dans un environnement de salle blanche (classe I) car toute trace de
poussiere ou de particule met en péril la création de pré-liaisons lors de la mise en contact des
deux substrats a sceller. Une autre méthode de scellement, dite a basse température, utilise une
couche intermédiaire d’oxyde, déposée sur l'un des substrats par vaporisation-déposition.70
L’étape de traitement de surface est une pré-activation de la surface et permet d’abaisser la
température de scellement.”’ Ici, la température de scellement est baissée a2 300°C environ. La
troisiéme méthode de collage est dite de collage anodique.”” Un des substrats est tout d’abord
tapissé d’une couche verre a base de silicate de sodium. Ensuite, une différence de potentiel, de
Iordre de 50 V, est appliquée entre les deux substrats et I'ensemble est porté a 350-500°C. Les
liaisons, qui apparaissent entre les deux substrats, sont dues a un transport d’atomes d’oxygene du
verre vers le silicium. Par conséquent, cette méthode est aussi adaptée au scellement d’un substrat
Pyrex sur un substrat silicium. Dans ce cas, le potentiel négatif est appliqué sur le substrat Pyrex.
La qualité de la surface conditionne la qualité du scellement: les deux surfaces doivent étre
extrémement lisses. Par contre, cette méthode de scellement tolére la présence d’une couche
d’oxyde ou de nitrure de silicium sur le substrat non-Pyrex. Une autre technique encore est
P'utilisation d’une couche de matériau intermédiaire qui aide au scellement des deux substrats.”"
Cette couche intermédiaire peut consister en du verre ou un polymere, comme les résines PMMA
ou PDMS. L’intérét de cette méthode de scellement réside dans le fait qu’elle se produise a basse
température (T°C < 100°C) ; elle est donc compatible avec une fonctionnalisation chimique au
préalable des substrats ou méme une métallisation des canaux, qui ne résistent pas a une
température de quelques centaines de °C. Avec une technique dite 4 basse température, elles ne

sont pas endommaggées lors de I'étape de scellement.

Les techniques de scellement de deux substrats en verre sont proches de celles décrites pour le

silicium. On retrouve les techniques de fusion 2 tres haute température, les techniques de fusion a
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plus basse température™ qui impliquent un traitement de surface au préalable visant 2 activer les
surfaces, les techniques de collage anodique™ et lutilisation d’une couche de matériau
intermédiaire comme le PDMS. Pour le collage anodique, une fine couche de matériau (~ 200

nm) comme du silicium polycristallin est déposée sur I'un des deux substrats a sceller.

(1) Matériaux de type polymeres
Différentes techniques de scellement de deux substrats plastiques ou de nature macromoléculaire
sont envisageables. Une premicre technique repose sur l'utilisation d’une fine de couche de colle
adaptée ou d’une couche sacrificielle du méme matériau. Par exemple, comme nous le verrons
dans la derni¢re partie de ce chapitre, le collage de deux substrats en résine SU-8 est assuré par
une fine couche de la méme résine déposée sur 'un des substrats ;" Pensemble est ensuite cuit a
haute température pour assurer une bonne adhésion des différents composants. Cette technique
de collage qui met en jeu une couche intermédiaire de résine (SU-8, PMMA, BCB...) peut
également étre appliquée a des collages de substrats en verre ou silicium. Une autre alternative,
pour le collage, en particulier, de deux substrats en PDMS, consiste a oxyder les deux surfaces a
mettre en contact.”’ Le pressage des deux substrats donne lieu alors 2 la formation de liaisons
covalentes entre les deux surfaces en contact. Une autre méthode encore consiste a abraser une
fine couche de matériau sur les deux substrats a sceller avant de les mettre en contact.”®” Cette
technique a également été mise en ceuvre pour un collage entre matériau macromoléculaire et

silicium ou silice fondue.

D. Fonctions de base des microsystéme : le pompage et la détection

1. Mode de pompage

Un probléeme central au développement des microsystémes est le mode de déplacement des
liquides et le pompage. Les systemes de pompage conventionnels ne sont pas miniaturisables a
I’échelle d’un microsystéme. De plus, a cette échelle, la précision de débit de fluide de I'ordre de,

ou infétieur 2, la centaine de nanolitres est difficile a atteindre.

1l apparaitrait optimal d’intégrer le systeme de pompage au microsysteme, ce qui impose la
présence de pieces mobiles, comme des pistons et des valves qui controlent la progression du
liquide et sa direction de déplacement, au sein du microsysteme. Ces piéces sont fabriquées
conjointement au reste du microsystéme, lors du procédé de microtechnologie. Cependant, la
fabrication par voie microtechnologique de ces petites picces, comme des valves, efficaces et

robustes de sutcroit, reléve « clairement » de Patt.

37



Chapitre 1: « Généralités »
Développements de microsystémes fluidiques pour Panalyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

Dans ce paragraphe, nous envisagerons différents modes de pompage « courants » décrits sur des
microsystemes, qu’ils soient externes ou internes au microsysteme. Cette énumération n’a pas

pout but d’étre exhaustive mais de donner quelques exemples concrets de systemes de pompage.

a. Pompage externe : connexcion a une pompe ou un pousse-seringue

La solution la plus simple est de connecter le microsystéme a un appareil de pompage externe. Le
plus courant est le pousse-seringue, la seringue étant reliée a entrée des microcanaux par le biais
de capillaires de transfert. Néanmoins, la pression délivrée par un pousse-seringue est trop faible
pour des canaux garnis d’une phase stationnaire dense ; le recours a un systéme de pompage de
nanoL.C est alors a envisager. Cependant, cette solution, qui apparait simple, est loin d’étre
optimale puisquun des avantages premiers du microsystéme est sa petite taille, autorisant son
transport en vue d’'une utilisation sur site. Une solution toute intégrée est donc préférable a un

fonctionnement dans un environnement et en combinaison avec des appareils encombrants.

b. Pompage électrocinétique
Une autre alternative, qui est particulierement appropriée au déplacement de liquides sur un
microsystéme est un pompage électrocinétique. Il est régi par application de tensions entre les

entrées et les sorties du systéme et il repose sur I’établissement d’un flux électro-osmotique.”
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Figure 8 : Principe du pompage électrocinétique et du phénomeéne d’électro-osmose

Ce mode de pompage est mis en ceuvre dans des capillaires ou microcanaux, dont les parois
internes sont couvertes de charges nativement ; le verre, le silicium ou encore la silice fondue
présentent des groupements silanols en leur surface, qui, en milieu basique, donnent des charges
négatives portées par des groupements Si-O". Sur cette couche de charges négatives, s’adsorbent
des cations ou charges positives. Il en résulte la formation d’une double couche de charges,

appelée couche de Stern. La surface présente des charges qui provoquent une accumulation de
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contre-ions au voisinage de la surface. Une partie de ces contre-ions est fixe et retenue sur la

surface, alors que les contre-ions plus lointains sont mobiles.

Le pompage électrocinétique tire profit de I'apparition de cette couche de contre-ions, dite
couche de Stern. Lors de la création d’un champ électrique et de 'application d’une tension, les
charges positives (ou contre-ions) situées dans le liquide et non en voisinage direct avec la
surface, sont mises en mouvement et se déplacent vers I'électrode vers laquelle elles sont attirées.
Dans leur mouvement, elles entrainent la solution et les analytes qui se déplacent: une force
volumique de déplacement du liquide est créée. Ce phénomeéne est appelé électro-osmose.
L’ordre de grandeur des tensions appliquées pour le déplacement d’un liquide aqueux dans un

microcanal de quelques dizaines de microns de largeur est de quelques dizaines de volts.

Les avantages de ce mode de pompage sont nombreux. Tout d’abord, sa mise en ceuvre sur un
microsysteme est simple : aucune piéce supplémentaire n’est nécessaire sur le microsystéme,
comme des valves et des pistons. Le controle des flux de liquide est effectué par un changement
des bornes d’application des tensions. Ainsi, les bifurcations des liquides dans les canaux au
niveau des intersections sont-elles simples a effectuer. Un autre avantage de ce mode de pompage
est le profil de progression de liquide qui est plat,” 4 l'inverse de celui observé avec un mode de
pompage hydrodynamique qui est parabolique. Ce profil plat limite les dispersions des composés
et « optimise » la séparation en limitant les élargissements de pics sur le chromatogramme. Une
limitation de la technique identifiée au format capillaire concerne la valeur des tensions
appliquées et des champs électriques associés ; des valeurs trop élevées conduisent a la formation
de bulles d’air, par effet Joule, qui dégradent les séparations. En format microfluidique, ces
problémes disparaissent du fait des excellentes caractéristiques du transfert de chaleur a ces
échelles. Des tensions plus élevées donnant des séparations et des analyses plus rapides sont
envisageables a4 condition que le matériau constituant le microsysteme résiste a ces fortes

tensions.

Néanmoins, le pompage électrocinétique implique I'ajout d’espéces chargées dans la solution qui
vont entrainer les composés dans leur migration vers les poles chargés, cathode ou anode. Cette
modification de la composition de la solution peut étre génante pour d’autres fonctions de
microsysteme ; en particulier, si le systéme est couplé a la spectrométrie de masse avec une
ionisation par électronébulisation, la présence de sels dans solutions perturbe les phénomeénes

d’ionisation et induit des effets de suppression de signal pour les composés a analyser.
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¢. Pompage par mode centrifuge

$1%2 apparait comme un moyen élégant de déplacer les fluides

L’exploitation de la force centrifuge
dans un microsystéme. Ce mode de pompage ne nécessite aucune piéce mobile pour contréler les
flux de liquide et n’impose pas de modifier la composition de la solution. Par ailleurs, aucune
limitation sur le débit de liquide n’apparait, la pression générée et donc la vitesse du liquide étant

directement reliées a la vitesse de rotation du systeme.

Ce mode de pompage centrifuge est utilisé sur des systémes commerciaux, le CD de Gyros AB,

qui sera déctit plus en détails dans la suite de ce chapitre, et le LabCD de la société Tecan.

d. Autres modes d’actuation

D’autres modes d’actuation, de réalisation et de mise en ceuvre plus ou moins complexes, ont été

décrits dans la littérature. Ils reposent sur différents principes simples qui les caractérisent.

8 repose sur un chauffage local du liquide 2 I'aide d’une électrode

Le pompage dit thermique
intégrée dans un microcanal, qui induit sa vaporisation partielle. La bulle formée dont le volume
augmente suite 2 la montée en température, pousse le liquide. La direction de déplacement de
liquide est controlée par la géométrie de la chambre d’actuation qui vise a favoriser avancée du

. . . 83,85- . : . 5N
liquide dans un sens uniquement.*>** Ce mode de pompage ne nécessite pas 'ajout de piéces

mobiles, puisque le contrdle des flux est réalisé grace a la géométrie de la structure.

Dans le mode de pompage dit piézoélectrique,”™**™ le déplacement des liquides est provoqué par
la mise en vibration et le mouvement d’une membrane par un effet piézoélectrique. Notons que
le mouvement de la membrane peut étre provoqué par voie magnétique, thermopneumatique ou

encore électrostatique.”
A ces modes d’actuation sont associés divers types de valves que nous ne détaillerons pas ici.

2. Détection

Les performances des microsystémes sont limitées au niveau de la détection. En microfluidique,
cette limitation concerne la sensibilité de la méthode de détection qui doit étre compatible avec la
manipulation de trés faibles concentrations en analyte. En revanche, dans le cas des microarrays,
cette limitation est double et se manifeste a la fois au niveau de la quantité de molécules a détecter
et au niveau de la résolution spatiale de la technique. En effet, la détection sur microarrays utilise

principalement une technique de fluorescence. En sortie de systémes microfluidiques, d’autres
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techniques non optiques sont envisageables et elles sont intégrées sur le systéme ou connectées
au canal de sortie et externes au systéme. Les techniques majeures sont de nature optique (UV,

fluorescence), I’électrochimie et la spectrométrie de masse.

a. Techniques optigues

La détection optique par mesure d’absorbance UV est utilisée pour toute molécule absorbant
dans cette gamme de longueurs d’onde; elle sert communément en sortie de colonne de
chromatographie ou d’électrophorése, mais elle permet également la détection post-synthese de
produits.”® Cette technique impose le choix d’un matériau transparent aux UVs pour le

microsysteme, ou tout du moins, son couvercle.

L’autre famille de techniques de détection optique repose sut le phénoméne de fluorescence. Elle
comprend en particulier la technique dite de fluorescence induite par irradiation laser (LIF). Cette
méthode, trés sensible, permet de détecter des analytes présents dans des échantillons de 'ordre
du femtolitre, 2 de tres faibles concentrations. Récemment, l'utilisation de fibres optiques a
contribué a 'amélioration de cette technique. Cependant, elle implique que les especes a détecter
soient fluorescentes ou couplées a un groupement fluorescent, ce qui impose une étape
supplémentaire de traitement des échantillons et de couplage des analytes 4 un fluorophore. De
plus, ces méthodes optiques nécessitent un appareillage lourd : laser, photomultiplicateur, lentilles
de focalisation. Une amélioration notable est a4 attendre de Iémergence de détecteurs de
fluorescence intégrés sur le systéme. Dans le cas de la détection sur microarrays, la taille du faisceau

laser est aussi une caractéristique importante qui limite la résolution spatiale de la détection.

b. Electrochimioluminescence

Récemment, de nouvelles techniques de détection ont été intégrées sur des microsystémes. Elles
sont basées sur la formation et la détection d’une espéce électrochimioluminescente (ECL) dans
une cellule électrochimique intégrée sur le systeme. Cette technique a tout d’abord été utilisée
pour la détection d’ions métalliques et dans le cadre de tests immunologiques. En effet, les
avantages majeurs de cette technique sont ’absence de source lumineuse et lutilisation d’un
appareillage moins lourd que pour des techniques de détection purement optiques. Arora ef a/.
décrivent ainsi un systeme de détection utilisant le complexe tris-(2,2’-bipyridyl)ruthénium) (11)
comme espéce électrochimioluminescente.” Ce composé est oxydé, puis passe dans un état
excité ; son retour 2 la forme initiale s’accompagne de 'émission d’un photon. La sensibilité de la

méthode ne dépend que de la concentration en tris-(2,2-bipyridyl)ruthénium) (Il), elle est
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indépendante du volume de I’échantillon concerné. Cependant, une mise au point plus poussée
s’avere indispensable pour accroitre la robustesse de la méthode et étendre ses domaines

d’application.

¢. Détection électrochimique

Une variante de cette technique est la détection électrochimique, qui utilise des électrodes
implantées dans des canaux de microsystéme.” Cette technique a une sensibilité et une sélectivité
comparables a celles obtenues par fluorescence, elle est utilisable pour des échantillons de faible
volume et ne nécessite pas l'utilisation de matériaux transparents pour fabriquer le microsystéme.
Par ailleurs, les électrodes sont aisément miniaturisables et sont le siége 2 la fois de la réaction et
de la détection. Enfin, ce type de détection est entierement intégré sur le microsystéme et ne
nécessite pas d’appareillage extérieur. Mathies ¢f 2/ ont été les premiers a intégrer un tel systéme
de détection sur un dispositif miniaturisé d’électrophorése capillaire.”” Depuis, de nombreux
progres ont été réalisés avec le développement de (i) détecteurs électrochimiques sous forme de
films épais qui ont permis de baisser la limite de détection,” (ii) d’électrodes modifiées en

polymeére” et enfin, (iii) d’électrodes duales intégrées sur un systéme en PDMS.*”

d. Spectrométrie de masse

Une autre technique de détection est la spectrométrie de masse ; elle est particuliérement adaptée
aux composés biologiques :** les modes d’ionisation ESI et MALDI sont appropriés 4 I’analyse de
polymeéres biologiques, tels que les protéines, les oligonucléotides (ADN) et les polysaccharides.
Ces techniques d’ionisation douces conferent a la molécule assez d’énergie pour son ionisation et
sa vaporisation, sans induire sa fragmentation. Par ailleurs, la spectrométrie de masse apparait
intéressante car elle fournit la masse moléculaire des composés étudiés ainsi que des informations
structurales. Les expériences de SM/SM ou de spectrométrie de masse en tandem conduisent 2 la
séquence des peptides analysés. Ainsi, apres confrontation de ces données expérimentales 4 celles
présentes dans les banques de données, I'identification des protéines initialement présentes est
possible. Les deux méthodes d’ionisation ESI et MALDI présentent des avantages propres et
différents. Le mode ESI ou d’ionisation par électronébulisation fournit plus d’informations mais
le débit d’analyse est plus faible. Un avantage de la technique ESI est la possibilité de connecter la
source d’ionisation 2 un systéme de chromatographie en amont, HPLC, CE...” Cette technique
d’ionisation est donc particuliérement intéressante dans le cadre d’un couplage d’un microsystéme
fluidique 4 une analyse par spectrométric de masse. De plus, les sources de nano-

électronébulisation et les microsystémes fluidiques présentent des débits de méme ordre de
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grandeur."” Dans ce cas, le raccord entre le microsystéme et la source d’ionisation repose sur
Putilisation d’un capillaire de transfert, qui est inséré a la sortie du microsystéme, comme nous le
vertons dans le chapitre 3. Cette connexion microsystéme-spectrométrie de masse exhibe de
bonnes performances analytiques et permet une analyse en ligne des échantillons aprés leur

préparation sur un microsysteme.

E. Domaines d’application majeurs

Les domaines d’application majeurs des microsystémes sont la chimie et les sciences de la vie,

biologie et biochimie.

Dans le domaine de la chimie, les microsystémes tiennent lieu, tout d’abord, de microréacteurs
pour la conduite de réactions de synthése organique,>*'""' 4 petite échelle pour des études de
réactivité ou encore pour celle de réactions de catalyse hétérogéne.'” Pour ces derniéres
applications, I’attrait majeur des microsystémes réside dans le rapport surface-sur-volume qui est
élevé, conduisant a plus large surface d’échanges relative entre les fluides et la surface
d’immobilisation du catalyseur. En chimie organique, ces microréacteurs tirent profit du caractere
laminaire du flux, avantageux pour des réactions conduites dans conditions de transfert de

105

phase.”™ Un autre exemple dans le domaine de la chimie est d’ordre analytique pour des
applications environnementales, avec I’analyse sur-site d’échantillons environnementaux en vue

de la détermination de teneurs en polluants ou en produits toxiques.

Dans le domaine biochimique, les premiéres applications apparaissent comme une continuation
des puces 2 ADN. Des études visent 4 miniaturiser a I’échelle d’un microsystéeme des réactions
d’amplifications de brins ’ADN 2 Iaide de la technique de PCR.'* Par ailleurs, le séquengage
d’oligonucléotides par électrophorese capillaire dans des microcanaux usinés sur un microsysteme
a été décrit par Mathies et al..” Par extension, ces séparations électrophoretiques ont été utilisées
pour d’autres molécules, comme des protéines.'” Un deuxiéme domaine d’application est la
protéomique, avec lintégration sur un microsysteme fluidique de différentes étapes de
préparation des échantillons protéomiques avant leur analyse en ligne par spectrométrie de masse,
le plus souvent.'*?*'%1%1® Récemment, des systémes de manipulation de cellules sont apparus ;

. T : 28,110-112
ils sont dédiés a des analyses sur cellule unique,™

au ctriblage de composés a I'aide de tests
: : : 113,114 : ‘ ’ 115,116 N .
cellulaites, au tri cellulaire, a2 la transfection de brin dI’ADN ou a des études

comportementales de cellules.'®
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I1. Exemples tirés de la littérature

Dans cette partie, qui vise a présenter des systémes commerciaux ou décrits dans la littérature,

nous avons préféré citer quelques exemples judicieusement choisis et les décrire en détails, plutdt

que de dresser un catalogue exhaustif de tous les microsystémes ou d’une série de microsystémes

dédiés a une application précise. En effet, les chapitres suivants qui traitent de la conception des

différents modules constituants nos microsystémes, comprennent des revues bibliographiques

ciblées sur les voies de réalisation de ces modules.

Nous décrirons les systemes suivants :

@

(i)

(itf)

(iv)

W)

un systtme pour des applications de chimie organique,'® qui tire profit des
écoulements laminaires typiques a cette échelle. Ce systéme est développé dans un
laboratoire de recherche académique situé au Japon et dirigé par le Professeur
Kitamori.

un systtme dédié a une analyse par spectrométrie de masse avec une ionisation
MALDI et basé sur une purification sélective des échantillons a analyser.'”"® Ce
systeme est commercialisé par la société Ciphergen.

des systemes d’analyse biochimique basés sur de I’électrophorese capillaire sur gel,
déstinés 4 une analyse de brins d’oligonucléotides, ADN, ARN, ADN
complémentaires,'” de protéines’” ou de cellules. Cette sétie de systémes est
proposée par la société Agilent Technologies sous la marque LabChip. Elle a été
développée conjointement avec la société Caliper.

un systeme microfluidique se présentant sous forme d’un CD, pour la préparation
intégrée d’échantillons peptidiques avant une analyse par spectrométrie de masse avec
une jonisation MALDL'™ Ce systéme est commercialisé par une petite société
suédoise, Gyros AB.

un systéme de manipulation de cellules dans le domaine de la neurologie, les cellules
nerveuses étant immobilisées sur une puce en silicium et leur activité électrique
étudiée en fonction de divers stimuli. Cet exemple reléve de la recherche académique
et Pexemple présenté provient des travaux effectués dans I’équipe du Pr. Fromherz au

Max Planck Institute, en Allemagne.

Ces quelques exemples illustrent néanmoins le pouvoir et 'apport de la microfluidique dans les
quelq p p p q

divers domaines abordés.
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A. Exemple de chimie organique

Ce premier exemple de microsysteme appartient 2 un domaine non usuel. En effet, autant les
systeémes analytiques ont atteint des stades de développement avancé voire de commercialisation,
autant les microsystemes dans le domaine de la chimie organique en sont encore a leurs
balbutiements et au stade de développement amont, en laboratoire. Ils ne sont pas

commercialisés.

1. Principe de la démarche

Cet exemple se caractérise, néanmoins, par la démarche, propre aux microsystémes, d’intégration
de différentes étapes dans un format miniature et dans des microcanaux de quelques dizaines de
microns de largeur et de profondeur. L'intégration ici concerne un processus chimique qui est
mené en flux continu, dans un réacteur tubulaire et non statique. Ce processus chimique est
segmenté en différentes étapes élémentaires ou opérations unitaires. Ces opérations sont prises en

3

., .. . . . . N 10 N .
charge par différents modules unitaires, intégrés dans un microsysteme, =~ a linstar de

Pintégration de différentes opérations 4 I’échelle d’une usine de production chimique.

‘\‘N——————-—m
>_ e > Aqueous Phase
* e _ Organic Phase

Figure 9 : Opérations unitaires et modules correspondant en microfluidique. De ganche a droite: un
module de réaction/mélange, un microréacteur multiphasique, un extracteut, une zone de séparation
de phases, un extracteur en phase solide, une zone de chauffage, une zone de culture cellulaire.

Les diverses opérations unitaires recensées dans le domaine de la chimie organique sont: le
mélange, la réaction, I'extraction en phase liquide, la filtration, ’extraction sur phase solide, le
lavage... Les différents modules unitaires prennent en charge ces opérations (Figure 9). Il s’agit
d’un mélangeur, d’un extracteur, de microréacteurs tubulaires multiflux, d’une zone d’extraction

sur phase solide, d’une zone de culture cellulaire...
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Les dispositifs déctits ici combinent plusieurs de ces modules avec notamment des
microréacteurs laminaires 2 flux multiples. Le concept de ces dispositifs, qui exploitent le
caractére laminaire du flux, est illustré 2 travers 2 exemples particuliers, un systéme d’analyse pour
la détermination de la teneur en métaux lourds dans des échantillons environnementaux et un

microréacteur pour des réactions organiques en conditions de transfert de phase.

2. Systéme de détermination de tenenr en Co(Il)

Le premier exemple est la détermination du taux en métaux lourds comme Co(II) dans des
échantillons aqueux environnementaux, a l'aide d’'une méthode d’analyse dite humide. Cette
méthode repose sur la détection des métaux lourds sous forme de complexes. Aprés formation
du complexe, de nombreuses étapes de lavage aqueux, en milieu neutre, acide ou alcalin visent 2
éliminer toute trace d’ions métalliques autres que Co(II). Le processus « traditionnel » comprend
40 étapes distinctes et successives. Un premier apport du microsysteéme est de réduire ce nombre
d’étapes a Iaide de réacteurs a trois flux, qui permettent de mener parallélement plusieurs lavages,
acide et basique par exemple. Ainsi, l'intégration et la démultiplication des étapes permettent-elles

de simplifier et d’accélérer le processus d’analyse.

3. Fabrication du systéme et montage

Le microsystéme est une puce en verre fabriquée par des procédés classiques de
photolithographie et de gravure humide du matériau. Les microcanaux ont une largeur de 50, 90
ou encore 140 pm pour une profondeur constante de 20 um. Le fond des microcanaux n’est pas
plat ; il présente de légéres remontées qui ont pour role de stabiliser les interfaces liquide-liquide
dans les zones multi-flux. Ainsi, les différents sous-canaux qui correspondent aux différents sous-
flux de liquide, sont-ils gravés indépendamment lors du procédé de fabrication du systéme. Le
pompage des liquides est assuré par voie externe a ’aide de pousse-seringues et de seringues
connectées aux microcanaux via des capillaires standard en silice fondue. La détection est réalisée

en sortie de microsysteme a ’aide d’un microscope (TLM).

4. Fonctionnement du systéme
Le procédé analytique conventionnel repose sur la formation d’un complexe entre Co(lI) et un
agent complexant, le 2-nitroso-1-naphtol (NN); I’analyse de ce complexe conduit a la
détermination de la teneur initiale en Co(II). Le complexe formé lors de la premiere étape du

processus, est extrait de la solution 4 I'aide d’une séquence de lavages aqueux, acides et basiques,
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qui est répétée plusieurs fois. La teneur en Co(Il) est déterminée dans la solution lavée obtenue

avec la mesure de la quantité de complexe formé.

Le microsystéeme comprend deux zones: une premicre zone de réaction et d’extraction du
complexe formé et une deuxieme zone de décomposition et d’élimination des especes
indésirables (autres cations métalliques) grace a une série de lavages acides et basiques. Tout le
principe de ce dispositif microfluidique est basé sur le caractére laminaire des flux et la mise en
contact de différents flux de liquide qui s’écoulent de fagon paralléle sans se « mélanger », les

communications entre flux étant régies par la diffusion des espéces d’un flux a l'autre.

Reaction & extraction
area

Decomposition & removal
area

Detection
Metal ions

Sample:
MMM
mapiena
NaDH

3

f / Metal chelate NN
NaOH

Figure 10 : Principe de fonctionnement du microsystéme d’analyse et de détermination de la teneur en
Co(II) dans un échantillon environnemental.

La premiére zone du microsystéme correspond a la rencontre entre trois flux, un flux composé
de Iéchantillon a analyser (et contenant les ions Co(Il)), un flux contenant Pagent complexant
NN et un troisieme flux de m-xyléne dans lequel le complexe est soluble. La réaction de
complexation se produit a I'interface entre les deux premiers flux et le troisieme sert a 'extraction
des complexes formés. Ce dernier flux de m-xylene s’écoule alors vers la deuxieme partie du
microsystéme, ou, de nouveau, trois flux se rencontrent: le flux de m-xyléne contenant les
complexes, un flux acide de HCl et un flux basique de NaOH. L’échantillon a analyser contient
d’autres cations métalliques, complexés par NN, mais ces complexes ne sont pas stables en milieu

basique ou en milieu acide. Ils se décomposent lors des lavages 2 HCl ou 2 NaOH, ils sont
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éliminés pour ne laisser que le complexe a base de Co(ll) pour I’étape finale d’analyse qui a lieu

en sortie de la deuxiéme partie du microsystéme.

Le microsysteme comprend 8 modules unitaires, intégrés sur un systéme de 3 X 7 cm. La
longueur totale du canal est de 130 mm. Les performances du systéme ont été éprouvées pour
des mélanges modéles de cations Co(IT) et Cu(ll) 2 des concentrations respectives de 107 et 10°°
mol/L. Le débit a été fixé 4 0,4 pL/min pour le flux de m-xyléne contre 0,2 pul./min pour les
autres flux. L’extraction est optimale si les canaux sont peu profonds et le débit de liquide plutdt
lent. De plus, le fond des canaux doit étre tapissé de guides. En absence de ces guides, les

interfaces liquide-liquide ne sont pas stables et les séparations de phase sont malaisées.

Cet exemple illustre la capacité d’intégration et la performance des systemes microfluidiques au
service d’applications dans le domaine de la chimie organique. Plusieurs opérations unitaires sont
réalisées sur un microsystéme qui intégre les modules unitaires nécessaires correspondants, de

réaction, d’extraction, de lavage et de détection.

5. Réaction en conditions de transfert de phase

Un deuxiéme exemple, plus simple, de l'utilisation de ces dispositifs exploitant le caractére
laminaire du flux, est la conduite de réactions de chimie organique en conditions de transfert de
phase, 2 une échelle microfluidique. Différents flux non miscibles et contenant les différents
réactifs sont mis en contact. La réaction a lieu a l'interface entre les flux suite a la diffusion des
especes d’'un flux a I'autre (Figure 11). Les flux sont ensuite séparés, en sortie de microsystéme, et

le(s) produit(s) est (sont) récupéré(s) dans le flux approprié.

Flux1 - Interface
A\ - H N\\\N
Y — : + N — @'"*N /
/ ' _Diffusion N\ r\
/'/"/
Flux2 - BF, HBF,
Figure 17 : Schéma du réacteur en Y Figure 12 : Réaction de formation d’un composé diazo

Typiquement, le microréacteur présente une topologie en Y, les deux branches du Y servant
d’entrée pour les deux réactifs dans les deux phases, aqueuse et organique. L’interface se forme

dans le canal central entre les deux flux, comme le montre la Figure 11.
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La réaction se produit a cette interface, elle ne nécessite aucune agitation du milieu réactionnel.
La réaction choisie pour illustrer le fonctionnement d’un tel réacteur est une réaction de couplage

conduisant 4 'obtention d’un composé diazo (Figure 12).
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Figure 13 : Réaction de couplage ayant lieu dans un microsysteme, a I'interface entre les deux flux, aqueux
et organique.

La réaction est testée ici sur le 5-méthyl résorcinol et le tétrafluoroborate de 4-nitrobenzene
diazonium (Figure 13), introduits respectivement en phase organique et en phase aqueuse a un
débit de 10 ul./min. Le résorcinol, mis en contact avec la phase aqueuse, diffuse dans cette
derniére. Il peut donc réagir avec le sel de diazonium pour donner le composé diazo, soluble dans
la phase organique. Le taux de conversion, en format microfluidique, avoisine les 100% contre un
tendement plus faible en conditions macroscopiques, dépendant de la vitesse d’agitation du
milieu. Par ailleurs, un produit secondaire, de type bisazo, se forme conjointement. Néanmoins,
comme sa diffusion vers la phase organique est beaucoup plus lente, les deux produits peuvent

aisément étre séparés en format microfluidique, le bisazo restant dans la phase aqueuse.

B. ProteinChip de Ciphergen

La société Ciphergen propose des systémes statiques (ou non microfluidiques), appelés
ProteinChip, sur lesquels sont immobilisés les composés a analyser par spectrométrie de masse
avec une ionisation MALDL"®""'® Tes protéines i analyser sont capturées sur une surface
fonctionnalisée, par le biais d’interactions de nature chimique ou biochimique établies entre les

protéines et la surface. Ce systéme apparait comme une sorte de chromatographie de surface, la
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fonctionnalisation de surface jouant le réle de phase stationnaire. Le systéme ProteinChip est
couplé 2 une analyse en ligne par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF, la plaque
ProteinChip devenant la cible MALDI. Ce microsystéme repose sur une technique d’ionisation
SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption Ionization)'' pour une analyse directe, par spectrométrie
de masse, de composés présents dans des échantillons biologiques bruts. La technique SELDI est
une variante de la technique MALDI : les composés a analyser sont immobilisés sur une surface,
qui intervient dans lionisation des composés et leur analyse. Ces dispositifs ProteinChip
combinent alors une étape de chromatographie spécifique et une analyse par spectrométrie de

masse.

Ce systéme s’oppose 4 ce qui est couramment appelé « puce 2 protéines » ou protein arrays, par
analogie aux puces 2 ADN (ou autres oligonucléotides). En effet, dans le cas des puces a
protéines, le but est de détecter des interactions entre une protéine et un autre composé ou de
quantifier le niveau d’expression de protéines données.'™ Ces systémes de protein arrays exhibent
deux faiblesses. La premiére est 'absence de technique d’amplification des protéines qui permet
de disposer d’une quantité suffisante de matériel 2 immobiliser sur un microsystéme et détectable
de fagon fiable a l'aide des techniques optiques usuelles. Le deuxiéme probléme réside dans
I’hétérogénéité chimique des protéines.”’ Les oligonucléotides présentent une unique nature
chimique alors que les protéines présentent une grande diversité de propriétés physico-chimiques.
Leur immobilisation sur une plaque conduit a la destruction de leur structure tridimensionnelle,
empéchant toute étude d’interactions. Le systéme ProteinChip est une alternative palliant ces
problémes inhérents aux puces a protéines: les protéines ne sont pas immobilisées sur une
surface mais sont retenues selon des interactions spécifiques. Leur structure est conservée et les
différentes chimies de surface proposées sur les puces Ciphergen couvrent 'ensemble des

propriétés des protéines.

A Torigine, le systéme était dédié a2 une analyse comparative entre plusieurs échantillons

' clé de la découverte de marqueurs biologiques de maladies

protéiques ou analyse différentielle,
et de la compréhension de la modulation des activités biologiques. Ces applications se sont
élargies ensuite vers des études plus protéomiques, en particulier avec la diversification des

barrettes ProteinChip et leur utilisation pour des analyses de peptides.
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1. Description des dispositifs ProteinChap

Les ProteinChips sont réalisées dans du silicium. Elles comprennent chacune 8 a 16 zones

fonctionnalisées (Figure 14).

Ces fonctionnalisations sont de différents types, chimiques ou biochimiques. Les
fonctionnalisations chimiques cortespondent a des phases stationnaires de chromatographie
classiques (Figure 15, en haut), phases hydrophiles, hydrophobes, échangeuses d’ions (anions et
cations) ou d’affinité pour un métal. Les fonctionnalisations biochimiques (Figure 15, en bas)
sont les suivantes : ADN, enzyme, anticorps... Ces barrettes dont la surface est pré-activée
peuvent étre fonctionnalisées a volo par lutilisateur, puisque ce dernier dispose du kit de

fonctionnalisation et peut immobiliser tout type de composés.

OO OOOO0O0O

Figure 14 : Barrettes Ciphergen

En hant: Photographie de bartettes ProteinChip comprenant 8 zones de dép6t de Iéchantillon (zones
blanches) ; en bas : schéma représentatif d’une barrette avec ses 8 spots fonctionnalisés.

La mise en paralléle des analyses est possible sur les 16 zones de chimie identique que présente
une puce ProteinChip. Les 16 zones peuvent aussi étre utilisées pour un méme échantillon mais
en faisant varier les conditions d’analyse comme nous le verrons dans le paragraphe suivant.
Enfin, une dernicre génération de barrettes ProteinChip, plus récentes, incorpore la matrice dans
la fonctionnalisation de surface ; il s’agit de I'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique. La technique

d’analyse n’est plus dite de SELDI, mais de SEND pour Surface Enhanced Neat Desorption.'™
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Burfaces présentant une fonctionnalisation chimique
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Figure 15: Gamme de chimies de surface disponibles sur les barrettes ProteinChip de la société
Ciphergen.

En hanr: fonctionnalisations dites chimiques, reproduisant les phases stationnaires usuelles de
chromatographie, avec de gauche 4 droite, une fonctionnalisation hydrophobe, des fonctionnalisations
d’échange d’ions, cations et anions, une fonctionnalisation a base d’ions métalliques et une
fonctionnalisation hydrophile.

En bas: sutfaces pré-activées pour une fonctionnalisation a fagon par l'utilisatenr et dédiées a des
études d’interactions avec des protéines. De gauche a droite, la surface pré-activée, une surface
fonctonnalisée avec un anticotps, avec un récepteur, des brins ’ADN pour piéger, respectivement,
une protéine d’intérét, un ligand, une protéine interagissant avec PADN.

2. Protocole

Le schéma de la Figure 16 illustre 'approche globale d’analyse sur des ProteinChip.

Dans un premier temps, ’échantillon a analyser est préparé de facon succinte ; il est extrait d’un
morceau de tissu, de cellules, par exemple, ou il est juste récupéré de sa source biologique. Le
systeme ProteinChip est tres tolérant vis-a-vis de la composition des échantillons et ne requiert
pas d’étapes préliminaires de préparation, le plus souvent. Ensuite, les ProteinChip utilisées sont
choisies en fonction des chimies de surface qui seront testées. Toutes les chimies adaptées a
Péchantillon sont testées en paralléle pour un travail «en aveugle» ou la composition de
Péchantillon est inconnue, de méme que les conditions idéales/optimales d’étude des

échantillons, comme c’est le cas lors de la recherche des marqueurs biologiques.
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Figure 16 : Mise en ceuvre d’une barrette Ciphergen

La solution biologique contenant divers composés est mise en contact avec la surface de la barrette. Aprés
incubation et lavage, les composés d'intérét (protéines le plus souvent) sont adsorbés de fagon spécifique
sut les sites d’interactions de la barrette. La barrette est alors introduite dans le lecteur de ProteinChip et
les espéces sont désorbées et analysées suite a lirradiation laser de la barrette. Les résultats sont obtenus
sous forme d’un spectre de masse ou sous forme d’un pseudo-gel unidimensionnel.

Chaque type de chimie permet d’isoler un sous-groupe de protéines et de fractionner
Péchantillon. 1 pLL d’échantillon est déposé sur chaque zone testée. L'incubation a lieu pendant
une heure pour permettre la fixation des composés sur la phase stationnaire de la puce. La
surface de la puce est ensuite lavée de fagon abondante de facon a éliminer les interactions non
spécifiques entre composés et phase stationnaire. Cette étape de lavage peut étre multiple, avec
une modulation de la stringence de la solution de lavage (Figure 17). Ainsi, les protéines fixées
sont-elles partiellement éliminées lorsque la force de la solution de lavage augmente: la
complexité de ’échantillon est réduite (Figure 18). Ces lavages a force croissante permettent
également de déterminer les conditions d’élution des composés sur la phase stationnaire, ce qui,
dans un deuxieme temps, peut étre mis a profit pour une séparation des composés sur une
colonne de chromatographie en phase liquide. La plaque ProteinChip est ensuite introduite dans
Pappateil d’analyse MALDI-TOF dédié a ces puces, commercialisé par la société Ciphergen ou
lecteur de ProteinChip. Suivant la génération des ProteinChip utilisées, cette étape est précédée
du dépédt de la matrice sur les zones de la puce. Comme nous l'avons vu, une séric de
ProteinChip incorpore la matrice dans leur fonctionnalisation de surface. L’analyse a lieu dans des

conditions standard d’analyse MALDI-TOF avec un laser a 337 nm.

Le lecteur de ProteinChip génére ensuite les graphes de ’analyse, soit sous forme conventionnelle
de spectres de masse, soit sous forme de gels unidimensionnels reconstitués, qui mettent en
évidence les intensités relatives des différentes protéines. La préparation et 'analyse d’une plaque

durent environ 1 heure ; la technique est rapide !
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Figure 17 : Protocole opératoire de travail en Figure 18: Spectres de masse résultant d’une étude en
aveugle : plusieurs barrettes ProteinChip aveugle sur un méme échantillon testé dans différentes
présentant différentes chimies de surface sont conditions de lavage ou d’élution. La barrette consiste en
testées  simultanément. Parallélement, les une phase d’échange de cations. A ganche, le pH de la
conditions de lavage des barrettes et d’élution solution de lavage a été changé ; a droite, la concentration
des composés sont vatiées en vue d’un en NaCl dans un tampon constitué de 50 mM acétate et 5
fractionnement plus grand de Péchantillon. mM citrate, pH = 4,6 est modifiée.1?

3. Applications

Les domaines d’application majeurs des ProteinChips de Ciphergen sont les études protéomiques
selon une approche différentielle, a I'image des gels bidimensionnels.'” Les puces son

compatibles avec une analyse des profils d’expression des protéines (Figure 19).
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Fignre 19: Exemple d’expérience de protéomique différentielle réalisée a l'aide de ProteinChip.
L’échantillon consiste en des extraits bruts cytosoliques de bactérie Yersinia Pestis. En haut, la bactérie a été
culdvée a 26°C contre 37°C en bas.123

L’étude protéomique est complétée par une « digestion-sur-puce » des protéines, en utilisant des

126

barrettes dédiées a cet effet. = La digestion des protéines n’est pas effectuée selon une approche

54



Chapitre 1: « Généralités »
Développements de microsystémes fluidiques pour I'analyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

classique basée sur l'utilisation de la trypsine ou de la pepsine, mais par une hydrolyse acide
« limitée » des protéines. Elle est menée en phase vapeur ou en phase liquide, la barrette étant
introduite dans un flacon contenant une solution acide de TFA (acide trifluoro-acétique) ou de
PFPA (acide pentafluoropropionique). Une autre application encore dans le domaine de la

protéomique est la caractérisation et I'identification de protéines.

Des barrettes ProteinChip sont spécifiques des analyses de digestats trypsiques : les surfaces sont
hydrophobes (C16) et retiennent et dessalent les échantillons peptidiques. Ces batrettes peuvent
aussi incorporer la matrice dans leur fonctionnalisation de surface, comme le montte le schéma
ci-dessous (Figure 20). Elles sont dédiées a des analyses de digestats de protéines par MALDI-
TOF et elles permettent un dessalage des échantillons et une ionisation/désorption sans ajout de

matrice.

H* H*

Fignre 20 : Fonctionnalisation de la surface SEND comprenant plusieurs groupes: en vert,
groupements correspondant 2 la matrice (CHCA) ; en bleu, groupements acides actyliques visant 4
promouvoir le signal en masse ; en mauve, chaines aliphatiques en C18 pour un dessalage sur la
cible des échantillons ; en rouge, groupements d’ancrage sur la surface de silicium.

D’autres barrettes sont dédiées 2 des études de modifications post-traductionnelles. En effet, une

des chimies de surface proposée est de type IMAC (Ion Metal Affinity Chromatography). Elle inclut
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un cation métallique permettant la rétention sélective de composés phosphorylés. Le cation
métallique est adsorbé sur la batrette par I'utilisateur, il est choisi en fonction de I'application
visée: du gallium ou du fer pour des études de phosphopeptides ou du cuivre pour des
phosphoprotéines. L’étude des glycosylations est réalisée sur des protéines et non des peptides,
sur des surfaces hydrophobes non spécifiques ; la matrice ajoutée est, elle, spécifique des

composés glycosylés.

Toutes les études protéomiques sur effectuées sur des peptides, des digestats trypsiques ou des
phosphopeptides sont complétées par une analyse en spectrométrie de masse en tandem
(SM/SM), qui permet un séquencage des peptides et la détermination du site de phosphorylation.
Dans ce cadre, Panalyse finale en spectrométrie de masse n’est pas réalisée sur le lecteur de

ProteinChip mais sur un spectrométre de masse de type QqTOF.

Une deuxieme application est la mise au point ou le contréle des conditions d’analyse et de
séparation d’échantllons protéiques.125 Une étude préliminaire a I'aide de ProteinChip avec des
lavages séquentiels de force accrue, permet de déterminer les conditions optimales d’analyse et de

séparation des échantillons, quelle que soit la chimie de surface présente sur les batrettes.

Une troisiéme application découlant de la premiére est la découverte de marqueurs biologiques.'”
Des études différentielles sur plusieurs échantillons sains ou pathologiques mettent en évidence
les protéines affectées par la pathologie, soit du point de vue de leur niveau d’expression, soit du
point de vue de leurs modifications post-traductionnelles. Notons qu’un avantage de cette
technique SELDI est sa compatibilité avec une étude simultanée de multiples marqueurs
biologiques et non d’un marqueur unique, ce qui accroit statistiquement, les chances de trouver

«le bon » marqueur ou de dépister une maladie.

Ainsi, cette technique a-t-elle été fort utile pour la découverte de marqueurs de nombreuses
pathologies, différentes formes de cancer, le HIV et des maladies cardio-vasculaires. Un exemple
de la littérature reposant sur des barrettes ProteinChip a permis d’étudier deux lipoprotéines a
haute densité apoA-I (MW 28 kDa) et apoA-II (17 kDa), leur niveau d’expression ainsi que leur
glycosylation, dans différentes formes de diabéte et des maladies cardio-vasculaires.'”® Deux types
de barrettes ProteinChip ont été utilisés pour cette étude, des barrettes d’échanges d’ions,
d’anions et de cations. La barrette la plus performante pour cette analyse s’est révélée étre celle
d’échange de cations, sur laquelle les deux protéines apoA-I et apoA-II se lient et peuvent étre

sépatées. L’identification et la quantification de ces deux protéines sont alors envisageables. 11 a
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ainsi pu étre mis en évidence qu’un fort taux de protéine apoA-I était la signature d’un diabéte de
type 2. Des exemples plus récents ont été présentés derniérement en congrés (ASMS 2003,
HUPO Meeting 2003) concernant I’étude de maladies respiratoires comme le SARS a l'aide de

barrettes ProteinChips et la découverte de marqueurs de cette maladie.

De cette application de découverte de marqueurs biologiques découle celle d’étude diagnostique ;
une fois les marqueurs mis en évidence, la méme technique permet de dépister les maladies selon

la méme approche d’analyse des échantillons.

Une derniere application de ces dispositifs est ’étude d’interactions avec des protéines. A cette
fin, des barrettes fonctionnalisées avec des brins d’oligonucléotides permettent d’étudier des
protéines interagissant avec 'ADN au niveau cellulaire. Les barrettes faites maison par
lutilisateur peuvent présenter n’importe quelle protéine en surface et sont donc utiles pour
lidentification de partenaires protéiques d’une protéine donnée. Enfin, ces barrettes préparées

par Pexpérimentateur trouvent une application de tests immunologiques.

4. Points forts et faiblesses

Ces systemes ProteinChip ont maintenant percé le marché et sont reconnus pour leur robustesse
et leur ingéniosité. La chimie de surface proposée par Ciphergen est bien diversifiée. Cette
diversité peut encore étre accrue avec la possibilité de fonctionnalisations personnalisées sur des
barrettes dont la surface a été pré-activée et 'immobilisation de différents types de cations
métalliques ou de protéines spécifiques. De plus, la technique SELDI présente des avantages,
comparée a la technique standard de MALDI. Avec la technique SELDI, la matrice d’ionisation
est amenée dans un second temps sur la surface. A I'inverse, en MALDI, les solutions d’analytes
et de matrice sont déposées conjointement. Les dépots sont plus homogenes qu’en MALDI et la
quantification des échantillons est possible. Les dépdts et, par conséquent, les conditions
d’analyse sont aussi plus reproductibles ce qui se répercute sur la qualité des analyses. La nouvelle
génération de barrettes ProteinChip va méme plus loin, puisque la matrice est incluse dans la
fonctionnalisation de surface. Les phénomenes de désorption de matrice qui se traduisent par des
massifs de pics de matrice dans la gamme des basses masses (PM < 600-700) sont, de ce fait,

supprimés.

Une autre série d’avantages des systemes ProteinChip est liée a la qualité et a la quantité de
Péchantillon utilisé. Aucune purification préalable n’est requise avant le dép6t des échantillons sur

les puces. L’échantillon est utilisé sous sa forme brute, ce qui rend possible I’analyse directe de
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liquides biologiques (urine, plasma, sang, liquide cérébrospinal) ou d’extraits bruts de tissus ou de
cellules issus d’une étape de microdissection laser. La quantité initiale d’échantillon est, par
conséquent, plus faible : 1 pL. de cet échantillon brut est déposé. Pour une analyse standard, le
méme volume d’échantillon est utilisé mais il est issu de moult étapes de traitement ce qui
représente une quantité d’origine d’environ 10 pl. Les auteurs disent que pour un gel
bidimensionnel classique de protéomique différentielle, le matériel biologique minimum
nécessaire correspond a 50000 cellules, contre 2000 cellules seulement pour une analyse

équivalente sur ProteinChip.

Un autre avantage est enfin lié 4 la taille des systémes et commun a tous ces systémes
miniaturisés : la rapidité des analyses. En une heure, une série entiére d’échantillons, de la

préparation des plaques 4 leur analyse sur le lecteur de ProteinChip, est étudiée.

Autant les avantages des ProteinChip sont aujourd’hui reconnus, autant les lacunes du systéme
sont aussi bien identifiées. Ces lacunes proviennent principalement de ’étape finale d’analyse dite
de lecture des plaques, qui n’est pas effectuée dans des conditions optimales. Cette étape repose
sur une analyse par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. L’appareil utilisé n’est pas un
MALDI-TOF standard mais un appareil développé et commercialisé par la société Ciphergen, a
cette fin de lecture de ProteinChip et qui présente des caractéristiques techniques déplorables. En
premier lieu, la résolution des pics sur les spectres de masse est tres mauvaise, de méme que la
précision de mesure de masse ; ceci n’est pas compatible avec une analyse biologique. En effet,
pour discriminer entre deux composés de masses voisines et pour confronter des données
expérimentales 2 celles présentes dans les banques protéomiques, une précision en masse de 107
est classiquement requise. Le constructeur et les notices aux utilisateurs insistent bien sur la
nécessité de calibrer 'appareil de fagon tres attentionnée avant chaque analyse, quitte 4 rajouter
des composés standard en sus lors des analyses, afin d’améliorer et d’utiliser au mieux les

capacités de I'analyseur.

Ces déficiences au niveau de I'analyse font du systéme ProteinChip de Ciphergen un outil non
approprié pour des études en protéomique, domaine ou la quéte 2 la précision et a la résolution
de Panalyse ne s’arréte jamais. Le systéme pallie par contre le manque en sensibilité grice au
fractionnement et a la réduction de complexité des échantillons: le nombre de composés
présents et a analyser simultanément est moindre et les phénomeénes de suppression de signal

pour les composés minoritaires.
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11 en résulte que pour des études plus poussées et plus précises, une étape ultérieure d’analyse sur
un autre spectrometre de masse, dont les caractéristiques sont meilleures, d’une part, et
compatibles avec une démarche protéomique, d’autre part, est incontournable. Récemment, de
nouvelles sources adaptées a4 un spectromeétre de masse de type QqTOF, appareil qui permet de
faire du séquencage de peptides, et aux barrettes Ciphergen sont apparues sur le marché. La
préparation des échantillons sur des batrettes ProteinChip peut ainsi étre intégrée dans un

protocole protéomique standard, avec la caractérisation et I'identification des protéines d’intérét.

Ces avantages apportés par le systéme Ciphergen, comparé a d’autres techniques plus
conventionnelles, les performances de ce systéme et ses lacunes expliquent pourquoi a I’heure
actuelle, la technique ProteinChip est particuliérement utilisée par une communauté de médecins
et de cliniciens qui privilégient la simplicité d’utilisation et de mise en ceuvre de la technique au
détriment de ses capacités et de sa qualité. La technique Ciphergen semble, en plus, appropriée a
des applications de diagnostic médical et de découverte de marqueurs biologiques, puisqu’elle
permet une analyse différentielle rapide d’échantillons biologiques avec la mise en évidence des
especes modifiées par une pathologie. Pour le domaine de la recherche, la technique Ciphergen
aide I'expérimentateur a la détermination de conditions de purification par exemple : elle reste

uniquement complémentaire a d’autres techniques conventionnelles.

C. Dispositifs LabChip d’Agilent/Caliper

Les puces microfluidiques commercialisées par Agilent et fabriquées par Caliper sont destinées a
une analyse de composés biochimiques ou de cellules (Figure 21). Les premiers, ARN, ADN et
ADN complémentaire ou protéine, sont séparés par électrophorese sur matrice de gel,m’119 les
seconds selon un principe de cytométrie de flux de base. Les puces sont opérées a I'aide d’un
robot, le 2100 BioAnalyzer (Figure 22), qui contréle et dirige le déroulement des tests et sett 2 la
lecture des puces en fin d’analyse. Pour les applications biochimiques, le r6le du systéme est de
controler la pureté des échantillons avant leur utilisation. Par exemple, avant de préparer des
arrays, la pureté des échantillons d’oligonucléotides a2 immobiliser sur P'array doit étre vérifiée. Les
solutions issues de réaction d’amplification en chaine a Paide de la polymérase doivent étre
analysées afin de valider ’absence d’impuretés dues a la réaction. Pour les applications cellulaires,
le systéeme permet de controler la viabilité des cellules contenues dans un échantillon et/ou de
vérifier une étape de manipulation des cellules préalable, comme l'introduction d’une protéine ou

la transfection d’un gene, qui est ensuite exprimé par la cellule.
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Figure 21 : Puces LabChip développées conjointement
par les sociétés Caliper et Agilent Technologies pour
des analyses ’ADN (bleu), ARN (vert), de protéines
(mauve) et de cellules (jaune).

Figure 22 : Robot destiné a la manipulation des
puces LabChip et a I'analyse sur ces puces, le
2100 Bioanalyzer.

1. Systéme et fabrication

La puce Caliper est en verre soda-lime. Elle est constituée de deux substrats de verre, I'un servant
de socle et I'autre servant de couvercle au systeme. Dans le premier sont usinés les canaux, et
dans le deuxiéme sont creusés les trous d’accés pour 'introduction des réactifs et échantillons.
Les canaux sont fabriqués selon une voie standard de photolithographie et de gravure chimique
du verre ;' leurs dimensions dépendent du type de puces et donc de son application. Pour les
applications biochimiques, ces canaux sont de 36 um de largeur contre 13 pm de profondeur,
alors que pour les applications cellulaires, les canaux sont plus larges, de largeur égale a 70 um
pour une profondeur équivalente. La Figure 23 représente le schéma d’une puce Caliper et

montre une photo d’une de ces puces sans son empaquetage plastique.

Fignre 23 : Puce en verre constituant la partie microfluidique du dispositif
LabChip. A gauche : schéma de la puce et des réseaux microfluidiques, a
droite : photographie de la puce en verre.

Une fois fermé et placé dans sa cartouche d’empaquetage, le systéme est prét a "'emploi.
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Pour les applications biochimiques, le canal de séparation est rempli de la matrice gel servant de
phase de séparation électrophoretique. La composition de cette matrice gel 2 base d’acrylamide
varie selon la nature des composés a analyser et a séparer ; en particulier, le monomere et le degré
de réticulation du gel changent. Le déplacement des liquides est controlé par I'application de
tensions. Le systeme d’analyse de cellules est, lui, opéré sous pression hydrodynamique a I'aide
d’une pompe péristaltique. Une méme puce sert 2 plusieurs analyses indépendantes, réalisées
successivement puisque la puce comprend un unique canal de séparation avec une unique zone
de détection en sortie de canal. Les puces 2 oligonucléotides présentent 12 systémes d’analyse
indépendants, celles 4 protéines 10, contre 6 seulement pour les cellules. Le nombre de puits
d’injection est constant. Si certains d’entre eux sont utilisés pour linjection de tampon de

dilution, par exemple, le nombre de puits restant pour I'injection d’échantillons diminue.

2. Protocole d’analyse
L’analyse et I'opération des puces sont effectuées sur un robot dédié, le 2100 BioAnalyzer, qui
contréle le fonctionnement du systeme, régle les parametres expérimentaux, comme la
température, prend en charge la séparation et la détection en sortie de systéme et traite les
résultats pour les éditer soit sous forme d’électrophérogramme, soit sous forme de pseudo-gel

unidimensionnel.

Fignre 24 : Principe de fonctionnement de P'analyse sur LabChip : (1) échantillon est injecté sur la puce,
(2) une petite quantité de Péchantillon est injectée dans le canal de séparation suite 4 un changement dans
Papplication des tensions, (3) la séparation a lieu dans le canal principal de la puce et (4) les composés
séparés sont détectés en sortie de puce par fluorescence.

La puce est préparée, au préalable, de fagon entiérement manuelle, avec linjection de la matrice

de gel et de I’échantillon, a 'aide d’une micropipette graduée. Ce dernier est dilué dans un tampon
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adéquat contenant le marqueur de fluorescence avant d’étre injecté. La dilution et la quantité
injectée dépendent du type de I'analyse. Pour les oligonucléotides, la dilution est au 1/5 et 5 uL.
sont injectés sur la puce. Pour les protéines, 4 uL d’échantillon sont dilués dans 10 pL de tampon
SDS. Pour les cellules, 10 pL. d’échantillon sont nécessaires, ce qui représente environ 20000
cellules. Notons que pour des analyses de cytométrie de flux classiques, la quantité de cellules
minimale nécessaire est bien plus élevée. La cartouche contenant la puce est alors insérée dans le
robot 2100 Bioanalyzer et I'analyse est controlée par 'intermédiaire du robot et d’un logiciel par

Pexpérimentateur.

Lors de linjection de I’échantillon, la quantité introduite est finement contrélée. En effet, un
échantillon « trop long » ne sera pas bien séparé sur une puce aussi courte ; le canal de séparation
devra étre plus grand. Ceci met en évidence une des faiblesses de ce systéme ; la quantité
d’échantillon chargée sur la puce est largement supérieure a celle réellement utilisée pour
'analyse. Le reste de I'échantillon est giché et non récupéré. La longueur injectée est controlée
pat lapplication de tensions adéquates sur le canal de séparation, I’échantillon étant d’abord
injecté et déplacé selon une direction perpendiculaire (voir Figure 24, étape 1). L’échantillon est
alors poussé dans le canal de séparation par du tampon de séparation (Figure 24, étapes 2 et 3).
La détection est effectuée en sortie de canal de séparation par épi-fluorescence, le détecteur étant

intégré dans le systeme 2100 BioAnalyzer (Figure 24, étape 4).

La fluorescence est introduite dans la solution a analyser de différentes fagons. Pour les protéines,
le marqueur de fluorescence utilisé a une affinité pour les micelles de SDS. Les protéines étant
situées au cceur de micelles de SDS ou étant liées a ce composé, elles deviennent fluorescentes et
détectables.'” Notons que pour diminuer le bruit de fond généré par des micelles de SDS non
liées a des protéines, la concentration en SDS du tampon de séparation est abaissée au-dessous de
la concentration micellaire critique en fin de séparation et avant I’étape de détection. Ce marqueur
est non spécifique des protéines, ce qui diminue la sensibilité de la méthode, comparée a une
séparation sur gel en conditions usuelles. En particulier, le premier pic lors de la séparation
correspond a une micelle fluorescente sans protéine. Ce pic sert de référence pour la séparation.
- Pour les échantillons de type oligonucléotides, la fluorescence est induite par un composé
intercalant des oligonucléotides. Ce composé est également introduit dans le tampon de
séparation et la matrice gel. Par contre, ici, le marqueur de fluorescence est spécifique de 'espéce
analysée, ADN simple brin, ADN double brin ou ARN, ce qui augmente la sensibilité de I'analyse

et la rend bien supérieure a celle envisageable avec une technique classique de séparation sur une
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bande de gel. Pour les cellules enfin, le marquage est double. Un premier marqueur fluorescent
sert a vérifier la viabilité des cellules. Ce marqueur peut étre du BET, introduit dans le noyau de la
cellule. L’autre marqueur de fluorescence sert a détecter les cellules possédant une protéine
d’intérét ; il est donc couplé a un anticorps spécifique de cette protéine d’intérét. Le systeme
détecte donc, d’une part, les cellules viables, et d’autre part, les cellules qui possedent une
protéine et, par conséquent, les cellules qui ont une double fluorescence (viabilité + protéine
d’intérét). Le 2100 BioAnalyzer génére alors un graphe compilant les résultats de I’analyse, un
électrophérogramme standard (Figure 25), comme ceux obtenus lors d’une séparation par

électrophorese ou sous forme de bande de gel unidimensionnel d’électrophorese (Figure 26).
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Figure 26 : Séparation, sur une puce LabChip, de 10
Figure 25 : Séparation d’une échelle de poids échantillons protéiques et d’une échelle de poids
moléculaite de protéines sur un disposidf moléculaires; Les lignes 1, 3, 5,7, 9, 10 correspondent a
LabChip et présentée  sous  forme Déchelle de poids moléculaire et les lignes 2, 4, 6, 8 2 un
d’électrophérogramme. lysat de E. Cok. Les séparations sont présentées sous
forme de gel unidimensionnel.

L’analyse dure environ 30 minutes pour une puce complete, soit 6 a 12 échantillons suivant
'application. Elle comprend les analyses vraies des composés, les étapes de séparation/détection,
mais aussi, les étapes de conditionnement du systeme avec le réglage du laser par exemple, de

calibration et celles de lavage entre deux analyses. Une séparation ne dure, en effet, que 90 s.

Les systemes ont été éprouvés, a la fois sur des échantillons standard, des échelles de poids
moléculaire, et des « vrais » échantillons, comme des lysats cellulaires. Les puces dédiées aux

-oligonucléotides sont capables de distinguer des plasmides intacts, des plasmides ayant subi une
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coupure simple brin et ceux ayant subi une coupure double brin, par exemple. La sensibilité de
ces systémes est aussi trés bonne: de 0,5 ng/uL pour les ADNs, contre 200 pg/uL pour les
ARNSs. Elle est environ 50 fois meilleure qu’un systéme conventionnel. Les performances de
puces spécifiques des protéines sont moins bonnes, la sensibilité est dans une gamme 20-2000
ng/pL et est bien inférieute 2 celle obtenue sur une bande de gel conventionnelle. La gamme de

masse est celle de 'échantillon étalon de Agilent, elle va de 5 4 50 kDa.

3. Avantages et limitations

Un avantage majeur de ce systeme est la rapidité et la précision des analyses. En effet, les
dimensions des systemes d’une patt, et les valeurs des tensions autorisées sur un microsystéme
d’autre part, permettent d’accélérer les analyses, comparé a des systémes plus conventionnels de
séparation sur des bandes de gel ou d’électrophorése capillaire sur gel. Ainsi, une puce qui
comprend plusieurs systemes d’analyse indépendants, est-elle opérée en 30 min sur le robot 2100
BioAnalyzer. Le gain de temps provient aussi de la méthode de marquage des échantillons, qui est
intégrée au systéme ; la dilution de ’échantillon sépaté, pour les protéines, dure 0,3 s environ, soit
le temps nécessaire pour parcourir la zone de dilution. Les bandes de gel conventionnelles
subissent cette étape de marquage, une fois la séparation terminée et, dans ce cas, cette étape dure
jusqu’a une heure. La reproductibilité des analyses est, elle aussi, plus grande qu’avec des systémes
conventionnels. Cette reproductibilité s’explique par la reproductibilité des systemes et des
conditions opératoires, par le contexte microfluidique et enfin, par le fait que les analyses sont
plus automatisées. Cette automatisation des analyses supprime toute intervention manuelle

humaine, lors de la séparation, qui est considérée comme un facteur aléatoire en analyse.

Notons cependant que I'analyse sur les LabChips n’est pas enti¢rement automatisée: la
préparation des puces et Iinjection des échantillons, en particulier, sont encore manuelles. En
effet, les volumes mis en jeu, de 'ordre du microlitre sont trop petits pour une manipulation
manuelle a ’aide de micropipettes, ce qui induit des variations dans les volumes injectés et ce qui
limite, par conséquent, les applications de quantification des analyses. Une manipulation

robotisée permettrait de gagner du temps et d’optimiser la reproductibilité des analyses.
P gag P P p y

Une autre limitation que nous avons déja citée, est la différence entre la quantité d’échantillon
introduite sur la puce (4 pL) et celle véritablement injectée dans le canal de séparation (25 pL):

une partie de I’échantillon est gaspillée.
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Enfin, autant les systémes dédiés a des analyses d’oligonucléotides (ADN, ARN) sont optimisés,
autant ceux destinés aux échantillons de protéines requiérent encore des améliorations. La limite
de détection pour ces composés est uniquement de 20 a 2000 ng/uL, ce qui rend les LabChip
beaucoup moins performants que des systemes d’analyse conventionnels comme les bandes de
gel. Cette faiblesse est due a la technique de marquage et de détection fluorescente qui n’est pas
aussi spécifique que les marquages des protéines a I’Argent, au bleu de Coomassie ou au Sypro ou

ceux des oligonucléotides a I'aide d’agents intercalants.

4. Futurs axes de recherche et de développement

Les développements futurs d’Agilent concernant ce systéme sont multiples. Un premier objectif
est d’augmenter le débit d’analyse en la parallélisant. Une puce comprendra ainsi, prochainement,
plusieurs canaux de séparation/détection. Les étapes de lavage de la zone de séparaton entre
deux échantillons et éventuellement de re-conditionnement de la colonne seront supprimées.
D’autre part, les analyses pourront étre menées simultanément et non plus successivement,
comme c’est le cas 2 Pheure actuelle. Un gain en temps est aussi a espérer d’une automatisation
plus forte de I’analyse. En effet, pour l'instant, la préparation des puces est enticrement manuelle.
Dans le futur, elle sera automatisée et la jonction entre les plaques 96 ou 384 puits et la puce
LabChip, les étapes de dilution de I’échantillon et de son injection finale dans la puces LabChip
seront effectuées a ’aide d’une interface robotisée. Un autre axe de développement vise a
améliorer les conditions de détection et la sensibilité des analyses de protéines sur puce, avec
Putilisation d’un marqueur de fluorescence plus spécifique. Le troisiéme point, enfin, concerne le
volume d’échantillon restant qui est jeté. Ce volume non injecté dans le canal de séparation sera, a
Pavenir, récupéré pour un autre type d’analyse, avec une étape de détection finale par

spectrométrie de masse, par exemple.

D. CD microfluidique de Gyros AB

1. Description du systéme

Le dernier systétme microfluidique dédié a une analyse par spectrométrie de masse que nous
présenterons dans cette partie est commercialisé par la petite société suédoise Gyros AB. Ce
systtme microfluidique, qui se présente sous la forme dun CD (Figure 27), est dédié a la
préparation d’échantillons peptidiques avant leur analyse par spectrométrie de masse avec une

ionisation MALDI et, en particulier, a leur dessalage.129

65



Chapitre 1: « Généralités »
Développements de microsystémes fluidiques pour Panalyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

Figure 27 : Photographie dun CD  Figure 28 : Agrandissement d’une partie du CD et d’un systeme
d’analyse Gytos, en polycarbonate, d’analyse usiné dans le matériau avec, de bas en haut, la zone
dont le mode d’actuation est basé d’introduction de I’échantillon, 1a zone de contrdle du volume
sur la force centrifuge. injecté sur la colonne, la colonne et la zone de cible MALDI.

2. Mode de déplacement des liguides

La géométrie du systeme sous forme de CD a été choisie pour un déplacement des liquides
exploitant la force centrifuge. Le CD comprend des microstructures internes usinées (Figure 28)
dans le matériau et formant plusieurs réseaux microfluidiques radiaux, comme le montre la photo
ci-dessus. Une simple mise en rotation du systeme conduit a un déplacement des liquides du
centre du CD vets sa périphérie. Ce systeme de type CD apparait fort ingénieux car il résout les
probléemes de déplacement des liquides habituels dans les systémes microfluidiques et de
conception de micropompes. Ici, le systéme est simple et élégant. Son fonctionnement est
indépendant de la composition et des propriétés des solutions comme leur force ionique, leur

viscosité....

Le dispositif comprend 96 dispositifs d’analyse indépendants, placés tout autour d’un CD de 12
cm de diametre: la mise en paralléle des dispositifs sur ce format CD est aisée. Le
fonctionnement du CD est simple aussi : les systémes travaillent simultanément avec la mise en
rotation du CD. Aucune précaution ne doit étre prise pour que tous les systemes soient actifs ou

non.

3. Matériau et Fabrication du systéme

De plus, le procédé de fabrication des systemes est simple et peu onéreux. Il supprime les
problémes et les cotts associés a 'utilisation et 4 la manufacture de matériaux comme le verre et

le silicium. Le matériau, le polycarbonate, appartenant a la famille des plastiques, est, de méme,
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moins cher. La fabrication des CDs repose sur un procédé d’estampage d’une résine de type
polycarbonate qui est injectée sous forme de pré-résine sur une matrice. Ce procédé est
compatible avec une production de masse de systémes a partir d’'un moule unique. Le colt de
revient par CD est donc d’autant plus faible que le nombre de dispositifs est élevé. Les autres
étapes de la fabrication sont, bien entendu, le capotage du systéme, les traitements adéquats des
surfaces et Iintroduction de la phase stationnaire utilisée pour la préparation des échantillons. I1

s’agit d’une phase classique constituée de billes poreuses fonctionnalisées C18.

Le fonctionnement du systeme repose sur un traitement adéquat des surfaces et des parois
internes des microcanaux. La plupart des matériaux plastiques sont hydrophobes ; ils ne sont pas
adaptés a un remplissage par capillarité des réseaux microfluidiques. De ce fait, la surface interne
du systeme est d’abord rendue hydrophile par une étape de traitement de plasma oxygéne. Des
petites zones hydrophobes sont néanmoins préservées localement ; elles agissent comme des
valves passives. Si la vitesse de rotation du CD n’est pas trop élevée, ces zones hydrophobes
stoppent la progression du liquide dans les canaux. Par contre, si la vitesse de rotation est accrue,
le liquide dépasse les zones hydrophobes. Ce systtme de valves passives permet de controler de

facon trés précise, a I’échelle du nanolitre, les volumes introduits dans le systeme d’analyse.

4. Fonctionnement du systéme

Les CDs microfluidiques sont mis en ceuvre sur une plate-forme robotisée dédiée, la station de
travail Gyros (Gyros Workstation), qui assure la connexion entre des plaques standard 96 puits

utilisées en biologie/biochimie et le CD d’analyse.

Ce systeme est destiné a une préparation intégrée et automatisée des échantillons peptidiques
avant leur analyse par spectrométric de masse avec une ionisation MALDI. Les étapes de
préparation des échantillons sont (i) leur dessalage et leur concentration réalisés sur une phase
inverse fonctionnalisée C18 et (i) leur mélange et leur co-cristallisation avec une solution de
matrice. Le systéme de dessalage consiste en une colonne de 10 nL. de volume garnie de billes
poreuses conventionnelles de 15 pm. Le volume des échantillons traités varie entre 1 et plusieurs
ul. La zone de cible MALDI pour chacun des 96 dispositifs est de 200 X 400 um. L’analyse

totale d’un CD est estimée 4 une durée de 40 minutes.
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Figure 29 : Fonctionnement d’un systéme microfluidique Gyros AB; (a) remplissage du réseau
fluidique pat action capillaire, (b) rotation lente du CD : évacuation de Texces de liquide, (c)
introduction d’un volume de 60 nL dans la chambre d’analyse, (d) passage de la solution a travers la
colonne 4 vitesse croissante de la rotation.

L’analyse commence avec le dépot par le bras du robot de la solution a analyser, qui a été
prélevée sur une plaque 96 puits, par une micropipette : les différents systémes d’analyse du CD
sont chargés en échantillons. Le CD subit une premiére rotation afin de charger une quantité
précise d’échantillon dans les systémes d’analyse ; cette premicre étape est réalisée a basse vitesse
de rotation de fagon a stopper le liquide au niveau des valves passives. Une deuxiéme mise en
rotation du systéme charge alors la solution a dessaler sur la colonne chromatographique. La
colonne est alors lavée en milieu acide pour éliminer les impuretés et les especes liées de fagon
non spécifique sur la phase. L'élution est effectuée avec une solution plus polaire, a base

d’acétonitrile et comprenant Ja solution de matrice (acide a-cyanohydroxycinnamique, CHCA).

Ce systeéme a été éprouvé sur des échantillons biologiques séparés au préalable sur des gels mono-
ou bi-dimensionnels.'” La sensibilité d’analyse indiquée par la société Gyros AB est inférieure 2 la
femtomole et proche de ’attomole. Nos tests au laboratoire de ces CDs microfluidiques a 'aide
de la plate-forme associée ne nous ont pas convaincus. 1l ressort de ces tests que les résultats en
dessalage exhibés par ces CDs sont fort médiocres et méme inférieurs a ceux obtenus avec un
procédé d’analyse conventionnel et non automatisé, basé sur des cones de dessalage ZpTip

(Millipore) et un dépét manuel de ’échantillon dessalé et de la matrice sur une cible MALDI.
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Figure 30 : Spectres de masse MALDI-TOF d’un extrait de digestion 2 la tryspine de la BSA (environ 12
fmol/pL placé sut le gel en début d’analyse) effectuée sur un gel ; en haut : préparation de I’échandllon sur
le CD Gyros conduisant 4 lidentification de 17 peptides; en bas: analyse sur une cible MALDI
conventionnelle (mattice CHCA)

5. Fasblesses et points forts

Nous retiendrons donc uniquement I’élégance du format de type CD, I'approche automatisée et
la reproductibilité de P'analyse, la voie de fabrication du systeme et sa fonctionnalisation. I analyse
nécessite moult optimisations pour que le systéme soit efficace et compétitif avec certaines

alternatives bien connues et déja adoptées par les utilisateurs finaux.

6. Futurs développements

L’étape de développement en cours sur ces dispositifs est la mise au point d’un systéme de
chromatographie d’affinité. Les billes poreuses qui forment la phase stationnaire seront
fonctionnalisées avec de la streptavidine en vue du piégeage sélectif de peptides couplés a de la
biotine, la détection étant assurée ici par une technique de fluorescence. Un autre axe de
développement actuel concerne la purification sélective de peptides phosphorylés a I'aide d’'une

phase stationnaire de type IMAC.
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E. Systéme dédié a Ia manipulation et 4 Panalyse sur cellule unique

Une autre famille de microsystémes est destinée a des études sur des cellules. Différentes
applications se distinguent, alors :
6) des applications de culture cellulaire sur puce avec des études comportementales sur

les cellules et leur réaction a Iinjection de drogues ou a la transfection de nouveaux

génes,zs’m

(i) des systemes de tri cellulaire, selon la taille et la forme des cellules ou visant a vérifier
leur viabilité,

(iii)  des études sur des neurones avec immobilisation de cellules nerveuses sur des

microsystémes a base de silicium en vue de la compréhension des mécanismes sous-

tendant la communication neuronale et le fonctionnement du cerveau.

Nous nous centrerons ici sur cette derniére application de « Neuronchip » dont le développement
et le fonctionnement s’inspirent des techniques de patch-clamp. Ces derniéres consistent a isoler
une cellule nerveuse a l'aide d’une micropipette, a étudier son comportement et son activité
électrique, en réponse a des stimuli extérieurs, électriques ou chimiques, comme une application
de potentiels d’excitation, Iinjection de drogues et a regarder dans quelle mesure ces stimuli
affectent activité électrique de la cellule. Une autre approche est de s’intéresser a l'activité
chimique de la cellule, a I'aide de techniques d’électrochimie, qui permettent Iidentification et la

quantification des neurotransmetteurs libérés par le neurone.'®

Seulement, ces manipulations sont effectuées sur des cellules uniques, isolées de leur contexte, un
morceau de cerveau, voire méme sur un canal ionique unique de cette cellule nerveuse. De plus,
les études électrochimiques ou de patch-clamp sont dissociées les unes des autres et non réalisées
conjointement. Une premiére amélioration serait de transposer ce type d’études a une famille de
cellules nerveuses, comme un réseau de neurones et de caractériser simultanément activité de
toutes ces cellules, connectées entre elles par I'intermédiaire de synapses. Une autre amélioration
serait de combiner les études électrochimiques et de patch-clamp en vue d’une étude conjointe

des activités chimique et électrique des cellules nerveuses.

Toute activité humaine est régie par le cerveau, l'activité des neurones et la communication entre
b

. 1 . A PR

eux ; ils sont au nombre de 10" dans le cerveau humain et chaque neurone peut étre connecté 2

plusieurs milliers d’autres neurones par 'intermédiaire de synapses, servant 4 leur communication.

Jusqu’alors, les études de cellules nerveuses sont limitées par la non accessibilité de ces cellules
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pour des études in vivo et in situ, dans leurs conditions de fonctionnement. Les études en
solution, dites de patch-clamp, par ailleurs, se limitent 4 une seule cellule et ne renseignent pas sur
les communications entre neurones. Elles ne permettent donc pas d’appréhender de fagon
complete le fonctionnement de notre cerveau et le comportement des individus. Quant aux

études de modélisation, elles sont fort incompletes du fait du manque de données expérimentales.

En revanche, une étude sur un microsysteme, servant de support a 'immobilisation d’une série de
neurones permet, tout d’abord, une étude double, a la fois électrique et électrochimique et
ensuite, une étude plus globale sur une population de cellules nerveuses. Les neurones sont
examinés soit de fagon individuelle et isolée, soit de facon plus globale avec une étude de la
communication s’établissant entre eux, spontanément ou sous l'action d’un quelconque stimulus.
Ainsi, ces microsystemes rendent-ils possible I’élucidation des mécanismes qui sous-tendent

Pactivité neuronale et le fonctionnement du cetveau et la modélisation de ce fonctionnement.

Le but fort ambitieux de ces études de neurones sur puce ou de neuronchip est (i) d’immobiliser
une population de cellules nerveuses sur un microsystéme, (i) de les faire communiquer entre
elles par 'intermédiaire de synapses aussi bien électriques qui chimiques, (iii) de les exciter 4 aide
de stimuli électriques (créneaux ou pics de tension) ou chimiques (injection de drogues dans le
milieu de culture ou dans la cellule), (iv) d’enregistrer lactivité électrique des différents
représentants de cette population neuronale. Dans un premier temps, certains éléments du
systéme sont encore hors de la puce et font appel aux techniques classiques de patch clamp, puis,

au fur et 2 mesure des développements, le degré d’intégration augmente.

Les développements de neuronchips s’effectuent principalement sur des cellules nerveuses
d’invertébrés (calamar, sangsue, escargot). Ceci s’explique d’une part, par la taille de ces cellules
d’environ 60 um contre 10 um pour des cellules humaines équivalentes et d’autre part, par la
petite taille du systtme nerveux chez ces espéces: un petit nombre de cellules suffit pour

reproduire un systéme nerveux complet.

Quelques groupes de par le monde se sont intéressés a cette problématique d’étude de
populations de neurones a I'aide de microsystemes. L’équipe de Fromherz, en Allemagne est
particuliérement foisonnante sur ce sujet, avec moult publications a ce joutr. Ils ont été les
pionniers pour I'immobilisation de neurones sur un microsysteme en silicium en vue d’une étude

de Pactivité électrique de ces derniers en utilisant des transistors a effet de champ.
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La premiere étape de leurs travaux a consisté 2 immobiliser une cellule nerveuse, une cellule de
Retzius de sangsue, sur une plaque de silicium, passivée par une couche d’oxyde thermique et
couverte d’une monocouche de poly-lysine, au-dessus d’un transistor a effet de champ (Figure
31).131 De cette fagon, ils ont pu reproduire une synapse artificielle, la zone post-synaptique
correspondant au transistor servant a enregistrer I'activité électrique du neurone. Ce dernier est
stimulé a l'aide de micropipettes de patch-clamp piquées dans la cellule, 'une servant a
Pexcitation du neurone et lautre a I'enregistrement de lactivité intracellulaire du neutone.
Lactivité extracellulaire est, elle, étudiée 4 l'aide du transistor implanté sur la puce, sous le
neurone. La réponse du neurone a une stimulation sous forme d’un créneau de tension est un
potentiel d’action ou un train de potentiels d’action si ’excitation est sous forme d’une série de
pics (Figure 32) ; lactivité extracellulaire du neurone est enregistrée a P’aide du transistor implanté

sur la puce.
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Figure  37: Schéma  du  dispositif Fjgwre 32: Exemple d’enregistrement: le neurone est

d’enregistrement de l'activité neuronale sur soumis 4 un stimulus électrique (courbe du bas) enregistré
une puce en Si, 4 I'aide d’un transistor 4 effet 4 l'aide d’une microélectrode piquée dans la cellule. La
de champ (FET) réalisé par dopage local du coutbe du haut représente son activité électrique, en
Si. Une microélectrode piquée dans la cellule réponse, enregistré a laide du FET. Le stimulus
permet de mesurer lactivité électrique cotrespond 4 une série de pics de tension et la réponse a
intracellulaire du neurone. un train de potentiels d’action.

Une deuxiéme étape a été d’intégrer I'excitation de la cellule nerveuse, toujours une cellule de
Retzius de sangsue, sur la puce en silicium, sous forme d’une boucle d’excitation passive (Figure
33)." De cette fagon, une boucle d’excitation et d’enregistrement de la réponse du neurone a-t-
elle été obtenue. Par contre, ici, I'enregistrement de I’activité neuronale, aussi bien au niveau intra-
que extracellulaire est effectué en dehors de la puce, a I'aide de micropipettes de patch-clamp,
piquées dans la cellule (activité intracellulaire) ou placées a son voisinage (activité extracellulaire).

Seule Iexcitation est prise en charge par la puce. La zone d’excitation correspond a une zone
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dopée p au bore sur une plaquette de silicium dopée n; une couche superficielle d’oxyde de
silicium est, de plus, placée dans un renfoncement destiné a recevoir la cellule nerveuse (Figure

33).

Suivant la nature et Pamplitude du signal d’excitation, la réponse éventuelle de la cellule se

présente sous forme d’un potentiel d’action ou d’un train de potentiels d’action (Figure 34).
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Figure 33 : Puce d’excitation de neurones. . s .
Figure 34 . Exemples d’activité électrique

du neurone (enregistrée a l'aide de la
microélectrode piquée dans la cellule) en
réponse a un stimulus appliqué via la
puce.

A droite, schéma du dispositif avec la zone d’excitation (zone
dopée p sur le wafer de si dopé n) et les deux microélectrodes
de patch clamp. L’électrode ME1 mesure P'activité électrique
intracellulaire du neurone et ME2 celle extracellulaire. .4
ganche, photographie d’un dispositif d’étude de neurones.

L’étape ultérieure est d’immobiliser plusieurs neurones qui convergent entre eux, sur une puce. A
cette fin, il faut établir des synapses entre eux et les faire se rencontrer. Tout neurone en milieu de
culture pousse : il déploie des neurites qui s’allongent progressivement. La croissance des neurites
peut étre controlée et guidée sur des surfaces traitées avec de la laminine, protéine spécifique de la
matrice extracellulaire des neurones de sangsues.”™** Ainsi, pour établir des synapses artificielles
sur une puce, faut-il faire se rencontrer deux neurones suite a leur croissance sur des surfaces
couvertes de laminine. Au bout de 2 4 5 jours, des arborescences apparaissent sur les cellules
neuronales immobilisées sur des surfaces traitées 4 la laminine." Si cette protéine est fixée sous
forme de lignes, la croissance du neurone a lieu uniquement selon ces lignes : la croissance du
neurone est controlée. Lorsque deux neurones en croissance se rencontrent sur une des lignes de

laminine, une synapse électrique est reproduite sur la puce en silicium.
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La connexion entre deux neurones est maintenant possible, suite a I’établissement de synapses
entre plusieurs cellules en culture sur la puce en silicium. L’étape suivante a alors logiquement
consisté en la création et I’étude d’une synapse neurone-neurone sur une puce en silicium,
plusieurs cellules neuronales étant immobilisées sur un méme systéme.'”* Des neurones sont fixés
sur une plaquette de silicium, au-dessus de zones d’excitation et d’enregistrement de Iactivité
électrique (Figure 35, en haut) ; ces cellules sont incubées dans un milieu de culture pendant

plusieurs jours fagon a ce que des connexions neurites/neutrites se créent (Figure 35, en bas).
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Figure 35: Dispositif d’étude de connexions
neuronales Fignre 36: Exemple d’activité électrique de

deux neurones. Le neurone 1 est soumis a une
excitation (créneau de tension) (courbe
supérieure), sa réponse est un potentiel
d’action (courbe du milieu) qui stimule le
neurone 2 via la synapse établie entre les deux.
Le neurone 2 présente alors une activité
électrique, sous forme d’un potentiel d’action,
décalé dans le temps.

En baut: Schéma de la zone d’excitation (ailes de
part et d’autre) et du transistor d’enregistrement
d’activité électrique.

En bas: Photographie de la puce, présentant
plusieurs zones associant excitation et transistor.
Les neurones situés sur ces zones communiquent
entre eux via des synapses établies au centre de la
puce, lorsque deux neurites se tencontrent.

Une fois le systtme prét, Pactivité des deux neurones est étudiée conjointement. L’un des
neurones est excité a l'aide d’un stimulus électrique ; les activités électriques intracellulaire et
extracellulaire des deux neurones sont alors étudiées a I'aide de micropipettes de patch clamp et
de transistors a effet de champ situés sous les neurones (Figute 36). A chaque signal se

stimulation du neurone 1, correspond une activité électrique de ce neurone sous forme de
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potentiels d’action ainsi qu’une réponse dite post-synaptique, sous forme d’un potentiel d’action
chez le deuxiéme neurone, cette activité étant décalée dans le temps par rapport au signal

d’excitation et a I’activité du premier neurone.

Une alternative a consisté a immobiliser les cellules neuronales au sein de zones matérialisées a
Paide d’une cléture formée de piquets en polyimide, canalisant les cellules sur des zones bien
définies'” (Figure 37). Les croissance neuronales d’échappent de ces enclos et se rencontrent
dans la zone centrale de la puce (voir Figure 38). Ainsi, les communications entre deux neurones

séparés de ~ 200 um ont-elles été étudiées et enregistrées (Figure 39).

Figure 38 : Photographie du systeme avec les
clétures en polyimide en périphérie de la puce, ou
les cellules nerveuses sont immobilisées. Au centre
de la puce se rencontrent les neurites (barre
d’échelle = 50 um).

Figure 37 : Cellule nerveuse immobilisée au
sein d’'une cloture formée de piquets en
polyimide. Notons la croissance des
neurites (barre d’échelle = 20 pm).
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Figure 39 : Activité électrique des deux neurones connecté par une synapse : en haut a gauche,
signal d’excitation du neurone 1; au centre, signal électrique intracellulaire 2 P'aide d’une
microélectrode piquée dans la cellule ; en bas, activité électrique extracellulaire détectée 4 I’'aide du
transistor 4 effet de champ situé sous le neurone.

D’autre part, comme lactivité intracellulaire et celle extracellulaite du deuxiéme neurone

résentent des signaux post-synaptiques sous forme de potentels d’action, alors la
p g P Yy q s
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communication neuronale s’est bien établie via des synapses et non via la puce en silicium portant

la population de cellules.

Une derniére progression, récente a été ’étude d’une synapse chimique entre deux neurones
immobilisés sur une puce.'”® Les deux neurones, choisis pour former une synapse cholinergique,
sont placés au voisinage 'un de I'autre de fagon a pouvoir communiquer par voie chimique et
établir une synapse soma-soma. L’un, le neurone pré-synaptique, est situé au-dessus d’une zone
excitatrice et Pautre, le neurone post-synaptique, au-dessus d’un transistor a effet de champ.
Lorsque le neurone pré-synaptique est excité, il émet un potentiel d’action et libére un
neurotransmetteur, qui va alors exciter le neurone post-synaptique qui émet aussi un potentiel

d’action.

Notons qu’une limitation majeure a ce type d’études concetne la taille des cellules étudiées. Seules
les larges cellules nerveuses de plus de 60 um de diametre sont compatibles avec ces études sur
puce ; des cellules de taille plus réduite, de 10 pum, sont trop petites pour couvrir une zone
incluant un transistor et une boucle capacitive d’excitation. Les études sont donc menées sur des
neurones et des cellules nerveuses d’invertébrés comme la sangsue, le calamar ou I'escargot. Un
autre intérét de ces especes est qu’un petit nombre de cellules reproduit un systéme neuronal

complet et en permet la compréhension, comme nous I'avons déja signalé.

Une autre faiblesse de ces systémes est la présence quasi incontournable de microélectrodes de
patch-clamp piquées dans la cellule neuronale pour mesurer activité électrique intracellulaire ou
encore lutilisation de ces pipettes pour injecter dans la cellule des substances chimiques. Ces
pointes visant a pénétrer la cellule n’ont pas encore été intégrées sur la puce et fabriquées a I'aide

de techniques de microtechnologie classiques. Le systéme n’est donc pas totalement intégré.

Une voie d'immobilisation des cellules en vue de leur étude est Iintroduction d’un traitement
chimique sous forme d’une monocouche sur la surface de silicium."” Cette monocouche consiste,
par exemple, en de la poly-lysine, véritable « colle » a cellule ou a pour terminaison le tripeptide
RGD, connu pour avoir une forte affinité pour la matrice extracellulaire. L’utilisation d’un tel
traitement de surface permet de faire de la culture localisée de cellules sur des zones dessinées sur
la surface. La surface subit une double fonctionnalisation selon des motifs définis. La premiére
fonctionnalisation résiste 4 Padsorption des cellules (polyEG) alors que la deuxie¢me présente une
terminaison RGD, sur laquelle les cellules s’accrochent. Cette double fonctionnalisation est

obtenue par la formation de deux monocouches de type SAMs.
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II1. Notre projet en microfluidique

Notre projet en microfluidique s’intégre dans la problématique évoquée jusqu’a maintenant, avec
la conception et le développement de systémes analytiques destinés aux domaines de la biochimie
et de la protéomique. La technique « royale » d’analyse dans ce domaine étant la spectrométrie de
masse, nous I'avons choisie comme mode de détection externe au microsysteme. Deux modes
d’ionisation sont privilégiés pour les analyses protéomiques, les modes d’ionisation dite douce et
reposant soit sur une électronébulisation (ESI) de la solution, soit sur une ionisation et une
désorption assistées par un laser (MALDI). Ainsi, deux objets sont-ils envisagés, 'un destiné a
une analyse par spectrométrie de masse de type MALDI et 'autre 2 une analyse par spectrométrie

de masse précédée d’une ionisation par électronébulisation (ESI).

Pour les deux objets, les mémes fonctions sont visées, en premier abord, avec I'intégration des
étapes de préparation des échantillons avant leur analyse en ligne par spectrométrie de masse.
Néanmoins, la conception des objets des divers modules et leur mode de fonctionnement sont
radicalement différents, afin que les deux systemes soient adaptés aux techniques d’ionisation
respectives. En effet, elles ne sont pas mises en ccuvre de la méme facon: la technique
d’ionisation par électronébulisation est mise en ceuvre sur un flux de liquide en mouvement alors

que autre opére sur un échantillon sous forme solide et localisé.

Nous allons maintenant envisager la réalisation de ces deux objets dédiés a une analyse par
spectrométrie de masse, en présentant les choix technologiques effectués pour les divers
modules, et, en particulier, celui de déplacement des liquides qui conditionne la réalisation des

autres modules, comme nous le verrons.

A. Dispositit ESI
L’ionisation par électronébulisation est réalisée sur une colonne de flux continu, ce qui impose un
mode de déplacement des liquides sous la forme d’une colonne continue. Nous avons, par
ailleurs, préféré un systéme de pompage intégré sur le systéme en vue de son fonctionnement de
facon autonome, sans appareillage lourd a c6té. Enfin, nous avons choisi un mode de pompage
non électrocinétique, puisque ce dernier implique I'ajout de charges en solution qui ne sont pas
compatibles avec une ionisation par électronébulisation. De plus, la jonction entre la tension

appliquée pour I’électro-osmose et celle d'ionisation n’est pas triviale a mettre en place, car ces
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deux tensions ne sont pas d’ordres de grandeur comparables: la tension d’ionisation est

d’environ 1 kV contre quelques dizaines de volts pour le pompage électrocinétique.

En conclusion, le systéme dédié a une analyse par ESI-SM comprend des canaux dans lesquels le
liquide circule sous forme de colonnes continues et le déplacement est assuré par un systéme de

pompage intégré au systéme.

Dans un premier temps, nous avons opté pour une filiére tout silicium pour la réalisation de ce
dispositif. Les premiers microsystémes consistent en une dizaine de microcanaux paralléles
(Figure 40), de 10 pm de largeur et de profondeur, qui sont usinés par gravure chimique sur une
plaquette de 2 pouces de silicium (Figure 41). Les largeurs et profondeurs des canaux sont plus
grandes a I'entrée et a la sortie du microsysteme et égales 2 100 um pour faciliter 'insertion de
capillaires en vue de la connexion du microsystéme avec le monde extérieur. Ces canaux sont
fermés par un couvercle en Pyrex, scellé sur le socle en silicium par collage anodique.42 Ces
premiers systémes, dont les photographies sont présentées ci-dessous, ont été testés en couplage

avec ’ESI-SM pour un test d’adsorption de peptides standard.

Figure 40 : Photogtraphie globale d’un microsysteme Figure  47:  Photographie =~ de  microscopie
«tout silicium» comprenant 9 microcanaux électronique d’un microcanal usiné par gravure
identiques en paralléle et fermés par un couvercle chimique du silicium et ayant une largeur et une
en Pyrex. profondeur de 10 um.

Cette filiere de fabrication tout silicilum a ensuite été abandonnée au profit d’'une filiére mult-
matériaux a base de silicium, de Pyrex et de résine photolithographiable SU-8. Les canaux sont
réalisés dans cette derniere. Une premiére couche de résine homogene est déposée sur le support

en silicium ; dans une deuxiéme couche de la résine sont réalisés les canaux par une technique
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classique de photolithographie. Les canaux sont enfin fermés par un couvercle en Pyrex qui est

collé sur la résine SU-8.

Le point-clé de cette voie de fabrication s’est révélé étre le collage du couvercle en Pyrex sur le
socle en résine SU-8 ; le systeme doit rester étanche et résister a application de pressions élevées
(usqu’a 100 bar) d’une part, et a des compositions variées de solutions chimiques d’autre part,
puisque les analyses chimiques sont couramment effectuées dans des mélanges ecau-solvant
organique (acétonitrile, méthanol...) acidifiés avec 0,1 a 1% d’acide formique ou
trifluoroacétique. Ces premiers systemes en SU-8 ne résistaient qu'a des solutions purement
aqueuses injectées a un faible débit dans les canaux. Une modification de la composition de la
solution ou un accroissement de la pression se traduisait par des fuites et une rupture du

scellement socle/couvercle.

Couvercle
——0n Pyrex
SU-8 2002
Murs en SU-Q o i g BU-8 2036

e fficrocanal
5U-8 2075 —*

$U-8 2002 sificium

Figure 42 : Schéma représentatif de la structure multi-
couche 2 base de silicium et de SU-8 utilisée pour la
réalisation des microsystémes en SU-8.

Figure 43 : Photographie d’un microsystéme en
SU-8 ; les canaux sont en serpentin.

Le procédé de fabrication des systémes a donc été modifié.” Dorénavant, les microcanaux sont
définis par deux fins murs de résine, qui sont construits sur une premiére couche fine de résine
(Figure 42). Des piliers sont ajoutés entre les murs, en dehors des zones définissant les canaux,
pour supporter le couvercle en Pyrex. Le collage est optimisé avec I'ajout d’une fine couche de
résine qui est déposée sur la plaquette de Pyrex. Du fait de la présence de piliers, la surface de
contact entre le couvercle et la résine du socle est plus petite ce qui diminue les contraintes
mécaniques exercées sur le couvercle en Pyrex. Ces contraintes provoquent une courbure et des
déformations importantes du substrat de base du microsysteme, qui sont néfastes a I’étanchéité

globale des microcanaux.

Le mode de pompage choisi est basé sur des effets thermiques et géométriques. Le liquide est

vaporisé de fagon locale, dans une chambre dite d’actuation tapissée d’une électrode tésistive
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(Figure 44). La formation de cette bulle pousse le liquide. Le retour du liquide est interdit, en

amont, soit par un effet rectifiant et une géométrie appropriée du canal, soit par I'ajout de valves

réalisées en résine SU-8 (Figure 45).

i

Figure 44 : Chambre d’actuation tapissée
d’une électrode tésistive chauffante
(piste en Cr)

Figure 45 : Exemples de valves microfabriquées, en SU-8 et se
comportant comme des fleches mobiles

Les autres modules de ce systéme, le module chromatographique et le module de connexion a la
spectrométrie de masse sont simplement évoqués ici. Ils sont présentés plus en détails dans les

chapitres suivants, puisqu’ils font 'objet de ce travail de these.

PRy

Figure  46: Photographie de microscopie Figure 47: Photographie de microscopie
électronique d’une phase monolithique ptréparée électronique d’une source d’ionisation ayant une
dans un capillaire (i.d. 75 pm). géométrie de type plume

Notre choix pour la réalisation du module chromatographique a été orienté par le mode de
pompage non électrocinétique. Il a été d’utiliser une phase stationnaire vraie, appropriée a ce
contexte microfluidique. La phase stationnaire est de nature macromoléculaire, dite monolithique

(Figure 46) ; elle est préparée in situ dans le microcanal, une fois le microsystéme fini, par voie
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photochimique. Le deuxiéme chapitre de ce manuscrit est consacré a la problématique de la
réalisation de ce module chromatographique dans un microcanal. Précisons, néanmoins, que ce
type de phases monolithiques peut étre utilisé a d’autres fins, comme celle de la réalisation d’un

microréacteur enzymatique de digestion des protéines.

Le module de connexion a 'ESI-SM doit étre intégré sur le systéme en vue de 'optimisation du
couplage. Notre choix final s’est porté sur une source d’ionisation ayant une géométrie inspirée
de celle de plumes de calligraphie avec I'introduction d’une fente capillaire et d’une structure en
pointe a la sortie du microcanal (Figure 47). La conception, la fabrication et I’étude de ce module

de couplage avec la spectrométrie de masse sont traitées en détails dans le troisiéme chapitre.

Source
d'ionisation
irtégrée
R;“"‘"f” Dispositif
entrée e dessalage \
~ /"
Microcanal
Source
d'ionisation
intégrée
Réservoir 1 ith
‘ Dispositif
d entrée de séparation \
: . SM
Module de \ /
digestion Microcanal

Fignre 48 : Deux niveaux de complexité pour réaliser le dispositif dédié a PESI-SM ; un dispositif de
dessalage simple (en haut) et un dispositif de digestion/séparation-dessalage (en bas).

Nous envisageons deux générations de systémes, pour la réalisation de ce dispositif, avec une
complexification des opérations. Le premier dispositif associera un dessalage des échantillons
protéiques a leur ionisation par électronébulisation avant leur analyse par spectrométrie de masse
(Figure 48, en haut). Le deuxieme dispositif, plus complet, intégrera, en amont de I'étape
chromatographique, qui consistera en un dessalage simple ou une séparation des composés, une
étape de digestion des échantillons protéiques (Figure 48, en bas). Ainsi, le systeme dit plus
complet assurera-t-il une étape supplémentaire dans le traitement des échantillons. L’intégration
de la colonne monolithique avec une source d’ionisation de type plume sera envisagée a la fin du

chapitre 2.
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B. Dispositit MALDI
La technique d’ionisation MALDI est appliquée a des échantillons sous forme de cristaux solides.
Cette technique est plutot associée a la manipulation de gouttes de liquide. Le passage d’un flux
sous forme de colonne continue a un flux sous forme de gouttes n’étant pas trivial, il apparait
plus logique de travailler sur des gouttes de liquide dans tout le systéme d’analyse. Le choix s’est
donc porté vers une technique de pompage dite discrete, visant 4 déplacer le liquide sous forme
de gouttelettes au sein du systéeme. L’électromouillage permet le déplacement de gouttelettes sur
une sutface, garnie d’électrodes, chaque électrode constituant un demi condensateur.'” Ce mode
de déplacement de liquide sur des électrodes en métal est particulierement approprié pour des
liquides isolants ayant une forte constante diélectrique: ils peuvent étre « aspirés » entre deux
plaques d’un condensateur. En revanche, le principe ne peut pas étre directement appliqué a des
solutions conductrices comme les solutions usuelles d’analyse biologique, qui sont équivalentes a
de 'eau chargée en sels. Ces solutions donnent lieu a des phénomenes d’électrolyse, une fois
soumises 2 des tensions de 'ordre de la centaine de volts : la solution « bulle » mais ne se déplace
pas. La conception du systéme doit étre revue avec 'intégration d’une couche de matériau isolant.
Ce matériau devrait, cependant, annihiler le champ et empécher le mouvement des gouttes. En
réalité, le déplacement résulte d’une variation de la mouillabilité de la surface liée a 'appatition de
charges en surface due au champ électrique. Le matériau isolant usuel est un téflon, dont la
composition inclut, en plus du tétrafluoroéthylene (CF,=CF,), du 4,5-difluoro-2,2-bis-
(trifluorométhyl)-1,3-dioxole (-OCF=CFO-C(CF,),-). Ce dernier semble s’hydrolyser au contact

de I'eau pour donner des alcools trés acides.

L’architecture, la conception du dispositif dédié 2 une analyse MALDI-SM ainsi que la réalisation
des différents modules fonctionnels de traitement des échantillons, découlent de ce systéme de
déplacement de gouttes. En particulier, comme le liquide se déplace sur la surface, toutes les
interactions entre les composés et une phase stationnaire ou une quelconque fonctionnalisation,
doivent avoir lieu en surface. Une autre limitation provient de 'utilisation d’une couche de téflon,

dont on ne peut vatier la composition et qui ne peut pas étre fonctionnalisée.
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Figare 50 : Principe de fonctionnement du dispositif
dédié a une analyse par MALDI-SM

Figure 49 : Architecture du dispositif MALDI
Les différents modules de traitement de Péchantillon reposent sur cette approche de
fonctionnalisation de surface avec 'immobilisation, par exemple, d’anticorps pour le piégeage
sélectif de certaines protéines, d’enzymes protéolytiques pour la digestion des protéines, de
chaines aliphatiques en C18 pour le dessalage final des échantillons traités avant leur analyse par
MALDI-SM. En sortie de puce, les solutions sont amenées sur des zones d’analyse, constituant
les cibles MALDI. Une fois la solution a analyser acheminée sur ces plots, la solution de matrice
est ajoutée, elle aussi, selon le méme principe de déplacement des gouttelettes. La Figure 50
montre le schéma d’un dispositif MALDI, comprenant différentes zones de traitement de
Péchantillon : une zone de sélection des protéines, une zone de digestion trypsique, des zones de
rétention sélective des peptides en vue du fractionnement de I’échantillon et une zone d’analyse

MALDI.
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Chapitre 2: Dispositif chromatographique basé sur une phase monolithique polymére
Développements de microsystémes fluidiques pour ’analyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

I. Présentation du probléme/ problématique
A. Problématique

Le microsysteme fluidique dédié a 'ESI-SM prend en charge la préparation et le traitement
d’échantillons avant leur analyse en ligne. De ce fait, il inclut un module chromatographique dont
la conception et le mode de fonctionnement doivent étre en adéquation avec le contexte
microfluidique. Différents niveaux de fonctons sont envisagés pour la préparation de
Péchantillon, comme il a été envisagé en fin de Chapitre I: soit un dessalage simple, soit une
purification combinée a une séparation des analytes. L’ionisation par électronébulisation est
sensible a la présence de sels et a la concentration de Péchantillon.! Il est donc primordial, au
minimum, de dessaler et concentrer les solutions avant leur analyse. Un deuxiéme niveau de
préparation est la séparation des analytes. Néanmoins, cette opération reste plus ardue a mettre

en place sur un systeme microfluidique, comme nous le verrons par la suite.

Une premiére voie décrite dans la littérature consiste a utiliser un module externe au
microsysteme et connecté au microcanal a I'aide d’un capillaire de transfert. Ainsi, Figeys et al.
ont-ils inséré une cartouche d’ extraction en phase solide (SPE) commerciale entre la sortie du
microsystéme et la source de nano-électronébulisation (Figure 1).” Cette derniére solution induit

‘la création de volumes morts et, de plus, est non optimisée puisque les raccords
microsystéme/ capillaire sont effectués manuellement, ce qui exclut toute production en masse de

dispositifs microfluidiques.

+1.8kV
40 cm Staintess steel
Teflon Capiflary tubing
Siseve Tefion
membranes l / THQ 7000
A\

Liguid Junction

Sum C18
material

Figure 1: Insertion d’une cartouche d’extraction en phase solide entre le microsystéme et la source
d’ionisation afin de réaliser un dessalage de 'échantillon avant son analyse par ESI-SM.

L’intégration du module chromatographique sur le microsystéme est donc préférable. Dans ce cas
de figure, il apparait rapidement que le choix du module chromatographique et de son mode de
fonctionnement est conditionné par les autres choix technologiques pour la réalisation du

microsystéme et, en particulier, par celui du mode de pompage des fluides.
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B. Alternatives de la littérature pour la réalisation d’un module
chromatographique sur microsystéme

1. Pompage par électro-osmose

La majeure partie des références bibliographiques pour des microsystémes analytiques repose sur
un mode de pompage électrocinétique régi par un champ électrique et un flux électro-osmotique.
Ce type de pompage est, tout d’abord, plus facile 2 mettre en oeuvre a ’échelle d’un microcanal
qu’un systéme mécanique induit par P'action de pistons. Ensuite, le profil de progression du
liquide généré par un flux électro-osmotique est plat, ce qui a I'avantage de ne pas perturber la
séparation de composés. A linverse, avec un pompage mécanique, le profil de progression est
parabolique, ce qui s’accompagne théoriquement d’un étalement des composés et d’une

diminution de la résolution en séparation.

Electrophorése capillatre

Ainsi, une premiere possibilité de module chromatographique repose-t-¢lle sur une séparation par
électrophorése capillaire.i4 Les molécules sont séparées sous I'action d’un champ électrique, le
pompage étant électrocinétique, dans un microcanal « nu », i.e. dépourvu de phase stationnaire.
La séparation est gouvernée par la mobilité des molécules. Cette derniére résulte des
contributions électro-osmotique et électrophorétique, la premiere étant apportée par le flux
électro-osmotique et la deuxi¢me dépendant de la charge et du poids moléculaire de I'espéce.
Cette technique de séparation est améliorée par le traitement des parois du microcanal et
Pintroduction d’un revétement visant 2 promouvoir le flux électro-osmotique tout en réduisant

les adsorptions non spécifiques éventuelles.’

Electrochromatographie

La technique d’électrochromatographie est une autre technique de séparation fonctionnant avec
un pompage électrocinétique. Cette méthode de séparation "hybride" entre chromatographie et
électrophorése inventée au début des années 1970, combine des interactions avec une phase
stationnaite comme en chromatographie et un écoulement des fluides régi par un champ
électrique, comme en électrophorése. Les phases stationnaires d’électrochromatographie sont
donc identiques a celles de chromatographie classique, qui seront évoquées ci-apres, si ce n’est
quelles différent par un ajout de charges de surface destinées a favoriser le flux électro-

osmotique.

Une autre voie de séparation, qui a été décrite en format microfluidique est la chromatographie

sur colonne ouverte (OTC pour Open Tubular Chromatography). Le microcanal est garni d’une
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phase stationnaire en surface, ie. un film épais qui tapisse les parois internes du microcanal.
Ainsi, Jacobson et al. ont-ls introduit une phase de type film a partir de
chlorodiméthyloctadécylsilane.’ Le mode d’utilisation de ce dispositif chromatographique repose
sur un pompage électrocinétique et rejoint celui de dispositifs d’électrophorese capillaire sur une

puce.

2. Pompage non e’/m‘m-osmalz'que

Pour certaines applications, un autre systeme de pompage est préféré, un pompage externe, une
actuation piézoélectrique, un pompage induit par des effets thermiques ou par la vibration d’une
membrane, un pompage péristaltique... Dans ce cas, le microcanal doit étre structuré et garni
d’une phase stationnaire « vraie » afin de générer une grande surface d’échange et de créer une

fonctionnalisation en vue des interactions avec les analytes en solution.

Particules poreuses

Les phases stationnaires conventionnelles sont constituées de billes poreuses, a base de silice ou
polymere, sur lesquelles sont greffées les groupements impliqués dans la séparation, par exemple,
des chaines aliphatiques sur une phase inverse. Les particules sphériques sont tassées dans la zone

choisie pour réaliser la future colonne (Figure 2), i.e. un capillaire ou une portion de microcanal.”

Billes tassées
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Figure 2 : Schéma d’un dispositif chromatographique constitué de billes poreuses tassées dans une pottion
de cale et définie par deux frittés.

Cependant, ces phases conventionnelles sont peu adaptées a des applications microfluidiques. En
premier lieu, la préparation de la colonne est ardue : les billes sont difficiles 4 tasser dans une
portion de microcanal, cette opération nécessitant une forte pression et la densité des billes étant
mal contrélée. En second lieu, des frittés sont nécessaires de part et d’autre de la colonne afin de
maintenir les billes et de conserver leur densité de tassement. Ces frittés sont difficiles a ctéer ou
a introduire dans un microcanal et leur obstruction est fréquente. Ils sont, de plus, le siege de

formation de bulles d’air qui perturbent ’écoulement fluidique et qui dégradent la qualité de la
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séparation. Une alternative pour des applications de microsystemes fluidiques est de créer une
barriere microtechnologique 2 la fuite des particules. Les frittés peuvent étre remplacés par un
réseau de piliers empéchant la fuite des particules (Figure 3, en base i gauche).® Un goulot
d’étranglement peut étre créé au sein du microcanal (Figure 3, en bas et 4 droite).” Enfin, les
particules peuvent étre placées dans un renfoncement usiné dans le microcanal Figure 3, en
haut).”” Néanmoins, dans les différents cas, le capotage du systéme est réalisé aprés introduction
et tassement des particules dans le microcanal, ce qui peut restreindre le choix de la technique de

scellement du couvercle.

Tapared
ol

3 pv particle

Figure 3 : Alternatives décrites dans la littérature pour remplacer les frittés conventionnels

En hant: les particules poreuses sont tassées dans une chambre creusée dans le
microcanal : les parois en amont et en aval du dispositif chromatographique préviennent
toute fuite des particules.10

En bas a ganche : une barricére micro-usinée et formée de piliers joue le réle de frittés en aval
de la colonne ; en amont, le flux pousse les particules contre cette barriére.®

En bas a drife: un goulot d’étranglement est créé en sortie du dispositf
chromatographique pour retenir les particules poreuses.®

En troisieme lieu, la résistance au transfert de masse avec ce type de phase stationnaire est tres
élevée et la colonne fonctionne sous une forte pression, ce qui est d’autant plus marqué que les
particules sont petites et que leur tassement est dense. Par conséquent, ces particules ne sont pas
compatibles avec un systeme de pompage microfluidique, non électrocinétique. Enfin, les billes
ont typiquement un diameétre de 3-5 pm, dimension qui n’est pas adaptée a une descente en

échelle des microsystémes vers des microcanaux de la dizaine de microns de largeur et de
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profondeur. L’utilisation de particules plus petites, de diamétre moyen de 1 um, y remédierait

mais elle s’accompagnerait néanmoins de 'accentuation des problemes cités précédemment.

Structuration par voie microtechnologigne d'un microcanal

Une autre alternative est d’utiliser une phase stationnaire micro-usinée dans le canal et constituée
d’un réseau de plots ou piliers fabriqués par voie microtechnologique (Figure 4).""" Cette
méthode élégante permet de s’affranchir des limitations observées avec les phases
conventionnelles. De plus, le recours a des techniques de microtechnologie assure une trés forte
régularité et la reproductibilité des phases. Néanmoins, I'aire spécifique développée avec ce mode

de structuration du canal n’est pas suffisante pour des applications chromatographiques.'

Figure 4 : Microstructuration d’un Figure 5 : Dispositif chromatographie destiné a la séparation de brins
canal en PDMS: le dispositif d’ADN en fonction de leur longueur. Le microcanal est garni d’un

chromatographique est constitué éseau de piliers réguliérement espacés et gravés dans le quartz a
de piliers de 5 pm de largeur et de Paide de techniques de gravure profonde.

hauteur et les canaux sont de 3 .4 ganche : piliers de 4000 nm de hauteur et de 200 nm de largeur et
pm de largeur. La méme d’espacement (rapport d’aspect de 20) ;

te.ch’nologie sett f;l l’élabor:cltjon de A Jwite, piliers de 1200 nm hauteur et de 200 nm de largeur et
frittés pour retenir les particules.!3 d’espacement (rapport d’aspect de 6).14

11 faut donc compléter cette approche par une fonctionnalisation plus complexe « en volume » de
la surface générée sur les piliers. Les limitations de cette approche sont liées a la résolution
obtenue en routine en microfabrication. Une structuration plus petite des microcanaux, 4 une
échelle nanométrique, nécessite des processus de fabrication « lourds », complexes a4 mettre en
ceuvre (Figure 5). De plus, elle va de pair avec l'utilisation d’un matériau plus onéreux, comme le

quartz, qui se préte au processus de fabrication."*

Phase stationnaire monobloc

D’autres phases stationnaires sont dites monobloc ou monolithiques pour les distinguer des

phases particulaires. I’optimal est de travailler avec une phase stationnaire de ce type présentant
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une haute surface d’échange et préparée de fagon locale dans le microcanal. Dans ce sens, une
possibilité est d’utiliser une phase monobloc de type gel qui présente les fonctionnalités
appropriées.’'® Les gels sont cependant fortement sensibles au solvant utilisé, qui 2 une influence
non négligeable sur leur gonflement et leur rétraction. Si le gonflement est trop important,
I’écoulement du liquide n’est plus possible. Si, par ailleurs, la rétraction est trop marquée, la phase
se décolle des parois et peut se déplacer. Il faut donc la maintenir en place, de méme que les

particules poreuses, a 'aide de frittés.

D’autres matériaux dits monolithiques, de nature inorganique'’ ou organique,'® ne présentent pas
cette sensibilit¢ au solvant. Leur structure poreuse est permanente. Par conséquent, ces
monolithes a base de silice ou de polymere se prétent bien a des applications microfluidiques et

ne présentent pas les inconvénients rencontrés avec des phases conventionnelles ou de type gel.

C. Notre choix
Nous avons choisi un mode de pompage non électrocinétique pour le microsystéme dédié a une
analyse ESI-SM, puisque un tel mode de pompage nécessite un ajout de charges en solution pour
I’établissement du flux électro-osmotique et que ces charges sont incompatibles, ou tout du

moins, perturbent lionisation par électronébulisation.

Comme nous I'avons vu précédemment, le choix d’un autre mode pompage impose la présence
d’une phase stationnaire pour le module chromatographique, adaptée au contexte microfluidique.
Drapres la revue bibliographique précédente, 'optimal est d’utiliser un support monolithique, qui
permet de s’affranchir des problemes de frittés et de préparation des phases, puisque le
monolithe est élaboré in situ et, éventuellement, localement, sur une zone bien définie. De plus,
les propriétés physico-chimiques du support monolithique peuvent étre modulées. Nous avons
opté pour des monolithes de nature macromoléculaire, car leurs analogues inorganiques sont plus
fragiles et présentent une tolérance moindre a des solutions chimiques agressives. En particulier,
les phases a base de silice se dissolvent en milieu fortement basique. Ensuite, la chimie de surface
de supports de type polymeére nous est apparue plus facile 2 moduler. Un simple changement de
la composition en monomeres du mélange réactionnel permet de préparer des modules de
chromatographie pour des modes de séparation/purification variés. Enﬁn, le controle spatial de
la préparation des supports de type polymere est plus facile 4 mettre en ceuvre que pour des

supportts a base de silice.
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I1. Les monolithes
A. Généralités
1. Matérian de nature macromoléculaire

Les monolithes macroporeux de nature macromoléculaire sont obtenus par polymérisation
radicalaire. Ils présentent une structure poreuse permanente qui persiste méme a I'état sec et qui
est constituée de pores de tailles diverses et interconnectés.” La rigidité de Pédifice global est
assurée par une réticulation intense du matériau. Ces matériaux s’apparentent a leurs analogues
sous forme particulaire, préparés en émulsion méme si les processus régissant la formation de la
structure poreuse ne sont pas les mémes et si les propriétés de porosité ne sont pas les mémes,

. . , . - - : 1
pour une composition de mélange réactionnel, par ailleurs, équivalente. ?

2. Porosité des monolithes

Les monolithes présentent une porosité bimodale, qui allie petits et larges pores.

Les larges pores, dont la taille caractéristique est de 600 a 3000 nm, interviennent dans
Pécoulement des fluides a travers le matériau. Ainsi, la teneur en macropores est-elle directement
liée aux propriétés fluidiques et a la vitesse d’écoulement a travers le matériau : elle conditionne la
chute de pression ou le retour de pression obtenu sur la phase monolithique. Plus la teneur en
macro-potes, ou macroporosité, du matériau est grande, plus la chute de pression aux bornes du

matériau est faible, plus I’écoulement est facile et donc plus le débit de fluide est grand.

Les petits pores, dont la taille est inférieure 2 2 nm, sont le siége des interactions moléculaires
entre le support solide monolithique et les analytes ou molécules en solution. En effet, ils sont
principalement responsables de la surface développée sur la phase monolithique : plus ces petits
pores sont nombreux, plus la surface développée est grande. Les mésopores participent
également a aire d’échange entre solution et phase solide. En revanche, les macropores n’ont

aucune contribution sur cette surface d’échange.

L’idéal est donc de trouver un compromis, suivant lapplication 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
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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

h S : 21
parametres de polymérisation.

3. Perméabilité des monolithes on propriétés d’éconlerment

Les propriétés de macroporosité des monolithes se traduisent par une plus grande perméabilité

du matériau, en comparaison avec des supportts particulaires conventionnels.

Les phases stationnaites particulaires présentent de larges vides interstitiels entre les particules qui
sont un chemin préférentiel pour 'écoulement des fluides a travers la phase.20 Par ailleurs, la
porosité intra-patticulaire est plus faible et les interactions entre les composés en solution et la
phase stationnaire sont uniquement régies par la diffusion des espéces au sein des particules. 1l en
résulte que le flux principal du liquide s’établit autour des particules et non a travers la phase

fonctionnalisée, ce qui limite les interactions des composés en solution avec la phase stationnaire.

Les monolithes, a 'inverse, présentent une structure poreuse différente avec un meilleur équilibre
entre micro- et macroportes, ces deux types de pores étant, de plus, interconnectés entre eux de
facon intime. Ainsi, le flux de liquide a-t-il lieu @ #ravers la phase monolithique et les zones
fonctionnalisées™ et non autour de la phase, comme c’est le cas pour les phases particulaires. Cette
caractéristique structurale des monolithes conduit, d’une part, 2 une diminution de la chute de
pression observée de part et d’autre de la phase suite 4 une amélioration des propriétés fluidiques
et, d’autre part, a2 un plus grand nombre d’interactions entre la phase stationnaire et les composés.
La porosité totale des phases particulaires est estimée a 30 % environ contre 60 %
approximativement pour une phase monolithique préparée a partir d’'un mélange réactionnel
contenant 60% volumique de porogene, ce qui justifie la perméabilité plus grande des phases

monolithiques et leurs meilleures propriétés en écoulement.

4. Phénomenes de transfert de masse : diffusion vs convection

Dans un support conventionnel constitué de particules poreuses, les interactions dépendent
uniquement de la diffusion des composés vers les groupements fonctionnels de la phase
stationnaire, au sein des particules. Par contre, si le support monolithique renferme des larges
pores de taille supérieure 4 600 nm, il a été montré que des phénoménes de convection

participent au transfert de masse en complément des phénoménes de diffusion.”””* Le rendement
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et lefficacité du transfert de masse sont accrus, de méme que les interactions entre la phase

stationnaire et les composés.

Par ailleurs, d’apres la loi de Hagen-Poiseuille, la résistance au transfert de masse peut étre
exprimée en fonction de la taille des macropores du monolithe a travers lesquels s’écoule le

liquide :

ou AP/v est la perte de charge par unité de débit de liquide, 7 la viscosité du liquide, L la
longueur de la colonne et r la taille caractéristique des pores d’écoulement du liquide. Ceci
démontre que la résistance au transfert de masse sur une colonne monolithique qui présente de
plus larges pores, est moindre puisqu’elle varie de fagon inversement proportionnelle au carré de

la taille des pores.25

Ces propriétés fluidiques conduisant a une amélioration du transfert de masse, sont de prime
importance pour des applications mettant en jeu de grosses molécules comme des protéines qui

ont des coefficients de diffusion trés faibles.

Dans le cas d’'un microréacteur de digestion basé sur un support monolithique pour
Pimmobilisation de 'enzyme, il découle de ce qui précéde une plus grande efficacité de digestion
si ’on utilise un support monolithique et non particulaire. En effet, 'étape limitante a la digestion
est celle de la diffusion du substrat vers le site actif de 'enzyme. Si ce dernier est peu accessible et
que le transfert de masse au sein du microréacteur est médiocre, efficacité apparente de
digestion sera dés lors tres faible. Si, par contre, le transfert de masse est promu, alors la digestion

sera apparemment plus efficace.

Une autre application intéressante des phases monolithiques au regard de leurs propriétés de
transfert de masse concerne les séparations par chromatographie. En effet, 'efficacité de la
séparation est mesurée selon une hauteur de plateau théorique, H, qui s’exprime sous la forme de

I’équation de van Deemeter :*

H=A+£+Cu
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ou H est la hauteur de plateau théorique de la colonne, A, B, C des coefficients et # la vitesse
linéaire de la phase mobile a travers la colonne. Cette équation tient compte de trois
contributions principales a Pefficacité de séparation d’une colonne de chromatographie, et
exprimées dans les trois termes. Le premier terme correspond a la dispersion d’Eddy de la
colonne, le deuxieme 2 la diffusion longitudinale des solutés et le troisiéme au transfert de masse.

L’allure de ces trois contributions est donnée sur le graphe ci-dessous (Figure 6).
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Figure 7: Allure de H = f(») pour phases

Figure 6 : Contribution des trois termes Lo . .
monolithique et particulaire

Comme pour les monolithes, le troisiéme terme est négligeable puisque les propriétés de transfert
de masse sont bien meilleures qu’avec une phase conventionnelle, I'allure de la coutbe H = (%)
est plus plate pour des valeurs élevées de . En d’autres termes, un accroissement de la vitesse du
fluide ne détériore pas la qualité et la résolution de la séparation. Le graphe H = {(#) est plus
aplati pour des hautes valeurs de #, son allure atteint presque celle d’une droite, comme 'illustre la

Figure 7.

B. Formation des monolithes
Les monolithes macroporeux de nature macromoléculaires sont obtenus par polymérisation

radicalaire amorcée par voie thermique ou photochimique avec, respectivement, le chauffage ou

Iirradiation UV du mélange réactionnel.

1. Composition du mélange réactionnel

Le mélange réactionnel se compose typiquement de monomeéres mono-vinyliques et poly-

vinyliques, d’un solvant appelé porogéne et d’un amorceur radicalaire. A cet ensemble peuvent
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7 ces derniéres permettent de

aussi étre ajoutées des particules, solubles ou non solubles ;*
modifier la porosité du matériau. Par exemple, la présence de « grosses » particules, qui sont

éliminées en fin de processus de polymérisation, conduit 2 la formation de larges pores.

Les monomeéres

Les monoméres sont de deux types, mono-vinyliques et poly-vinyliques. Les premiers portent la
fonctionnalité définitive de la phase ou un groupement réactif mis en jeu ultérieurement lors de la
fonctionnalisation du support monolithique. Les seconds, poly-vinyliques, assurent la réticulation
du matériau formé. Les monomeres peuvent appartenir a différentes familles de composés, les
composés de type acrylate,”® de types vinyliques (styréne, divinylbenzéne)® ou encore les éthers

de vinyl.

o. A
R R O/

Figure 8 : Monomeéres utilisés pour la préparation de phases monolithiques.

o

De ganche a droite, les composés de type actylate (ici, méthacrylate), de type vinylique et de type éther de
vinyl.

Le porogéne

Le porogéne est un solvant ou, le plus souvent, un mélange de solvants inertes vis-a-vis du
polymére en formation (alcools, hydrocarbures aliphatiques ou aromatiques, cétones, éthers...).
Le porogene contrdle les propriétés de porosité de la phase monolithique par sa teneur dans le
mélange réactionnel et par sa composition. Plus la teneur en porogéne dans le mélange
réactionnel est grande, plus le matériau monolithique est poreux. Par ailleurs, son pouvoir solvant
vis-a-vis des monomeres, d’une part, et du polymere et des chalnes de polymére en formation,
d’autre patt, influe sur le déroulement des processus de polymérisation et, par conséquent, sur la
morphologie du matériau obtenu. Ainsi, comme nous le verrons plus tard, le porogene et sa
composition sont-ils choisis en vue de P'application visée pour le support monolithique et des
propriétés de porosité désirées. En effet, il est possible de prédire le comportement du porogéne
vis-a-vis du polymere a I'aide des parameétres de solubilité du porogéne et du polymére et de la

différence entre ces deux valeurs, comme nous le verrons plus tard.
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1. amorcenr radicalaire

L’amorceur radicalaire utilisé pour la préparation de monolithes est classique. II s’agit
généralement de peroxydes tels que le peroxyde de benzoyle, le dipropylperoxydicarbonate ou de
composés dits « azo » comme I’ azobisisobutyronitrile, le 2,2’-azobis(isobutyramide)dihydrate. La
nature de 'amorceur radicalaire est un facteur influencant également la distribution des pores au

sein du matériau final de par sa réactivité.

Particules de polymiére

Le mélange réactionnel peut également renfermer des particules de polymere, solubles ou non.
Elles ne prennent pas part aux processus de polymérisation mais leur présence est un facteur
supplémentaire de contréle de la porosité. Solubles, ces particules se comportent comme un
porogeéne de nature macromoléculaire ; elles sont dissoutes en fin de polymérisation par un lavage
adéquat du matériau ou par une séquence de lavages. Ainsi, Remcho et al. ont-ils introduit dans
leur mélange réactionnel, des billes de silice greffées avec des groupements octadécyl jouant le
r6le de porogene.”” Elles gouvernent donc la porosité du matériau. En outre, elles influencent le
processus de polymérisation en orientant les monomeres en solution via des interactions
hydrophobes établies entre les monomeres et les groupements octadécyl portés par les billes de
silice. Non solubles, les particules ont pour role de limiter la contraction du matériau
monolithique en fin de réaction. Dans ce cas, elles sont constituées de co-polymere réticulé de
composition similaire a celui préparé. Globalement, la taille des particules de polymere ajoutées
au mélange réactionnel est irréguliére et varie dans une gamme allant de 1 2 1000 um. Il est
préférable que ces patticules n’interviennent pas dans les processus radicalaires de formation du
monolithe ; elles sont donc isolées du mélange réactionnel a 'aide d’un solvant adéquat non
miscible avec le mélange réactionnel. De ce fait, toute polymérisation est « prévenue » au sein des

particules de polymére.

Ces différents constituants sont introduits dans le mélange réactionnel en des proportions
contrdlées, variant sur une gamme définie. Les quantités sont ajustées en fonction des conditions
de polymérisation et, surtout, en fonction des propriétés finales désirées. Tout d’abord,
I'amorceur représente de 0,2 2 5 % en masse de la quantité totale de monomeres introduite. Le
volume de porogéne correspond environ au volume poreux total final du matériau monolithique ;
le volume de porogene est choisi en fonction de la porosité finale souhaitée. Typiquement, le
mélange réactionne] comprend 40 a 90 %, voire plutét, 60 a 80 % en volume de porogene. Par

conséquent, le volume de monomeéres varie de 50 a 10 % du volume réactionnel total, avec une
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préférence pour la gamme 20 a 40 %. D’autre part, les quantités respectives de monoméres
mono- et polyvinyliques jouent également sur la réticulation du monolithe, sur sa morphologie et
ses propriétés de porosité. Le monomere polyvinylique est introduit a raison de 20 a 50 %
molaires typiquement contre 50 4 80 % de monoméres fonctionnels ; plus le ratio poly/mono est
grand, plus le réseau est dense et plus la distribution de la taille des pores est décalée vers les plus
faibles valeurs. Ces différentes proportions sont 2 ajuster en fonction des applications visées afin

d’optimiser 'utilisation du support monolithique.

2. Protocole type de préparation d'un support monolithique

Dans certains cas, et, en particulier, pour des applications microfluidiques, un ancrage covalent du
monolithe sur les parois internes du tube est requis.”’ Dans ce cas, les parois internes subissent un
traitement chimique préalable a linjection du mélange réactionnel consistant a introduire des
réactifs hétérobifonctionnels qui réagissent, d’une part, avec les groupements situés en surface
des parois internes et, d’autre part, lors de la polymérisation (acrylate, vinyle.....). Dans le cas de
capillaires ou microcanaux en verre, silice fondue ou silicium, ce traitement de parois fait
intervenir les groupements silanols présents en surface du matériau. Il est effectué a I'aide d’'un

monomére mono-vinylique présentant un groupement silane.”

Une fois les capillaires ou microcanaux pré-traités, le mélange réactionnel est dégazé par bullage
d’azote ou d’argon afin d’éliminer 'oxygene présent en solution. Ensuite, le mélange réactionnel
est introduit dans un tube scellé, par la suite, en ses deuf; extrémités (ou tout « récipient » fermé).
La réaction de polymérisation peut alors commencer ; le tube est soit chauffé (50 a 90°C), soit
placé sous irradiation UV pour une durée a définir suivant la composition du mélange
réactionnel, I’épaisseur a polymériser et d’autres parameétres réactionnels, sous atmosphere
controlée si possible (argon ou azote). Une fois la réaction terminée, le monolithe est lavé
abondamment afin d’éliminer toute trace de mélange réactionnel (porogéne, amorceur,
monomeres n’ayant pas réagi éventuellement) et de dissoudre les éventuelles particules de
polymeére. Cette étape de lavage peut étre réalisée de fagon séquentielle, en utilisant différents
solvants, en particulier si le milieu contient initialement des particules de polymeére soluble. Le
matériau est lavé a I'aide de solvants organiques usuels, méthanol, acétonitrile, tétrahydrofurane,
acétone, tolucéne, par exemple. Une étape ultérieure de fonctionnalisation du support
monolithique est possible en vue de I'introduction de groupements fonctionnels intéressants ou

bien du greffage de molécules.
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3. Processus mis en_jen lors de la formation des monolithes

La décomposition de 'amorceur marque le début de la polymérisation avec la formation des
radicaux libres qui initient le processus de polymérisation. Les chaines de polymeére précipitent
pour former des nuclei. Cette séparation de phases est due conjointement a deux phénoménes :
d’une part, la réticulation du polymeére, qui diminue la solubilité du matériau et, d’autre part,
I'augmentation de la masse moléculaire des chaines de polymeére. Les monoméres sont un
meilleur solvant que le porogéne, du point de vue thermodynamique, pour les chaines de
polymere en formation. Il en résulte un gonflement des nuclei dans la solution de monomeres. La
polymérisation continue principalement dans ces nuclei, ou la concentration en monomeres est la
plus forte. Par conséquent, les nuclei grossissent suite a la capture de chaines de polymére et 2
I’élongation de celles préexistantes au sein des microglobules. Les nuclei coalescent enfin, suite 2
leur interpénétration. Des clusters de nuclei, réticulés entre eux, se forment. Ces clusters restent

dispersés, isolés dans la phase liquide et continuent de croitre.

Dans les phases finales de la polymérisation, la taille des agglomérats est suffisamment grande
pour qu’ils rentrent en contact avec un grand nombre de nuclei voisins, formant de cette facon
une matrice interconnectée au sein du systeme de polymérisation. Cette matrice interconnectée
est renforcée, d'une part, par la réticulation interglobulaire, et, d'autre part, par la capture des
chalnes en cours de polymérisation dans la solution, ce qui conduit 4 un corps polymére poreux.
Le volume poreux de ce polymeére est, en fin de polymérisation, proche du volume de porogene
introduit dans le mélange réactionnel initial. Ces processus de polymérisation et de formation de
la structure macroporeuse sont influencés par différents facteurs expérimentaux tels que la
température de réaction si la polymérisation est initiée par voie thermique, les teneurs relatives en
monomeres mono- et poly-vinyliques, le porogéne (composition et teneur) et enfin 'amorceur
(qualité et quantité introduite). L’influence se manifeste, tout d’abord, au niveau de la vitesse de
nucléation ou de la séparation de phases, qui est plus ou moins précoce. Ensuite, elle affecte la
taille des globules formés et leur coalescence. Ceci se répercute, enfin, sur la porosité finale de la
phase et la porosité intra-particulaire (liée a la réticulation du monolithe au sein des mictro-

globules).
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Figure 9: Polymérisaion en émulsion ou
suspension : préparation de particules de taille plus
ou moins calibrée

Figure 70 : Polymérisation en moule : préparation
d’une phase monolithique dans un capillaire

Si le mécanisme de formation de pores mis en jeu lors d’une polymérisation en émulsion est bien
documenté, la connaissance actuelle des facteurs qui contrélent la taille des pores pour une
polymérisation en moule reste encore fort empirique. En effet, la distribution de la taille des
pores dans le deuxiéme cas, est décalée vers les larges pores, comparée a une polymérisation en

émulsion, 2 mélange réactionnel équivalent (Figure 11)."
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Figure 11 : Différence dans la distribution de la taille des pores pour une polymérisation menée soit en
suspension (courbe noire) soit en monolithe (courbe blanche).!?

Pour une polymérisation en émulsion, le volume du milieu réactionnel est largement supérieur a
celui du polymeére formé, alors que pour une polymérisation sous forme monolithique le volume
du milieu réactionnel définit celui de la structure poreuse de polymeére obtenue. Par conséquent,

les processus de polymérisation respectifs différent, en particulier, sur deux aspects. En moule, le
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mélange est statique et il existe une seule phase, organique, alors qu’en émulsion, le mélange est
sous agitation et il est biphasique. Par conséquent, il existe une tension a la surface liquide-liquide
entre les deux phases, caractéristique d’une polymérisation en suspension ou en émulsion. La
dynamique de la polymérisation n’est pas la méme. Le deuxieme aspect concerne la rétraction du

matériau formé qui existe en émulsion et non, ou peu, en moule.

Dans le cas d’une polymérisation en moule, ot le mélange réactionnel est statique (i.e. pas
d’agitation), les nuclei dont la densité est plus grande que celle du milieu réactionnel, s’accumulent
sut le fond du récipient. Ils y sédimentent pour donner une structure trés poreuse, faiblement
organisée, a ce stade de la polymérisation. Au fur et 2 mesure, ce manque d’organisation
disparait ; les nuclei viennent au contact les uns des autres. De nouvelles chaines de polymére, qui
les relient entre eux, croissent pour donner une matrice interconnectée. La polymérisation
continue, 2 la fois en solution et dans les nuclei gonflés par des monomeéres. De nouveaux nuclei
apparaissent et ceux préexistants grossissent. Il en résulte, d’aprés Fréchet et al, (i) une
disparition des larges pores qui, en fin de polymérisation, dépend linéairement du taux de
conversion des monomeres et (ii) la perte d’individualité des nuclei suite a la capture de chaines
- de polymere en formation et a leur gonflement. Cette perte d’individualité est plus précoce que
pout une polymérisation en émulsion. Ainsi, en émulsion, les nuclei qui coalescent sont-ils plus

organisés, plus denses et présentent-ils des pores plus petits qu’en moule.

Le deuxiéme aspect est ’absence de contraction radiale du monolithe 2 laquelle sont sujettes les
patticules prépatrées en émulsion. Ceci est dii, d’une part, aux interactions entre le monolithe et
les parois du moule, en particulier si ces derniéres ont été traitées au préalable, et, d’autre part, a
I’absence de tension interfaciale conduisant 2 une compression du matériau au cours de sa
formation. Notons que cette absence de contraction radiale explique le décalage de la distribution
de la taille des pores vers les plus grandes tailles. Globalement, la contraction du monolithe est
estimée 2 6% seulement. Elle se produit, tout d’abord, en début de polymésisation sur des nuclei
a peine formés. Ceci n’affecte pas la structure monolithique puisqu’elle n’existe pas encore.
Ensuite, elle peut avoir lieu en fin de polymérisation, mais cette fois, la réticulation intense

prévient toute modification de volume notable du monolithe et son « décollage » de la paroi.

En dépit de ces différences dans le déroulement de la polymérisation, 'influence de plusieurs

parametres réactionnels sur la structure finale du monolithe a été identifiée et décrite.
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Effet de la température

Nous discuterons ici de l'effet de la température uniquement dans le cas d’'une polymérisation

radicalaire amorcée par voie thermique.

La température de réaction affecte conjointement le taux de nucléation et le pouvoir solvant du
porogene, ce dernier effet étant, le plus souvent, négligeable. L’effet de la température se
manifeste lors de I'amorcage de la polymérisation, dont ’énergie d’activation dépend de la
température. Si la température de réaction est plus élevée, le nombre de radicaux libres formés
augmente. Par conséquent, il y a plus de nuclei et de globules : le taux de nucléation est plus
rapide que le gonflement des nuclei. A quantité initiale en monoméres constante, la taille des
globules est nécessairement plus petite et les pores ou vides interstitiels plus petits, ce qui
explique le décalage observé dans la distribution de la taille des pores. Globalement, la taille des
pores est invetsement proportionnelle a la valeur de la température de polymérisation dans le cas
d’un amorcage thermique de cette derni¢re. Notons que pour une polymérisation en moule, la
température est plus basse, le taux de nucléation est donc plus faible, ce qui se traduit par la
présence de pores plus larges dans la structure finale. Parallélement, la qualité du solvant est
légerement affectée par un changement de température; une élévation de la température
augmente le pouvoir solvant, qui commande la séparation de phases et la formation des nuclei, et

favorise ainsi la dissolution des chaines de polymeére dans le porogene.

De la méme fagon, un changement dans les conditions d’initiation photochirrﬁque modifie le
processus de polymétisation, mais uniquement dans un sens, car le pouvoir solvant du porogéne
n’est a priori pas modifié. Ainsi, I'utilisation d’un photoamorceur plus réactif, plus puissant se
traduit-il par un accroissement du taux de nucléation et donc un décalage de la distribution des
pores vers les plus faibles valeurs. L'efficacité de 'amorceur peut, de la méme fagon, étre
modulée en changeant la longueur d’onde d’irradiation du mélange réactionnel : 'amorceur sera
d’autant plus réactif que la longueur d’onde d’irradiation sera proche de son maximum

d’absorption.

Effet de la composition du porogéne

Le porogene est constitué d’un ou de plusieurs solvants. Leur comportement vis-a-vis des chaines
de polymeére 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 nuclei

réticulés. Le porogéne va donc influencer la structure poreuse du monolithe, par son pouvoir de
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solvatation, qui va gouverner I'apparition de la séparation de phase et par sa teneur relative dans
le mélange réactionnel. Notons que le pouvoir de solvatation global du porogene change durant
la polymérisation puisque la composition du mélange réactionnel évolue, suite a la consommation

des monomeéres et a la croissance des chaines de polymere.

Si le porogéne est un mauvais solvant pour les chaines de polymeére en croissance, la séparation
de phase est précoce. Elle est provoquée par ’accroissement de la masse moléculaire des chaines
de polymeére. La polymérisation continue uniquement au sein des nuclei qui 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 de figure, plus gros et
séparés par de plus larges vides. La structure monolithique poreuse renferme ptincipalement des

méso- et des macropores.

Si, au contraire, le porogene est un bon solvant pour le polymeére, les petits nuclei et la solution de
polymérisation sont en compétition pour le déroulement du processus de polymérisation. La
séparation de phases est plus tardive. Elle est uniquement régie par la réticulation du matériau au
sein des nuclei. Globalement, les nuclei 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 matériau présente une aire spécifique considérable et un faible

volume poreux.

Par conséquent, le porogene utilisé se compose en général d'un bon solvant et d’un mauvais
solvant pour le polymére afin que le matériau final allie micro- et macropores. Le bon solvant, ou
microporogene, favorise la formation de micropores, alors que le mauvais solvant, ou
macroporogene, celle de macropores. Le choix des teneurs respectives en bon et mauvais solvant

ermet d’ajuster les propriétés de porosité de la phase.
P ] prop p

Elffet de la teneur en agent réticulant

La teneur en agent réticulant ou monomeres polyvinyliques affecte conjointement la porosité du
matériau et sa composition chimique. Avec une teneur en agent réticulant plus importante, les
globules qui apparaissent dans le milieu sont plus réticulés et la séparation de phases est plus
précoce ; Peffet est identique a celui d’un solvant « pauvre ». Cependant, les nuclei qui sont plus
réticulés ont moins tendance a coalescer. Les globules plus réticulés sont de moins bons solvants
pour les monomeéres : 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
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les plus faibles valeurs. Les matériaux monolithiques préparés avec un fort pourcentage en agent

réticulant sont peu perméables et ne sont pas opérationnels sous des pressions raisonnables.

C. Applications courantes des monolithes

Les monolithes polyméres rigides ont trouvé de nombreuses applications en raison de leur
structure poreuse fixe, de leur plus faible résistance au transfert de masse et de leur aire spécifique

élevée en comparaison avec d’autres matériaux poreux.

1. Phases stationnaires de chromatographie liquide a hante performance

Du fait de leur double porosité, les supports monolithiques sont utilisés comme phases
stationnaires de chromatographie ; les larges pores servent a I’écoulement des solvants et les

micropores sont le siege des interactions entre phase stationnaire et analytes.

Ces applications chromatographiques concernent différents types de séparations, des séparations

31,32

en conditions normales®* ou inverses,”* des séparations basées sur des échanges d’ions® ou de

Iaffinité,

entre autres. Du fait de la souplesse de ces matériaux en termes de fonctionnalité,
une grande variété de phases stationnaires monolithiques est envisageable. Les phases inverses
sont préparées a partir de monomeres fonctionnels portant une longue chaine aliphatique ou 2
partir de mélanges styréne/divinylbenzéne,” les phases d’échanges d’ions a partir de monoméres
présentant un groupement chargé comme des groupements ammonium quaternaire. Ainsi, les
monolithes ont-ils été utilisés pour des séparations de peptides,” de protéines,™

40-42

d’oligonucléotides™* et méme de petites molécules organiques.®

Un avantage majeur des phases monolithiques pour ce type d’applications est, outte leur
souplesse en termes de fonctionnalité, la plus grande vitesse de séparation en comparaison avec
des phases constituées de billes tassées, sans que cela ait pour autant des répercussions sur la
qualité et Iefficacité de la séparation. Cette diminution des temps de séparation s’explique par la

plus faible résistance au transfert de masse de monolithes.

2. Phases stationnaires d électrochromatographie capillaire (ECC)

L'électrochromatographie capillaite est une méthode de séparation "hybride" entre
chromatographie et électrophorése. Cette technique repose sur des interactions avec une phase
stationnaire comme en chromatographie, le déplacement des liquides étant induit par un champ

électrique comme en électrophorese. Pour favoriser la formation du flux électro-osmotique, la
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phase stationnaire doit comporter des charges de surface, en plus de sa fonctionnalité propre. Les
phases stationnaires monolithiques sont donc identiques a celles utilisées en chromatographie,
mais elles présentent également des charges de sutface introduites avec I'ajout de monomeéres
chargés dans le mélange réactionnel; PAMPS (acide 2-acrylamido-2-méthyl-1-
propanesulfonique) ou lacide vinylsulfonique® ou le sulfate de 2-(acryloyloxy)-

éthyltriméthylammonium méthyl.*

3. Bioréactenr engymatique d haut débit

Les monolithes sont aussi utilisés comme supports de microréacteurs et, notamment, de réacteuts
enzymatiques ou lenzyme est immobilisée. Les monomeres fonctionnels comportent des
groupements réactifs, sur lesquels 'enzyme est ancrée une fois le support monolithique formé.
Ces groupements réactifs sont, par exemple, (i) un cycle époxy qui s’ouvre en présence d’un
groupement amine présent a la périphérie de 'enzyme,” (i) une fonction hydroxyl, facilement
oxydable en aldéhyde ou en acide carboxylique qui réagit de méme avec une fonction amine*ou

encore (i) un groupement azlactone qui s’ouvre en présence d’une amine.”

Le premier avantage des phases monolithiques pout ce type d’abphcadons est encore la présence
de macropores et leur plus faible résistance au transfert de masse. Un des problémes majeurs
rencontrés avec les supports traditionnels (type billes de silice) est, en effet, une diminution de
l'activité apparente de l'enzyme immobilisée puisque I’étape limitante dans ces microréacteurs est
la diffusion des substrats de haut poids moléculaire vers les sites actifs des enzymes. Dans le cas
des monolithes fortement poreux, l'augmentation du transfert de masse par convection permet
de surmonter ce probleme. Des études comparatives ont montré que P'activité enzymatique de la
trypsine immobilisée sur les monolithes est toujours plus grande que celle immobilisée sur des
billes de silice méme si celles-ci sont choisies de taille suffisamment petites (11pum) pour

minimiser I'effet de la diffusion sur la vitesse de la réaction de digestion.

4. Autres applications des monolithes

En dehors de celles citées précédemment, les monolithes ont trouvé plusieurs autres utilisations.
Nous citerons brievement, pour finir, leur utilisation comme phase solide de détection par
chimio-luminescence.”' La chimio-luminiscence du peroxyoxalate est utilisée pour une détection
directe du peroxyde d’hydrogéne a I'aide d’un groupement fluorophore, ici immobilisé sur un
support monolithique. Les réacteurs reposant sur un support de type monolithique, préparé in situ

par polymérisation, exhibent une efficacité deux fois plus élevée que ceux constitués de particules
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fonctionnalisées et tassées. Cette différence d’intensité de fluorescence et de sensibilité de

détection est corrélée aux propriétés physiques du matériau et a sa macroporosité plus élevée.

D. Monolithes et microfluidique

1. Avantages dans le contexte microfluidique

Ces derni¢res années, plusieurs articles sont parus décrivant lutilisation de structures
monolithiques pour des applications microfluidiques sur des microsystémes.”> Ce type de
supports présente de grands avantages dans un contexte microfluidique comparé a d’autres
technologies plus classiques, ce qui explique leur succés pour de telles applications. Leur
préparation est facile et ne nécessite pas de contréle de la densité de tassement, ni de hautes
pressions, ni de frittés. Le monolithe est préparé in situ par polymérisation radicalaire apres
injection du mélange réactionnel dans le microcanal ou dans un support capillaire. ILa réaction de
polymérisation est alors initiée par irradiation UV du mélange réactionnel, afin de controler
spatialement la formation du monolithe sur une longueur donnée. Ainsi, la préparation successive
de différents supports monolithes, dans des zones définies, et dédiés a différentes applications
(digestion, séparation...) est-elle possible. Les propriétés finales de la phase sont facilement
ajustables, sa morphologie ou fonctionnalité mais surtout sa porosité afin de former une phase
tres perméable et adaptée a un systéme de pompage sur puce. A cette échelle de l'ordre du
micron, une étape de traitement de parois préliminaire est indispensable afin d’assurer la

covalence du monolithe dans son support, capillaire ou microcanal.”

2. Applications en microfluidique
Phase de SPE

La premiére utilisation est la réalisation d’'un module d’extraction en phase solide intégré sur un
microsystéme a partir de monomeéres acrylate.”’ L’extraction en phase solide a pour but de retenir
sélectivement des analytes pour les libérer ultérieurement en solution plus concentrée. Son
utilisation majeure est le dessalage ou la purification de solutions d’analytes conjointement a leur
concentration. Les monolithes sont idéalement adaptés aux applications d’extraction en phase
solide du fait de leur aire spécifique élevée qui leur confére une capacité élevée d’adsorption des
analytes. Les excellentes propriétés de transfert de masse de ces monolithes ont fourni une

capacité acceptable et méme une vitesse d'écoulement remarquablement élevée.

m



Chapitre 2: Dispositif chromatographique basé sur une phase monolithique polymére
Développements de microsystémes fluidiques pour I'analyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

Meélangenr

Une autre application originale d’une structure monolithique consiste en un mélangeur réalisé sur
un microsystéme :** la morphologie des monolithes et, en particulier, leurs propriétés de porosité,
ont permis de créer un écoulement turbulent a Pintérieur de canaux des microsystémes. Pour ce
type d’applications, la structure monolithique préparée est trés poreuse. La porosité totale est de
90 a 95 % en volume, puisque le but est de forcer le liquide a se séparer et a se rencontrer pour

effectuer un mélange.

Phase stationnaire d'électrochromatographie

Une phase stationnaire d’électrochromatographie a été préparée dans un format microfluidique &
base de monoméres acrylate.™ Cette phase d’électrochromatographie, préparée i base de
méthacrylates et ’AMPS comme monomére porteur de charge, a été éprouvée pour la
séparation, dans des conditions de phase inverse, de peptides et d’acides aminés couplés 3 un
groupement fluorescent. La détection est effectuée par fluorescence induite par une irradiation

laser.

Valves

Les monolithes ont également servi de support, dans un microsysteme fluidique pour la
réalisation de valves en polymére thermosensible (polyNIPAAm), greffé sur le monolithe.”® Le
polyNIPAAm exhibe une transiion de phase a une température donnée nommée T, ou
température critique du matériau. En dega de T, le polymére est hydrophile et gonflé, alors
quau-dela de T, il devient hydrophobe et se rétracte. Le greffage de chaines de polyNIPAAm
dans un microcanal permet donc de réguler 'écoulement des liquides pat un simple changement

de température.

Microréactenr de digestion enzgymatiqne

Enfin, un microréacteur de digestion enzymatique a été décrit dans une structure
microfluidique.”® Le monolithe comprend des monoméres vinyl-4,4-diméthylazlactone sur
lesquels peut étre immobilisée I'enzyme protéolytique, la trypsine, de fagon covalente, de la méme

fagon que dans un support macroscopique.
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ITI. Etudes en support capillaire de phases inverses de séparation et
dessalage

A. Présentation des phases élaborées et du protocole de préparation

1. Nature des phases préparées

Nous nous sommes principalement intéressés a la préparation de phases hydrophobes, dédiées a
du dessalage ou de la séparation en conditions inverses. En effet, les phases usuellement
consacrées 2 ce type d’applications sont constituées de billes poreuses fonctionnalisées en surface
par des chaines aliphatiques de longueur variable. Ces phases sont dites en C4, C8, C18 pour
désigner la longueur de la chaine carbonée greffée sur les particules. Nous avons appliqué cette
stratégie pour la préparation de phases monolithiques en utilisant des monomeéres mono-
vinyliques avec un groupement fonctionnel de ce type, i.e. une chaine aliphatique en Cn. Le
monomére fonctionnel est un méthacrylate d’alkyl, le méthacrylate de butyl ou de lauryl pour la
préparation de phases, respectivement, en C4 ou C12. Dans les deux cas, le monomeére réticulant
est le diméthacrylate d’éthyléne. Les phases en C4 ont principalement été testées pour le dessalage

d’échantillons biologiques et les phases en C12 pour de la séparation.

2. Composition des mélanges réactionnels
a. Phases de dessalage

Les phases de dessalage sont préparées a partir d'un monomere en C4, le méthacrylate de butyl et
de diméthacrylate d’éthyléne, introduits dans un rapport équimolaire. Le porogeéne utilisé a
d’abord été ternaire et composé de pronan-1-ol, butanediol et d’eau dans divers rapports
volumiques, puis binaire avec la suppression de la composante aqueuse pour donner un mélange
pronan-1-ol/butanediol. Ces deux solutions, le mélange de monomeéres et le porogeéne sont
ensuite mélangés dans un rapport volumique 70/30, le porogéne étant introduit en plus grande

quantité.

Le choix du porogene a été motivé par une publication de Fréchet et al. qui décrit 'utlisation de
porogéne ternaire pour la préparation de phases monolithiques en C4 par voie photochimique.”
En effet, il ressort de la littérature que pour des polymérisations par voie photochimique, des
porogeénes plus légers peuvent étre utilisés, avec des composantes plus petites comme des alcools
courts, qui sont exclus des polymérisations par voie thermique du fait de leur plus forte volatilité.
De plus, ici, le monomeére fonctionnel en C4 est bien soluble dans ce mélange porogénique, ce
qui n’est pas le cas de monoméres ayant comme fonctionnalité une chaine aliphatique plus

longue. La composante aqueuse a été supprimée dans un second temps. En effet, ’eau est en
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général ajoutée au porogene pour faciliter la solubilisation de monoméres chargés, comme
IPAMPS. Ces derniers sont introduits dans les mélanges réactionnels destinés a former des phases
stationnaires d’électrochromatographie ; leur réle est de favoriser le flux électro-osmotique.
L’ajout d’eau est inutile ici, puisque le monolithe n’est pas destiné a des applications
d’électrochromatographie et que le mélange réactionnel ne comprend pas de monoméres chargés
comme ’AMPS. Enfin, Pamotceur, I'azobisisobutyronitrile, est introduit a raison de 1-2% par

rapport a la masse totale en monomeéres.

O.
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Figure 12: Monoméres udlisés, ici, pour la préparation de phases monolithiques: 'EDMA ou
diméthactylate d’éthyléne comme agent réticulant et les méthacrylates de butyl et de lauryl comme
monoméres fonctionnels.

b. Phases séparatives

Les phases séparatives sont préparées a partir d'un monomere fonctionnel plus hydrophobe, le
méthacrylate de lautyl et le diméthacrylate d’éthylene comme agent réticulant. Ils sont introduits
dans un rapport molaire différent, avec 35% mol d’agent réticulant seulement. Une teneur plus

grande en agent réticulant conduit a la formation d’un réseau trop dense.

Divers porogénes ont été testés pour la préparation de phases en C12, comme le résume la Table
1. Tout d’abord, un porogeéne binaire constitué de petits alcools a été utilisé, un mélange
méthanol/butanol, 4 Iimage des phases préparées pour des applications de dessalage.
Néanmoins, ces petits alcools se sont avérés peu adaptés pour la solubilisation du méthacrylate de
lauryl qui présente une chaine aliphatique plus longue que son analogue butyl. Nous nous
sommes donc tournés vers un porogene ternaire composé de solvants plus lourds, le
cyclohexanol et éthyléne glycol, et d’eau. En effet, El Rassi et al. décrivent 'utilisation d’un tel
mélange ternaire pour I’élaboration de phases d’électrochromatographie a partir de monoméres
en C17.” Ici, trois phases ont été préparées avec un porogéne ternaire 2 base de ces trois
constituants, introduits dans des proportions variables. Les compositions sont résumées dans la
Table 1. Enfin, de méme que pour les phases de dessalage, la composante aqueuse a finalement

été supprimée du porogeéne du fait de 'absence de monomeéres chargés dans le mélange
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réactionnel Notons, en effet, que ’eau est un trés mauvais solvant pour le monolithe préparé et

que sa présence influe fortement sur le déroulement des processus de polymérisation.

Pour les phases séparatives, la teneur volumique en porogéne est de 60 a 65% pour une teneut en
solutions de monoméres respective de 40 a 35%. En effet, si la teneur en porogene est trop forte,
la phase est trop poreuse et la séparation en est dégradée. Le liquide s’écoule a travers la colonne

et interagit moins avec la phase stationnaire.

Enfin, de méme que précédemment, 'amorceur, I’azobisisobutyronitrile (AIBN), est introduit 2

raison de 1-2% par rapport a la masse totale en monomeres.

Table 1: Composition des mélanges réactionnels utilisés pour préparer des phases stationnaires
monolithiques de chromatographie, 4 des fins séparatives.

. \ Teneur vol
Composition du porogéne \
en porogéne
Butanol/Methanol o
Colonne 1 60/40 60%
Cyclohexanol/Ethyléne glycol/H,O 0
Colonne 2 77/20/3 65%
Cyclohexanol/Ethyléne glycol/H,O 0
Colonne 3 77/20/3 60%
Cyclohexanol/Ethyléne glycol/H,O 0
Colonne 4 75/20/5 60%
Cyclohexanol/Ethyléne glycol 0
Colonne 5 80,20 60%

3. Protocole de préparation des phases monolithiques
a. Etudes préliminaires dans un support capillaire

Les études préliminaires de préparation et de caractérisation des phases monolithiques, avant le
passage a des microcanaux usinés, ont été effectuées dans des capillaires standard. Ces capillaires
en silice fondue sont transparents aux irradiations UV pour étre compatibles avec une
préparation de monolithes par voie photochimique ; ainsi, ces capillaires sont-ils couverts d’un
revétement téflon au lieu du revétement polyimide conventionnel. Ils sont rigides au lieu d’étre
souples et la présence de monolithes peut étre visualisée a travers le capillaire. Ce support

capillaire est adapté a ces études préliminaires. Tout d’abord, les capillaires sont facilement
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manipulables et se connectent sur les systémes de pompage usuels, sur les chalnes de nanoLC, sur
les pousses-seringues a I'aide de raccords UpChurch Scientific, aussi bien pour I’élaboration 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 diamétre externe de 360 um pour un diamétre interne inférieur ou égal a
75 um. Les colonnes capillaites monolithiques préparées ont une longueur de 15-20 cm pour
mimer les colonnes commerciales (PepMap, LC Packings, i.d. 75 pm, L = 15 cm) et, de ce fait,

faciliter la comparaison des performances observées.

b. Protocole détaillé de ['élaboration des phases

L’élaboration des phases monolithiques est effectuée selon un protocole standard, comme décrit

précédemment.

Dans un premier temps, les parois internes du capillaire sont traitées, avant I'injection du mélange
réactionnel, afin de garantir 'ancrage covalent de la phase monolithique dans son support
capillaire. Cette étape de préparation des capillaires repose sur I'utilisation d’un agent de couplage
hétérobifonctionnel qui réagit, d’une part, avec les groupements silanol présents sur la surface de
silice fondue et, d’autre part, avec les monomeres introduits dans le mélange réactionnel. Ici,
Pagent de traitement de parois est le 3-(triméthoxysilylpropyl)méthacrylate. Le traitement de

* Aprés activation des parois

parois est composé d’une série de lavages séquentiels.
successivement en milieu basique (NaOH pour hydrolyser les fonctions silanols) et en milieu
acide (HCI), le réactif de traitement de parois est introduit dans une solution a 30 % volumique

dans ’acétone.

Une fois les capillaires traités, le mélange réactionnel est préparé. Le porogene et le mélange de
monomeéres sont constitués séparément, puis mélangés dans les proportions souhaitées.
L’amorceur est ajouté et I'ensemble obtenu est soumis aux ultra-sons pendant 5 minutes puis
dégazé a P'argon. Le mélange est injecté a 'aide d’un pousse-seringue dans le capillaire, qui, une
fois rempli, est bouché et placé sous irradiation UV & = 365 nm) pendant 2 heures environ.
Lorsque la polymérisation est terminée, le monolithe obtenu est lavé abondamment au méthanol

pour éliminer toute trace du mélange réactionnel et séché a I'étuve une nuit (80 °C).

B. Etude physico-chimique des matériaux

1. Etude morphologique qualitative MEB
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Dans un premier temps, les phases monolithiques obtenues ont été observées en microscopie
électronique a balayage (MEB) : cette observation donne des informations qualitatives sur la
morphologie du monolithe. A cette fin, les capillaires sont coupés proprement a I'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 Iétape

préliminaire de métallisation du matériau.

Notons tout d’abord, que cette étude MEB permet de vérifier ancrage du monolithe dans son
support capillaire. La Figure 13 représente une vue agrandie de la phase monolithique au
voisinage de la paroi ; elle montre 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.

Figure 13 : Vue agrandie de la phase monolithique au voisinage de la paroi du capillaire : le monolithe est
accroché de facon covalente sur la paroi, il n’y a pas de « failles » comme on I'observe en absence de
traitement des parois du capillaire.

La Figure 14 présente les photographies de microscopie électronique obtenues pour trois des
phases séparatives a base de LMA, les phases numérotées 1, 2 et 5 dans la Table 1. Ces
photographies montrent la structure typique des matériaux monolithiques, formée d’un réseau de
nodules connectés entre eux et formant une structure poreuse. La phase monolithique se situe au
centre de la photo principale et est entourée d’une gaine de capillaire. L’encart en haut a droite
montre une vue plus agrandie de la phase monolithique (X 5000 contre X 1000 pour la photo

globale du capillaire), renseignant sur les tailles des nodules et des pores de la phase.
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Figure 74 : Photographies de microscopie électronique des phases monolithique présentées ici (barre
d’échelle 20 pm).

De bas en hant d droste ; phase 1, phase 2 et phase 5.

En encart ; vue agrandie du matériau (barre d’échelle 5 pm)
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La phase 1, préparée avec un porogene binaire composé de petits alcools (MeOH/BuOH 80/20)
dont la teneur dans le mélange réactionnel est de 60 %, présente une apparence non homogene ;
elle méle quelques rares petits nodules (0,6 pm) a une majorité de gros nodules (3 um). D’autre

part, la porosité apparente de la phase est élevée.

La phase 2, elle, préparée a partir d’un porogene ternaire (CyOH/EG/H,O 77/20/3) introduit 2
raison de 65 % volumique dans le mélange réactionnel, présente une apparence toute autre. Le
monolithe est constitué de tous petits nodules (0,35-1,2 pm), plus réguliers que précédemment.
La forte teneur apparente en macropores est une signature du pourcentage volumique plus élevé
de porogéne dans le mélange réactionnel et laisse entrevoir une porosité intra-particulaire

(micropores) faible voire nulle.

La phase 5, préparée avec 65 % volumique d’un porogéne binaire composé d’alcools lourds
(CyOH/EG 80/20), présente une appatence trés homogene. Les nodules sont trés réguliers en
taille et en répartition sur la toute section du capillaire et quasi-sphériques ; leur taille est
approximativement de 0,6-1,25 pm d’aprés la photographie de microscopie agrandie (X 5000)
placée en encart. L’apparence de cette phase est a priori « sympathique » pour des applications
chromatographiques, puisqu’elle ne révéle pas I'existence de chemins préférentiels (macropores)

pour I’écoulement des liquides, qui ne verraient de ce fait pas la phase stationnaire.

Notons enfin que la taille des nodules, estimée 2 partir de photographies MEB agrandies (X 5000)
pour les différentes phases, est inférieure a celle des particules poreuses standard, de silice ou de
polymére, conventionnellement utilisées pour préparer des colonnes séparatives et ayant un
diameétre d’environ 3 um. Ceci illustre la compatibilit¢é et l'adéquation des matériaux
monolithiques pour la préparation de phases stationnaires dans des supports trés étroits (~ 10
pm). Par ailleurs, la perméabilité des monolithes reste supérieure a celle des phases

conventionnelles du fait de la présence de macropores, facilitant ’écoulement des fluides.

2. Etude en fluidigne
a. Mesure de la perte de charge an cours d’une expérience de séparation

L’allure typique de la perte de charge observée lors d’une expérience de séparation P = (7)) est
représentée en Figure 15. Elle se caractérise par un plateau en début et en fin de gradient et par
une dépression apparaissant lorsque la teneur en acétonitrile dans I’éluant augmente ; ceci met en
évidence le plus fort gonflement du monolithe en milieu aqueux que dans I'acétonitrile. La perte

de charge renseigne sur deux propriétés de la phase monolithique, sa résistance 4 I'écoulement

119



Chapitre 2° Dispositif chromatographique basé sur une phase monolithique polymére
Développements de microsystemes fluidiques pour ’analyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

donnée par la valeur maximale de la chute de pression et sa sensibilité 4 ]a composition de I'éluant

donnée par 'amplitude de la dépression.
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Figure 15: Allure de la perte de charge observée lors d’une expérience de séparation sur une colonne
monolithique

Les valeurs de la perte de charge maximale mesurée pour les 5 colonnes monolithiques discutées
ici sont présentées dans la Table 3 ; ces valeurs varient dans une gamme allant de 40 a 90 bar
environ pour des longueurs de colonnes de 14 4 19 cm, comme l'indique le tableau 3. Ces valeurs
de chute de pression sont nettement inférieures a celle obtenue pour une colonne commerciale
particulaire (PepMap, L.C Packings) qui est, elle, de 125 bar pour une longueur de 15 cm. Les plus
faibles valeurs observées sur des colonnes monolithiques s’expliquent par lexistence d’une
macroporosité dans ces matériaux, en opposition aux phases particulaires. Ce caractere
macroporeux confére a la phase une résistance a 'écoulement moindre. L’écoulement est favorisé
suite 2 la plus forte porosité totale de la phase et a une meilleure répartition des pores. Plus la
chute de pression est faible, plus la macroporosité de la colonne est élevée, puisque les chemins
préférentiels pour le liquide sont plus nombreux et plus larges. Ce concept de macroporosité
n’existe pas et ne s’applique pas pour une colonne particulaire: le liquide sécoule
préférentiellement autour des particules et la chute de pression est plus élevée. La valeur de la
chute de pression, seule, ne permet pas de comparer les colonnes monolithiques entre elles,
puisque les longueurs des colonnes ne sont pas les mémes ; il est donc préférable d’utiliser une
grandeur rapportée aux différents parameétres géométriques des colonnes, comme la perméabilité

de la phase monolithique.
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b. Permiéabilité des monolithes

Nous nous sommes intéressés a la perméabilité des phases monolithique présentées ici, entre elles
d’une part, et comparé a une phase particulaire d’autre part. A cette fin, nous avons calculé pour
les 6 colonnes, les 5 colonnes monolithiques et la colonne commerciale de référence, la

perméabilité B, de la phase stationnaire en utilisant la loi de Darcy.

%=MQ
AAP
Loi de Darcy

ou B, est la perméabilité de la colonne, 7 la viscosité de I'éluant, L. la longueur de la colonne, O le
débit de fluide a travers la colonne, .4 I'aire de la section de la colonne et AP la perte de charge

mesurée aux bornes de la colonne et exprimée en Pa.

Pour le calcul de la perméabilité des colonne, nous avons utilisé les valeurs de 7 et de AP
correspondant au plateau observé sur la courbe de la chute de pression (début ou fin de test), ou
la composition de I’éluant est 90,5 % d’eau et 9,5 % d’acétonitrile. La viscosité de cette solution a

été calculée ; elle est égale a 0,94 mPa.s.

La Table 2 rassemble les dimensions des colonnes (L longueur, A aire de la section), les
parametres des tests de séparation (Q débit de liquide, AP chute de pression) ainsi que les

propriétés physiques des colonnes qui ont été calculées.

Ces valeurs confirment d’abord la plus grande perméabilité des colonnes monolithiques
comparées a celles conventionnelles, constituées de particules poreuses (colonne PepMap) et que
le transfert de masse y est accru. Par ailleurs, ces valeurs sont en accord avec celles présentées

dans la littérature.

Ensuite, les valeurs de B, calculées ont servi a estimer le diametre moyen des pores ou de canal en

utilisant ’équation de Kozeny-Carman.

Equation de Kozeny-Carman
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ou 4, représente le diametre moyen des pores, B, la perméabilité de la colonnes et &; la fraction
volumique poreuse. Cette derniére a été prise, en premiére approximation, égale, pour les
colonnes monolithiques, a la fraction volumique de porogene introduit dans le mélange
réactionnel, i.e. 0,6 pour une colonne préparée avec 60% volumique de porogéne et 0,65 si la
teneur en porogene était de 65% et égale a 0,3 pour la colonne dite conventionnelle (PepMap).
Dans cette équation, le coefficient 2 est lié a la géométrie des pores, qui sont supposés
cylindriques. Le facteur 5 est un coefficient empirique de Kozeny ; cette valeur refléte une
structure composée de particules sphériques tassées. Les valeurs de 4, calculées pour les

différentes colonnes sont aussi rassemblées dans la Table 2.

Table 2 : Comparaison des cing colonnes monolithiques entre elles et avec une colonne conventionnelle
constituée de particules tassées PepMap; dimensions des colonnes (longueur L et aire de la section .A4),
paramétres des tests de séparation (débit @ et valeur maximale de la perte de charge AP) ainsi que les
propriétés physiques calculées pour ces colonnes (perméabilité B, et diamétre de pores médian d).

e | 4w | gL e | g | Bed | 4
Colonne 1 17 0,44 x 104 200 0,6 45 2,69 x 102 0,95
Colonne 2 19 0,44 x 104 200 0,65 42 3,22 x 102 0,99
Colonne 3 14,5 0,44 x 104 200 0,6 70 1,47 x 102 0,7
Colonne 4 19,5 0,44 x 104 200 0,6 80 1,73 x 102 0,76
Colonne 5 17 0,44 x 104 200 0,6 85 1,51 x 102 0,7
Colonne PepMap 15 0,44 x 104 100 0,3 125 0,4 x 102 0,5

On note tout d’abord une corrélation entre les valeurs de B, et 4, et des variations de ces valeurs
intimement liées, ce qui est naturel puisque la valeur de B, conditionne celle de 4,, diametre

moyen des pores.

Comparons tout d’abord les valeurs obtenues pour ces deux grandeurs pour les cinq colonnes
monolithiques. La perméabilité B, est la plus forte (3,22 x 10? pm? pour la colonne 2 pour
laquelle la teneur en porogene est la plus élevée, i.e. 65% volumique contre 60% volumique pour
les autres colonnes monolithiques. La porosité totale est plus forte et il en est de méme, par
conséquent, de la perméabilité de la phase. La valeur de la chute de pression AP mesurée lors
d’une expérience de séparation (42 bar) conforte ces résultats. De la méme fagon, pour cette

colonne, le diamétre moyen des pores est estimé, avec I’équation de Kozeny-Carman, 2 0,99 um,
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valeur maximale pour cette série de colonnes. Vient ensuite la colonne 1, pour laquelle la
perméabilité est de 2,69 x 107 um? valeur légérement inférieure 2 celle de la colonne 2. Le
diameétre moyen des pores est aussi assez proche, de 0,9 pm, ainsi que la chute de pression
observée, qui est de 45 bar. Les colonnes 3, 4 et 5 ont un comportement fluidique assez proche ;

les chutes de pression sont plus élevées, de 70 a 85 bar, et les valeurs de B, et 4, sont voisines,

respectivement de 1,5 x 107 um” et 0,7 pm approximativement.

Comparons maintenant une colonne commerciale particulaire aux colonnes monolithiques. Pour
la colonne commerciale PepMap, 'ordre de grandeur des valeurs reste le méme, mais les valeurs

estimées pour la perméabilité B, et pour le diamétre moyen des pores 4

J, sont beaucoup plus

faibles, de 0,4 x 102 um® (4 2 7 fois moins que pour une colonne monolithique) et 0,5 pm
respectivement. Cette observation correle bien avec la plus forte chute de pression obtenue lors

d’une expérience de séparation.

Notons néanmoins que I'équation de Kozeny-Carman varie selon la porosité totale de la phase,
son type de structure et la géométrie des pores, ce qui intervient dans le choix de la valeur des
coefficients. Ici, nous avons utilisé une forme de cette équation qui s’applique pour des phases de
porosité moyenne et, en supposant une structure composée de billes sphériques régulieres.
D’aprés Vervoort et al., cette forme de I’équation de Kozeny-Carman n’est plus valide lorsque la
porosité de la phase devient trop forte (& > 0,8).” Néanmoins, elle nous a permis de comparer
les phases entre elles, d’étudier une tendance, plus que de calculer des valeurs précises et exactes
des tailles moyennes de pores. Notons enfin que ces valeurs ne sont pas vérifiables sur les
photographies de microscopie électronique ; ces derniéres sont prises sur une phase a I’état sec

alors que les valeurs de B, et 4,

J, sont calculées 2 partir de grandeurs mesurées au cours

d’expériences de séparation (AP, 0), la phase étant mouillée, voire gonflée dans du solvant ayant

une viscosité donnée, 7.

¢. Utilisation des paramiétres de solubilité

Les proptiétés de porosité de la phase monolithiques peuvent plus ou moins étre prédites a I'aide
des parameétres de solubilité du porogene, d’une part, et du monolithe, d’autre part. Ces
parameétres « mesurent » le pouvoir solvant du porogeéne vis-a-vis du polymere et, comme le
pouvoir solvant du porogeéne influe sur le déroulement des processus de polymérisation, la
connaissance des parametres de solubilité du monolithe et du porogéne permet de mieux

appréhender les processus de polymérisation et d’expliquer les propriétés de porosité de la phase.
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La théorie prédit que si le parameétre de solubilité du porogene est tres différent de celui du
polymere, alors le porogeéne est un mauvais solvant et il favorise la formation de macropores.
Inversement, si les parameétres de solubilité sont proches, le porogéne est un bon solvant et les
petits pores sont favorisés dans la structure finale. Néanmoins, cette théorie des parametres de
solubilité s’applique plus particulicrement a des polymérisations en suspension et non en moule,
puisque les processus de polymérisation ne sont pas tout a fait les mémes et que les
caractéristiques des phases en sont changées. Pour les polymérisations en moule, la distribution
de la taille des pores est décalée vers des valeurs plus grandes. Néanmoins, une confrontation des
résultats expérimentaux aux valeurs des parameétres de solubilité permet de faire le lien entre la

qualité du porogene utilisé et les propriétés d’écoulement de la phase.

L’utilisation des parameétres de solubilité se limitera donc, ici, a la vérification et Pexplication de
certaines propriétés fluidiques observées. Nous avons calculé les parametres de solubilité pour la
phase monolithique LMA/EDMA 65/35 mol et pour les différents systémes porogéniques
utilisés. A cette fin, le modele tridimensionnel de Van Krevelen a été utilisé ; il tient compte de
trois composantes pour le parametre de solubilité, une composante due aux forces de dispersion

d,, une composante polaire §, et une composante due aux liaisons hydrogene J,

§=,[02+052+6;

14 P vV 14

6 : Paramétre de solubilité (MPa'/?)

6,: Composante due aux forces de dispersion (MPa'/?)
g,: Composante polaire (MPa'?)

8,: Composante due aux liaisons hydrogéne (MPa'"?)

1/2

F,: Constante d’attraction molaire de la force de dispersion (MPa'*cm®.mol™)

v 2cm3.rnol‘1)

F,;: Constante d’attraction molaire polaire (MPa
E,,: Energie cohésive (J.mol™)

/: Volume molaire (cm’.mol™)

Les valeurs de F,, F,, E,; et 17 ont été relevées dans les tables du Handbook of Polymer, édition

1999, de méme que les parameétres de solubilité des solvants.

124



Chapitre 2: Dispositif chromatographique basé sur une phase monolithique polymére
Développements de microsystémes fluidiques pour 'analyse protéomique par ESI-SM et MALDI-SM

Table 3 : Propriétés des cinq colonnes monolithiques présentées, en termes de porosité et des facteurs liés
a la porosité : la composition du porogéne, sa teneur dans le mélange réactionnel, la perte de charge
observée de part et d’autre de la colonne en début et en fin d’expérience de sépataton P, ., les
et le porogéne/ , ., le différentiel de

paramétres de solubilité ¢/ ) et enfin les paramétres de solubilité des solvants introduits dans le porogéne

/

paramétres de solubilité calculés pour la phase monolithique /

monolithe

solvants*

Colonne 1 Colonne 2 Colonne 3 Colonne 4 Colonne 5
Composition BuOH/MeOH CyOH/EG/H;0 CyOH/EG
du porogene 60/40 77/20/3 77/20/3 75/20/5 80/20
Teneur vol en 60% 65% 60% 60% 65%
porogene
Py (Bat) 45 42 70 80 85
Longueur L de 17 19 14,5 195 17
colonne (cm)
/ omalihe 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5
/ soragine 25,74 25,34 2534 25,74 25,34
/)= 8,24 7,84 7,84 8,24 7,84
|//)or ‘/maﬂ |
/ mon = 23,1 /C]OH_: 22.5 / Gor = 22,5
/.\’all)aﬂtf _ /EG - 32,9 —
/ meor = 29,7 _ /Ec = 32,9
/r20 = 47,9

Pour les cinq colonnes monolithiques, les paramétres de solubilité des porogénes sont assez
semblables. Pour la colonne 5 cependant, le parametre de solubilité du porogene est plus faible et
plus proche de celle du polymere. Le porogéne utilisé CyOH/EG 80/20 est donc globalement un
meilleur solvant et il favorise plus la formation de micropores. Ceci est vérifié, puisque, pour
cette colonne, la chute de pression observée était la plus forte et égale a 85 bar, 4, était de 0,7 um

et la perméabilité plus faible.

Pour la colonne 1, le porogéne est a priori un mauvais solvant pour le polymeére, puisqu’il se
compose de petits alcools (MeOH et BuOH) qui solubilisent mal les monomeéres utilisés, et, en
particulier le méthacrylate de lauryl. Ceci explique donc la faible chute de pression observée, de
45 bar, la forte perméabilité calculée a I'aide de la loi Darcy ainsi qu'un diametre moyen de pores,

estimé a 0,99 um.

Pour les colonnes 2, 3 et 4, le porogéne a une composante aqueuse qui est un trés mauvais

solvant pour les monomeéres non chargés, utilisés ici. Cette composante aqueuse va promouvoir
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la formation de macropores. La teneur en eau est la méme pour les colonnes 2 et 3, mais la
quantité de porogéne est plus grande pour la colonne 2, ce qui explique la plus forte perméabilité
de cette phase et la chute de pression plus faible observée en dépit de sa plus grande longueur.
Compatrons les colonnes 3 et 4: elles ont une porosité totale équivalente (60 %), mais la teneur
en eau est plus importante pour la colonne 4, il y a plus de macropores et la perméabilité est plus
grande. Les valeurs des chutes de pression ne sont pas significatives du fait de la différence de

longueur de ces deux colonnes.

3. Etude de porosité

Différentes techniques sont disponibles pour étudier les propriétés de porosité des matériaux.
Chaque technique a un domaine d’application propre et fournit des informations différentes et
complémentaires sur la porosité des matériaux. Ces techniques sont regroupées en trois familles
majeutes, les techniques dites d’intrusion, celles dites d’extrusion et enfin celles reposant sur

'adsorption d’un gaz. La Figure 16 liste ces différentes techniques.

Techniques macroscopiques
1. Extrusion de liquide 2. Intrusion de liquide 3. Adsorption de gaz

1.1 Porométrie d’extrusion de 2.1 Porosimétric d’intrusion de 3.1 Adsorption de vapeur
flux mercure

1.2 Porosimétrie d’exclusion 2.2 Porosimétrie d’intrusion sans 3.2 Condensation de vapeur
mercure

Figure 16 : Techniques de caractérisation de porosité

Les paramétres de porosité accessibles sont nombreux et variés ; on peut déterminer la taille des
pores (le plus petit pore, le plus grand pore et la valeur médiane de la taille des pores), la
distribution des tailles de pores, l'aire de surface spécifique, le volume poreux total, la
contribution 4 ce volume de chaque type de pores....Seule la combinaison de toutes les

techniques d’étude de porosité permet de remonter a toutes ces grandeurs.

Dans ce travail, nous avons choisi d’utiliser la technique de « porométrie a flux capillaire » pour sa
facilité de mise en ceuvre et la disponibilité de appareillage nécessaire. En effet, la technique la
plus courante pour caractériser les structures monolithiques est la porosimétrie 2 intrusion de
mercure, qui est peu a peu abandonnée en raison de la toxicité du mercure. La technique de

« porométrie a flux capillaire » est une technique dite d’extrusion. Elle consiste a remplir le
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volume poreux avec un liquide mouillant qui est ensuite chassé par application d’une pression
(Figure 17 a gauche). La valeur de la pression a exercer pour chasser le liquide de la structure

poreuse permet de déterminer le diameétre des pores (Figure 17 a droite).

Wetting liquid Pore Size
Sample  Fiow +

2

o

2 Dry curve Wet curve
o |Gas Permeability

™

Burface Are: Half-Ory curve

Mean flow pressure

Pressure

Bubble point
Gas under pressure p

Figure 17 : Principe de la technique de poromeétrie a flux capillaire. Le matériau poreux est rempli de liquide
mouillant qui est ensuite chassé du matériau par application d’une pression (gaz).

La courbe obtenue qui donne le débit de fluide (mesuré) en fonction de la pression exercée permet de
remonter aux caractéristiques de porosité du matériau.

Une variante de cette technique est de jouer sur le caractére mouillant du liquide pour la phase
étudiée, ce qui permet d’étudier le caractére plus ou moins hydrophobe des pores et cavités du

matériau et la teneur en ces différents pores.

Ces études sont en cours ; nous n’avons pas encore regu les résultats des analyses. Elles sont

réalisées par la société PMI (Porous Materials Inc.) aux Etats-Unis (Ithaca, NY).
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C. Etude en séparation des phases monolithiques

1. Protocole et conditions de test
Séparation
Les expériences de séparation sont menées sur des phases monolithiques plus conséquentes,

préparées dans des capillaires et ayant des dimensions comparables a celles des colonnes

conventionnelles, un diamétre interne de 75 pm et une longueur de 15 2 20 cm.

Table 4 : Liste des fragments présents dans le digestat de Cytochrome C commercial avec leur localisation
dans la protéine, leur séquence, leur poids moléculaire, la valeur de leur point isoélectrique (pI) ainsi que
leur degré d’hydrophobie dans I’échelle de Kyte-Doolittle et calculé a I'aide du logiciel Expasy.

Fragment Séquence du fragment Masse (M+H)* iSOéll)eOcl::';que Hydlr(;)é) IIZObie
pl

56-73 GITWGEETLMEYLENPKK 2138,05 4,49 -0,961
56-72 GITWGEETLMEYLENPK 2009,95 4,09 -0,788
9-22 IFVQKCAQCHTVEK 1633,82 8,06 0,021
39-53 KTGQAPGFSYTDANK 1584,77 8,5 -1,187
40-53 TGQAPGFSYTDANK 1456,67 5,5 -0,993
26-38 HKTGPNLHGLEFGR 1433,78 11 -0,877
89-99 GEREDLIAYLK 13006,7 4,68 -0,609
28-38 TGPNLHGLFGR 1168,62 9,44 -0,391
92-99 EDLIAYLK 964,53 4,13 0,212
80-86 MIFAGIK 779,45 8,5 1,6

74-79 YIPGTK 678,36 8,59 -0,567
9-13 IFVQK 634,39 8,75 0,82

Les colonnes capillaires monolithiques sont testées en couplage entre une chaine de nano-
chromatographie en phase liquide et la spectrométrie de masse de type nanoESI-SM, ou couplage
nanoLC-SM. La solution sortie de la colonne est donc analysée en ligne par spectrométrie de
masse sur un appareil nanoESI-Q-q-TOF (API Pulsar QStar, Applied Biosystems). L’échantillon
utilisé pour les tests en séparation consiste en un digestat de Cytochrome C commercial constitué
d’'une bonne douzaine de peptides (Table 4). L’intérét de cet échantillon, couramment utilisé
comme témoin sur les colonnes commerciales en vue de mettre au point les gradients de
séparation, réside dans sa diversité : les peptides le constituant présentent des propriétés physico-

chimiques variées (longueur et poids moléculaire, point isoélectrique, degré d’hydrophobie) ce qui
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en fait un bon échantillon modéle pour la caractérisation de nouvelles colonnes. 800 fmol de ce
digestat sont utilisés pour les premiers tests. Lorsque les résultats sont convaincants, la quantité

injectée est diminuée d’un facteur dix, progressivement : 80 fmol, puis 8 fmol et ainsi de suite.

La chaine de nanoL.C utilisée (LC Packings Dionex, Pays-Bas) se compose de trois blocs. Un bloc
de micro-pompe Ultimate muni d’un diviseur de débit Acurate servant a pomper les solvants au
travers de la colonne. L’injection des échantillons est réalisée a ’aide du bloc Famos. Le dernier
bloc du montage est le Switchos, prenant en charge Pétape de pré-concentration des échantillons
sur une pré-colonne située en amont de la colonne de séparation. En général, 10 pul. d’échantillon
sont injectés sur la pré-colonne (PepMap pre-column, L.C Packings Dionex, Pays-Bas) 4 Paide
d’une boucle d’injection dédiée a cet effet. La solution éluée est alors directement injectée sur la
colonne de séparation. Ici, la majorité des tests a été effectuée sans pré-concentration préalable
des échantillons. Dans ce cas, une boucle d’injection de 1 pL est utilisée : elle charge ’échantillon
directement sur la colonne de séparation. Au cours des expériences de séparation, la perte de

charge observée de part et d’autre de la colonne est mesurée a I'aide du premier bloc, Ultimate.

Les séparations sont effectuées dans des conditions de gradient de solvants, entre deux solvants
consistant en des mélanges eau-acétonitrile et acidifiés avec 0,1% d’acide formique. Le solvant A
est constitué de 95% d’eau pour 5% d’acétonitrile et le solvant B de 5% d’eau pour 95%
d’acétonitrile. Dans un premier temps, le gradient utilisé est celui mis au point pour les
séparations sur les colonnes particulaires commerciales, PepMap. La teneur en solvant B est
accrue de 5 2 50% en 30 minutes, puis, en 1 minute, de 50 a 95%. Cette composition de I’éluant
est conservée pendant 5 minutes, puis la teneur en B est de nouveau diminuée 4 5% en 1 minute.
Pendant les 40 minutes suivantes, la colonne est laissée pour qu’elle se ré-équilibre avec un éluant

contenant 5% en solvant B.

Ensuite, ce gradient a été affiné avec une montée plus lente en solvant B en début de gradient
afin d’améliorer les performances en séparation, comme nous le verrons dans le paragraphe
suivant. La montée en acétonitrile s’étale, pour ce gradient plus lent, sur 41 minutes contre 31

minutes pour le premier gradient testé.
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Figure 18 : Photographie du couplage nanol.C-SM. L’appareil de nanoLC provient de la société
Dionex/LC Packings et le spectrométre de masse est un appateil QqTOF QStar Pulstar de la société
Applied Biosystems

La détection en sortie de colonne est uniquement effectuée par spectrométrie de masse et non
par UV : le détecteur UV est éteint. La spectrométrie de masse est d’une part plus sensible que la
technique de détection UV et, d’autre part, elle est plus « compléte» pour des analyses de
peptides puisqu’elle fournit le poids moléculaire de espéce détectée ainsi que des informations
structurales sur le peptide, comme sa séquence en mode de détection en tandem (SM/SM). La
colonne capillaire est connectée a une source de nanoélectronébulisation (20 um d.i.; 360 pm
d.e.; 15 um di. a son extrémité ; PicoTip, New Objective) par I'intermédiaire de 20 cm environ
de capillaire standard en si]icf: fondue et recouvert de polyimide (d.i. 20 um ; d.e. 280 pum) et a
l'aide de raccords en téflon optimisés pour éviter la création de volume mort. La position de la
source de nanoélectronébulisation est ajustée 2 1 a 2 mm devant l'entrée du spectromeétre de

masse.

La détection est effectuée en mode positif, la tension d’ionisation étant égale a 2,2-2,5 kV. Les
spectres de masse sont enregistrés sur la gamme 7/ 300-2000. L’acquisition des données est
pilotée par le logiciel Analyst (Applied Biosystems) en mode IDA (poutr Information Dependent
Acquisition) avec un cycle de détection de 10 secondes. Les espéces détectées avec un niveau
d’intensité supérieur a un seuil de 30 coups sont fragmentées a 'aide d’un gaz inerte, I'argon,
I’énergie de collision relative fournie ayant été calculée en fonction de I'état de charge de I'espece.
Une fois sélectionnées pour la fragmentation et fragmentées, les espéces sont exclues de la
sélection SM/SM pendant une minute : la fenétre d’exclusion est définie avec un écart de + 0,5

Da autour de la valeur de 7/ de Pespéce.
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2. Résultats
a. Evaluation des performances des 5 colonnes

Les tests en séparation ont été menés sur 5 colonnes monolithiques capillaires différentes,
présentées dans la Table 1 de ce chapitre. Elles sont toutes cinq a base de méthacrylate de lauryl
et de diméthacrylate d’éthylene. Elles ne différent entre elles que par la teneur et la nature du
solvant porogénique utilisé. Le comportement fluidique et la morphologie de ces 5 phases ont été
étudiés ; cette étude a révélé une forte disparité entre les différentes colonnes, liée a la qualité et a
la composition du solvant porogénique utilisé pour leur préparation. L’influence du porogene se

manifeste également au niveau de la qualité de la séparation du digestat de cytochrome «.

Colonne 1

La colonne 1, préparée a partir d’'un porogene binaire a base de méthanol et de butanol, ne donne
aucune séparation des fragments contenus dans le digestat de cytochrome ¢ Tous les peptides
sont élués sous forme d’un pic tres large dans le front de solvant, comme le montre la trace de la
séparation obtenue sur le spectromeétre de masse (Figure 19). Ce résultat corréle bien avec les
études de morphologie et de porosité précédentes. La phase monolithique 1 comprend
principalement des macropores et trés peu de micropores, la surface d’échange est faible et
Iécoulement des fluides est facile. L’échantillon de cytochrome ¢ passe donc 2 travers la colonne
sans voir la phase stationnaire ; il n’est pas retenu sur la colonne et par conséquent, il n’est pas

séparé.

fooas = 3,58 x 10° 180 Yna = 775 10°

g
2 2

intensité relative %
[

intensité relative %

8 4 o s ) P 30 % '
Temps (min} Temps {min}
Figure 19 : Trace de la séparation obtenue en ESI-  Figure 20 : Trace de la séparation obtenue en ESI-
SM pour le test de la colonne 1 sur 800 fmol de SM pour le test de la colonne 2 sur 800 fmol de
digestat de Cyt C. digestat de Cyt C
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Colonne 2

La colonne 2 donne des résultats 1égerement meilleurs. Les peptides les plus gros et hydrophobes
sont retenus et séparés. Les autres sont élués dans le pic d’injection, comme le montre le graphe
de séparation (Figure 20). Ici, encore, les observations précédentes correlent avec ces résultats en
séparation. La basse perte de charge mesurée sur cette colonne montre sa forte porosité, liée ici
au pourcentage volumique élevé en porogene utilisé. Il en résulte une surface d’échange trop
faible pour que la phase soit efficace en séparation ; les interactions entre la phase stationnaire et
les composés en solution ne sont pas assez nombreuses pour que tout I'échantillon soit retenu
sur la colonne monolithique. L’échantillon est partiellement séparé, les pics sont trés larges.
Néanmoins, cette expérience a montré que ce porogene ternaire, constitué de cyclohexanol,
d’éthylene glycol et d’eau était intéressant du point de vue des propriétés de porosité de la phase.
Introduit en quantité moindre, il devrait permettre la préparation de phases monolithiques avec

un pouvoir séparateur plus grand.

Pour les trois autres phases, 3, 4 et 5, la trace obtenue en spectrométric de masse pour la
séparation du digestat de cytochrome ¢ est belle et montre la séparation effective des différents
fragments. Nous nous sommes alors intéressés a caractériser cette séparation en calculant les

efficacités de séparation pour les différents fragments.

Colonnes 3 et 4

Ces colonnes donnent une assez bonne séparation des différents peptides présents dans
’échantillon de digestat de cytochrome ¢ utilisé. Les Figures 21 et 22 ci-dessous représentent les

traces de la séparation détectées en spectrométrie de masse.

Fragment 3283 Fragment 40-53 et 2838, fragment 38.63 +
100 4 Ja = 1,54 x16° 11 7 tragment 4053 Fa = BAZ % 10°
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Figure 27 : Trace de la séparation obtenue en ESI- Figure 22: Trace de la séparation obtenue en ESI-
SM pour le test de la colonne 3 sur 800 fmol de SM pour le test de la colonne 4 sur 800 fmol de
digestat de Cyt C. T, est indiqué par une fleche en digestat de Cyt C. T, est indiqué par une fléche en
début d’élution. début d’¢lution.
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Pour chaque peptide, nous avons tracé le chromatogramme reconstitué ainsi que le spectre de
masse correspondant ; ces deux graphes sont obtenus avec un «appel dion» sur le logiciel
Apnalyst. Le premier nous a servi 4 déterminer précisément la valeur du temps de rétention du
peptide ainsi que lefficacité de la séparation. Nous avons choisi, non pas de calculer les temps de
rétention absolus, a partir de T = 0 sur le chromatogramme, mais d’utiliser des temps de
rétention relatifs, définis par T, = T, — T, ou T; correspond au début de I’élution. Nous avons
pu ainsi nous affranchir des temps morts et des volumes morts créés lors du couplage de la
colonne monolithique au spectromeétre de masse a I'aide d’une longueur de capillaire (environ 20
cm), ce capillaire conduisant 4 une sur-estimation des valeurs des temps de rétention. Les
efficacités de séparation ont été calculées a I'aide de I'expression suivante, en supposant un profil

gaussien pour les pics :

N

rel

2
55408 Lo

Cow
ou (T-T,) et w sont respectivement le temps de rétention relatif et la largeur du pic a mi-hauteur
et ou N, est exprimée en nombres de plateaux absolus. Pour obtenir une efficacité exprimée en
plateaux/m, cette valeur est divisée par la longueur de la colonne. 11 est important de noter que
Putilisation de valeurs relatives de temps de rétention conduit a2 des valeurs des efficacités de
séparation plus faibles que si elles avaient été calculées a partir de temps de rétention absolus

(apparents) ; elles sont sous-estimées, en quelque sorte.

La Table 5 résume les résultats en séparation obtenus sur ces deux colonnes ; les efficacités de

séparation sont données en nombre total de plateaux, ainsi qu’en nombre de plateaux par meétre.

Ces valeurs montrent néanmoins que le pouvoir séparatif de la colonne 3 est plus grand que celui
de la colonne 4, en dépit de la longueur plus grande de la deuxiéme (colonne 4). Cette
observation peut étre corrélée a la composition des porogeénes utilisés pour préparer ces
colonnes ; la teneur en eau est plus importante pour la colonne 4 que la colonne 3, 5% vol contre
3% vol. Le rapport entre macroporosité et microporosité pour la colonne 4 doit, par conséquent,

étre plus grand et donner une phase moins séparative.
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Table 5 : Table résumant les performances en séparation des colonnes monolithiques 3 et 4, avec les
valeurs des temps de rétention relatifs (T-To), les efficacités relatives N,; en nombre de plateaux pour la
colonne et les efficacités relatives en nombre de plateaux par métre.

Colonne 3 Colonne 4
. Neer? Nie»© b Ner® NP
Fragment ( (]r:;u]r:o)) (103 (103 ( (];;;0)) 103 (103
plateaux) plateaux/m) plateaux) plateaux/m)
56-73 19,37 ¢ 28,6 1,79 150,5 = 9,42 18,51 £ 3,78 £ 0,15 26,07 £ 1,07
- 0’30 Y — s = 0,04 > - > — 4

+ +

56-72 20’6042_7 92,68 £ 9,85 | 487,81 £51,83 20’1050_2 61,43+ 2,08 | 423,66 £ 14,36
+ +

9-22 13,54 = 5,285+ 1,79 27,82 19,40 1349 % 2,84 11,19 19,62 £ 8,20
0,35 0,15
—+

39-53 2,39+0,18 3,79+ 385 19,96 £ 20,24 2’2000_1 1,58 £ 1,13 10,89 £ 7,76
—+

40-53 2,49£0,19 ( 7,18+ 10,61 37,78 £ 55,84 2’20805 0,76 + 0,05 5,26 £ 0,32
4,68 £

26-38 4,81 £0,27 1,46 £ 0,97 7,67 £ 5,10 011 0,41+0,13 2,83 £ 0,87
328 &

28-38 3,56 £ 0,20 1,21 £1,10 6,38 + 5,81 017 0,23 + 0,03 1,60 £ 0,18
_|_

92-99 6,23 +0,18 0,75 £ 0,40 3,97 +£2,08 6’50503 0,39 £ 0,05 2,72 £ 0,37
+

80-86 2,93 10,17 3,10+ 284 | 16,29 £ 14,97 2’5060_1 1,05 £ 0,006 7,27 £ 0,04

2 Valeurs moyennes et marges d’erreurs calculées sur trois test consécutifs
b valeurs moyennes et marges d’erreurs calculées sur deux test consécutifs
¢ Valeurs calculées par rapport aux efficacités en nombre de plateaux en tenant compte de la longueur de

la colonne (19 cm pour la colonne 2 contre 14,5 cm pour la colonne 3)

Colonne 5
La derniére colonne testée est celle qui a donné les meilleurs résultats en séparation. La Figure 23
représente la trace de la séparation enregistrée sur le spectrométre de masse. Il montre que la

majeure partie des peptides est bien séparée sur la colonne 5.

Les chromatogrammes reconstitués ont été tracés pour les différents peptides, ainsi que les
spectres de masse correspondant. La Figure 24 ci-dessous représente les « appels d’ion » pour les

Fragments 56-72 et 9-22 ainsi que les spectres de masse correspondant.
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Fignre 23 : Trace de la separation obtenue sur la colonne 5 pour 800 fmol d’un échantillon de digestat de
Cyt C. T, est indiqué par une fléche en début d’élution.

La reproductibilité des expériences inter-test a été étudiée ; les valeurs présentées dans la Table 6
reflétent trois tests consécutifs de la colonne dans les mémes conditions avec la précision de la
dispersion observée pour les résultats. Nous nous sommes aussi intéressés a la reproductibilité
des expériences d’un jour sur l'autre ; les tests sont comparables en termes de temps de rétention
et d’efficacité de séparation. Le tableau ci-dessous présente les résultats en séparation pour cette

derniére colonne capillaire monolithique sur le digestat de cytochrome ¢4 800 fmol.

Les spectres de masse révelent si les peptides sont co-élués ou non et si les pics sur le
chromatogramme se chevauchent. Cette colonne 5 donne de trés bons résultats pour la
séparation des différents peptides du digestat de cytochrome ¢, les valeurs des efficacités calculées
étant proches de celles observées avec une colonne conventionnelle PepMap. Cependant, les
peptides les plus courts (Fragments 74-79, 9-13) sont élués dans le pic d’injection (ils ne sont pas
indiqués dans la Table 6 qui rassemble les résultats en séparation) et deux fragments (Fragments
39-53 et 40-53) sont co-élués, comme le montrent les spectres de masse leur correspondant.
Enfin, Pordre d’élution des peptides est similaire a celui obtenu sur une colonne conventionnelle

62-64

et suit les modeles standard,”™ qui prédisent I’élution des espéces peptidiques en fonction de leur

taille et de leur hydrophobie.
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Figure 24 : Chromatogrammes reconstitués (4 gauche) et spectres de masse correspondant (3 droite) pour
deux fragments du digestat de Cyt C pour une séparation effectuée sur 800 fmol d’échantillon.

En hant : Fragments 56-72 (T,-To= 22,06 min; N, = 145 u 103 plat/m)
En bas : 9-22 (T,-To= 16,08 min; Ny = 66 u 103 plat/m).

Notons enfin que la rigueur impose de calculer des efficacités de séparation N, non pas lors
d’expérience en gradient, mais en conditions isocratiques, contrairement a ce que nous avons fait,
ici. Néanmoins, les résultats observés lors d’une séparation menée dans des conditions de
gradient peuvent étre corrélés a ceux obtenus dans des conditions isocratiques 4 I'aide du modele
LSS® afin de corriger les valeurs d’efficacité obtenues. Les résultats en séparation présentés dans
la Table 6 corrélent bien avec ce modele et la coutbe N, = f (T-T,) donne une coutbe

exponentielle avec un facteur de corrélation de 0,9224.

Au vu des excellents résultats en séparation obtenus sur cette derniére colonne, nous avons
poursuivi les tests en nanoLC-SM. Tout d’abord, la concentration en échantillon a été diminuée
d’un facteur 10 et une expérience de séparation sur 80 fmol de cytochrome ¢ a été menée. La
trace en spectrométrie de masse de cette séparation n’est pas aussi belle qu’auparavant,
Péchantillon étant plus concentré. Néanmoins, les différents peptides sont bien retenus sur la
colonne et la séparation est effective. De méme qu’auparavant, nous avons tracé les
chromatogrammes reconstitués pour les différentes espéces peptidiques contenues dans le

digestat, ainsi que les spectres de masse correspondant. La Figure 25 représente quelques-uns des
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chromatogrammes reconstitués tracés pour les Fragments 56-73, 9-22, 28-38 et 92-99 du digestat

de cytochrome c.

Table 6 : Résultats en séparation obtenus sur la colonne monolithique 5 pour 800 fmol de digestat de
cytochrome ¢injecté directement sur la colonne.

Frasment Tempsr‘:fa:f;e““‘m Efficacité relative Ni Efficacité relative N
gme (T~T;) (min) 4 (nombre de plateaux) &9 (103 plateaux/m) <4
rdg 4

56-72 2372+ 0,32 49615 + 7980 292 * 47
5673 22,03 + 0,26 22599 + 2761 133 * 16
9-22 16,04 * 0,04 9087 + 2064 53 + 12
89-99 9.16 + 0,06 2452 + 699 14+ 4

92-99 8,79 + 0,02 945 + 33 56+ 02
26-38 6,12 + 0.12 881 + 79 52 %05
28-38 418 + 0,04 809 + 332 48119
80-86 327 + 0,09 1513 * 854 89+ 5

40-53 2,64 ¥ 0,09 532 + 75 31+04
39-53 2.49 * 0,08 1038 + 81 6105

«Temps de tétention relatifs calculés a I’aide des chromatogrammes reconstitués et définis par (Tr —Tp) ou
Ty correspond au début de Iélution.
¢ Efficacité relative de séparation en nombre de plateaux calculée a partir de la largeur du pic 2 mi-hauteur

w et le temps de rétention relative. (Tr—Ty); Nre/ = 5.54 u (Tr—Ty)/w)?

¢ Efficacité de séparation en nombre de plateaux par métre calculée 4 I'aide de la longueur de la colonne (L
=17 cm)

4 Dispersion calculée sur 3 tests consécutifs de séparation menés sur la méme colonne et dans des
conditions identiques.

Nous avons également calculé les valeurs des temps de rétention relatifs obtenus (I7~T0) ainsi
que les valeurs des efficacités de séparation relatives Nre/ en tenant compte de la dispersion
observée entre les différentes expériences. Ces différentes valeurs sont rassemblées dans le
tableau ci-dessous (Table 7). Globalement, les résultats sont similaires 2 ceux obtenus avec un
échantillon plus concentré : les peptides les plus courts sont élués dans le pic d’injection et les

Fragments 39-53 et 40-53 sont co-€lués.
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Figure 25 : Exemples de chromatogrammes reconstitués pour plusieurs fragments du Cyt C lors dune
séparation en nanoL.C de 80 fmol du digestat sur la colonne 5.

De gauche a droite et de hant en bas ; Fragment 56-73 (T,-Ty = 21,68 min; N, = 325 u 103 plat/m), Fragment
9-22 (I-Tp = 16,05 min; N = 97,1 u 103 plat/m), Fragment 28-38 (T,-Ty = 4,58 min; Ny = 9,5u 103
plat/m), Fragment 92-99 (T,-Tp = 9,39 min; N,; = 30,4 u 10° plat/m).

Cependant, les efficacités de séparation IN,,, calculées sont supérieures 2 précédemment, ce qui
laisse penser que la colonne était saturée lors du test précédent effectué sur 800 fmol de digestat
de cytochrome «. Le graphe N, = f (T-T;) correspond a une courbe exponentielle, représentée en
Figure 26, avec un facteur de corrélation de 0,9567. Ceci montre que les résultats obtenus
vérifient le modele LSS qui corréle les résultats dans des conditions de gradient avec ceux
obtenus en conditions isocratiques.”"®® La valeur des efficacités de séparation en conditions
isocratiques peut étre estimée aux environs de 500 plateaux, d’aprés ce modeéle et la courbe
obtenue. Une conclusion qui s'impose alors, est que Pefficacité de séparation peut étre améliorée

si le gradient est modifié avec une montée en acétonitrile moins forte en début de séparation.
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Table 7: Résultats en séparation obtenus sur la colonne monolithique 5 pour 80 fmol de digestat de

Cytochrome C injecté directement sur la colonne.

Fragment Temp Sr:fa:iéf‘enti"n Efficacité relative N,y | Efficacité relative N
(T-T;) (min) »4 (nombre de plateaux) 29 (10% plateaux/m) &4

56-72 23,06 £ 0,04 43459 + 5229 256 + 31

56-73 21,65 = 0,05 Hx Hox

9-22 15,91 + 0,11 16824 + 3215 99+ 19

89-99 9,17 £ 0,16 4485 + 44 26,4+ 0,3
92-99 9,11 £ 0,10 *% Hok

26-38 6,35 £ 0,12 2461 + 44 14+ 0,3

28-38 4,56 £ 0,05 1530 + 189 9+t1.1

80-86 3,44 + 0,07 504 £ 3 30£0,02
40-53 2,68 £ 0,08 1002 + 15 59 + 0,09
39-53 2,54 £ 0,09 990 £ 30 58+ 0,2

«'Temps de rétention relatifs calculés a I'aide des chromatogrammes reconstitués et définis par (1,—Tp) ou
Ty correspond au début de Pélution.

¢ Efficacité relative de séparation en nombre de plateaux calculée 4 partir de la largeur du pic 4 mi-hauteur
w et le temps de rétention relative. (T,—Tp); Now= 5.54 u ((T,—T5)/w)?

¢ Efficacité de séparation en nombre de plateaux par métre calculée a 'aide de la longueur de la colonne (L
=17 cm)

4 Dispetsion calculée sur 3 tests consécutifs de séparation menés sur la méme colonne et dans des
conditions identiques.

¢ Non déterminé

80000 -

60000

40000 <

20000 - y = 503.61e"21%¢

R? = 0.9567

Nombre de plateaux théorique

Temps de rétention {min)

Figure 26 : Corrélation entre les valeurs d’efficacité de séparation calculées et les temps de rétention
relatifs, en supposant une dépendance logarithmique des temps de rétention pour la gradient linéaire
utilisé. Courbe de corrélation tracée pour une expérience de séparation menée sur 80 fmol d’un digestat
de cytochrome ¢
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Suite a cette observation, le gradient a été changé ; la montée en acétonitrile est plus lente. En
début de gradient, la teneur de solvant B est égale a 2%. Elle atteint 15 % en 15 minutes, de # = 2
min a = 17 min, puis 50% a # = 40 min et enfin 95% en 1 min (# = 41 min). Aprés un palier a
95% pendant 5 minutes, elle est abaissée a 2%, son niveau de départ en 1 min. Désormais, les
tests en séparation seront menés avec l'un des deux gradients, celui initial, appelé gradient

« pentu » et ce nouveau gradient, dit « plat ».

b. Etude de !'influence de la longuenr de la colonne

Nous avons étudié I'influence de la longueur de la colonne sur ses performances en séparation. A
cette fin, quatre colonnes ont été préparées simultanément, a partir du méme mélange
réactionnel, celui ayant servi a I’élaboration de la colonne 5. Ces quatre colonnes ont des
longueurs égales a 8, 16, 24 et 32 cm. Ces colonnes ont été testées dans des conditions similaires
a précédemment, avec les deux types de gradients dits « pentu » et « plat », sur un échantillon de

digestat de cytochrome ¢ a 800 fmol, 80 fmol, 8 fmol et 0,8 fmol.
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Figure 27 : Traces enregistrées en spectrométrie de masse des séparations effectuées sur quatre colonnes
de longueurs différentes.

De ganche a droite, puis de hant en bas ; colonne de 8 cm, 16 cm, 24 cm puis 32 cm. Séparations menées sur
80 fmol de digestat de cytochrome ¢ avec une montée rapide en acétonitrile (gradient « pentu »).

De méme que précédemment, pour les différentes expériences en séparation, nous avons tracé
les chromatogrammes reconstitués pour chaque fragment contenu dans le digestat modéle de

cytochrome ¢. Ces graphes ont servi a déterminer le temps de rétention précis pour chaque
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espéce ainsi que lefficacité de séparation. Nous avons, une fois encore, utilisé des valeurs
relatives, un temps de rétention relatif défini par rapport au début de I’élution (T, — T,) et une
efficacité relative N, calculée a partit de ce temps de rétention relatif, comme défini

précédemment.

Les quatre colonnes de 8, 16, 24 et 32 cm, sont comparées ici pour la séparation de 80 fmol de
digestat de cytochrome ¢, en utilisant un gradient de séparation « pentu» (montée rapide en
acétonitrile), comme pour les expériences décrites précédemment. La Figure 27 présente les
traces des séparations entegistrées par spectrométric de masse pour les quatre colonnes. Ces
expériences de séparation ont également été réalisées pour 800 fmol de digestat de cytochrome ¢
mais les résultats ne sont pas détaillés ici. Pour les colonnes les plus courtes, ce graphe n’est pas
« beau » et les fragments n’apparaissent pas de fagon visible sur la trace globale de la séparation.
Néanmoins, les différents fragments se retrouvent lors des appels d’ions aux valeurs de 7/g
correspondantes, ce qui permet de tracer les chromatogrammes reconstitués de chaque ion. La

qualité de la séparation peut ainsi étre évaluée.

La longueur de la colonne influence clairement la qualité de la séparation, comme le montrent les
traces présentées en Figure 27. La colonne de 8 cm de longueur ne sépare pas bien tout le
digestat de cytochrome ¢. Seuls 4 fragments (Fragments 56-75, 56-73, 9-22 et 92-99) sont séparés.

Les autres fragments sont élués dans le pic d’injection.

Les Figures 28 et 29 illustrent les résultats en séparation obtenus sur la colonne de 8 cm pour des
séparations de 80 et 800 fmol de digestat de cytochrome ¢ Les fragments du cytochrome ¢
séparés ne sont pas identifiables sur la trace totale de la séparation mesurée en spectrométrie de
masse pour une injection de 80 fmol de digestat de cytochrome ¢. Néanmoins, les appels de ces
ions montrent leur séparation effective. Par contre, lorsque 800 fmol de digestat sont injectés sur
la colonne, la trace enregistrée en spectrométrie de masse présente des pics correspondant a
Iélution des fragments séparés. La qualité de la séparation est globalement la méme pour une

injection de 800 et de 80 fmol de digestat.
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Fignre 28 : Séparation de 80 fmol de digestat de Cyt
C sur une colonne monolithique de § cm.

De hant en bas: trace de la séparation en SM;
chromatogrammes pour les Fragments :

56-72 (T, = 15,09 min ; N,; = 329 X 103 plat/m),
56-73 (T, = 14,39 min ; N = 321 X 10%plat/m),
9-22 (T, = 7,2 min ; Ny = 13,1 X 10% plat/m) et
92-99 (T, = 2,45 min ; N, = 8,3 X 103 plat/m).
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Figure 29 : Séparation de 800 fmol de digestat de
Cyt C sur une colonne monolithique de 8 cm.

De haut en bas: trace de la séparation en SM;
chromatogrammes pour les Fragments :

56-72 (T, = 14,54 min; N,y = 345 X 10° plat/m),
56-73 (T, = 12,9 min ; Nn= 48 X 103 plat/m),
9-22 (T, = 3,22 min ; Nu= 1,5 X 103 plat/m) et
92-99 (T, = 2,51 min ; Npy= 11,3 X 103 plat/m).
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Figure 30 : Séparation de 80 fmol de digestat de Cyt  Figure 37 : Séparation de 800 fmol de digestat de Cyt
C sur une colonne monolithique de 16 cm. C sur une colonne monolithique de 16 cm.

De haut en bas: trace de la séparation en SM; De haut en bas: trace de la séparation en SM;
chromatogrammes des Fragments : chromatogrammes des Fragments :

56-72 (T, = 21,38 min ; N = 108 X 103 plat/m), 56-72 (I, = 21,4 min ; N= 787 X 103 plat/m),
56-73 (T, = 20,34 min ; N,y = 560 X 10%plat/m), 9- 56-73 (T, = 20,01 min ; N, = 200 X 103 plat/m),

22 (T, = 8,48 min ; N, = 10,5 X 10?plat/m) 9-22 (T, = 12,55 min ; N = 6,5 X 10® plat/m)
92-99 (T, = 5,08 min ; Ny = 4,7 X 103 plat/m). 92-99 (T, = 4,57 min ; N,s = 2,8 X 103 plat/m).
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Figure 32 : Résultats en séparation sur la colonne de 16 cm de longueur des Fragments 39-53 et 40-53
(gradient « pentu », injection de 800 fmol de digestat de Cyt C).

A ganche : Superposition des chromatogrammes reconstitués pour les Fragments 39-53 (bleu) et 40-53
(rouge) T, = 2,87 min ; Ny = 12 X 10? plat/m)

A droite : Spectre de masse correspondant.

Les résultats observés sur la colonne de 16 cm sont similaires a ceux obtenus précédemment sur
la colonne 5 de la série de colonnes étudiée dans le paragraphe III-C-2. Les différents fragments
sont bien séparés sauf les Fragments 39-53 et 40-53 qui sont co-élués. Les Figures 30 et 31
détaillent les résultats en séparation observés sur la colonne de 16 cm de longueur pour une
injection de 800 ou de 80 fmol de digestat de cytochrome ¢ Ces figures présentent les
chromatogrammes reconstitués pour quatre fragments, les Fragments 56-72, 56-73, 9-22 et 92-99.
La Figure 32 détaille les résultats obtenus pour les Fragments 39-53 et 40-53, les
chromatogrammes reconstitués pour ces deux fragments et le spectre de masse correspondant a

’élution simultanée de ces deux fragments.

Les colonnes de 24 et de 32 cm donnent de biens meilleurs résultats en séparation, la séparation
la plus belle étant réalisée sur la colonne la plus longue. Tous les peptides sont séparés, y compris

les deux Fragments 39-53 et 40-53 qui ne sont plus élués conjointement.

Des résultats un peu plus détaillés pour la séparation sur la colonne de 24 cm pour 80 fmol de
digestat de cytochrome ¢ sont présentés dans la Figure 33 avec les chromatogrammes reconstitués
de quelques fragments (Fragments 56-73, 56-72, 39-53 et 40-53). Ce dernier graphe met en
particulier en évidence la séparation partielle des Fragments 39-53 et 40-53 sur une colonne de 24
cm avec le gradient « pentu». La scission des deux pics correspondant a I’élution de ces deux

fragments est plus marquée lorsque la longueur de la colonne augmente encore.
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Figure 33 : Séparation de 80 fmol de digestat de Cyt C sur une colonne monolithique de 24 cm de
longueur.

De haut en bas et de ganche a droite : Trace en SM de la séparation, Chromatogrammes reconstitués pour les
Fragments 56-73 (1, = 23 min ; N,,= 232 X 103 plat/m), 56-72 (T, = 24,53 min ; Np= 374 X 103 plat/m)
et 39-53 (rouge) (T, = 2,75 min ; N,= 9,2 X 103 plat/m) et 40-53 (noir) (T, = 2,95 min ; N~ 4,3 x 10
plat/m). Zoom sut la zone 16-22 min.

En effet, lorsque la longueur de la colonne est de 32 cm, I’élution des deux peptides donne deux
pics distincts, comme lillustre la Figure 34. Cette figure présente les chromatogrammes
reconstitués pour les deux Fragments 39-53 et 40-53 ainsi que les spectres de masse
correspondants obtenus sur la colonne de 32 cm de longueur pour 80 fmol de digestat de

cytochrome ¢ injectés.

Les résultats de la séparation observée sur la colonne de 32 cm de longueur de sont pas détaillés

ici : cette colonne fait 'objet d’une étude plus poussée dans la suite de ce paragraphe.

La Table 8 résume les résultats en séparation pour 80 fmol de digestat de cytochrome ¢ obtenus
sut les quatre colonnes de longueurs différentes de 8 a 32 cm. Elle présente, pour tous les
fragments du cytochrome ¢, les temps de rétention relatifs (en min), les efficacités de séparation

calculées et exprimées en nombre total de plateaux et en nombre de plateaux par meétre.
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Table 8 : Résultats en séparation obtenus pour 80 fmol de digestat de cytochrome ¢ sur quatre colonnes
monolithiques de longueurs différentes (8, 16, 24 et 32 cm) mais de composition identique. Temps de
rétention relatifs T, calculés en utilisant les chromatogrammes reconstitués et, par rapport au début de
I’élution et efficacités relatives N en découlant en nombre de plateaux et en nombre de plateaux par
metre.

Fragment | Colde8cm | Colde1l6cm | Colde24cm | Colde 32 cm

15,09 21,38 24,53 22,45 T-To (min)

56-72 26,3 x 103 108 x 103 90 x 103 158 X 103 Ny (plat)
329 x 103 677 X 103 374 X 103 494 x 103 N (plat/m)

14,39 20,34 23 21,16 T,-Ty (min)

56-73 25,7 X 103 90 x 103 56 x 103 79 x 103 N (plat)
321 X 103 560 x 10° 232 x 103 247 x 103 N (plat/m)

7,2 8,48 17,55 T~ Ty (min)

9-22 1,05 x 103 1,7 X 102 26 x 103 N (plat)
13,1 X 103 10,5x 103 109 x 103 N, (plat/m)

6,06 10,6 11,20 T Ty (min)

89-99 1,7 X 103 9,6 X 103 22 x 103 N (plat)
10,8 x 103 40 x 103 68 x 103 Ny (plat/m)

2,45 5,08 10,8 11,24 T,-Tp (min)

92-99 0,66 x 103 0,75 x 10? 12 x 103 20 x 103 Ny (plat)
8,3 X 103 4,7 X 103 50 x 103 62 X 103 Ny (plat/m)

4,44 8,29 9,20 T,-Tp (min)

26-38 0,77 X 10 4,4 x 103 9,2 x 10 Ny (plat)
4,8 X 103 18 x 103 29 x 103 N (plat/m)

3,46 6,24 7,15 T Ty (min)

28-38 0,54 x 10° 1,03 x 103 2,4 x 10 Ny (plat)
3,4 X 10° 4,3 x 103 7,5 X 10 N, (plat/m)

2,97 41 4,80 T-Ty (min)

80-86 0,44% 103 0,6 x 10 1,3 X 10° N (plat)
2,7 X 103 2,5 X 10 3,96 X 103 N (plat/m)

2,76 2,95 3,45 T, T (min)

40-53 2,5 %103 1,03 x 103 3,8 %103 Ny (plat)
15,6 x 103 4,3%x 103 11,8 x 103 N (plat/m)

2,73 2,75 3,14 T~ Ty (min)

39-53 2,5 %10 2,2 %103 2,7 x 10 N (plat)
15,5 x 103 9,2 x 103 8,4 x 103 N (plat/m)
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Ce tableau met en évidence que lefficacité de séparation est d’autant plus grande que la colonne
est longue. Le nombre de plateaux est plus élevé pour un fragment donné lorsque la longueur de
la colonne augmente. Par ailleurs, pour toutes les colonnes, si 'on compare la séparation de 80
fmol de digestat de cytochrome ¢ et de 800 fmol, les valeurs des efficacités sont bien meilleures
pour la deuxiéme séparation, effectuée sur dix fois moins de matériel ; les pics sont beaucoup

plus fins (résultats non présentés).
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Figure 34 : Séparation des Fragments 39-53 et 40-53 du cytochrome ¢ sur une colonne de 32 cm de
longueur. Expérience réalisée sur 80 fmol de digestat de cytochrome ¢ avec un gradient « pentu ».

En hant : Chromatogrammes reconstitués et superposés pour ces deux fragments (zoom sur la zone T =
10 4 15 min).

En bas : Spectres de masse correspondants ; @ droite, spectre de masse correspondant au fragment 39-53 ; 2
ganche : spectre de masse correspondant au fragment 40-53.

Sensibilité de l'analyse et réponse détectée en spectrométrie de masse en fonction de la guantité d’échantillon injectée

Un autre point important qui a été étudié est la sensibilité de I'analyse et la réponse de la colonne
en fonction de la quantité d’échantillon injectée. Lors du test de la série précédente de colonnes
préparées a partir de phases différentes, la sensibilité en séparation était de 80 fmol, dans le
meilleur des cas (colonne 5). Pour les colonnes plus longues, par contre, la sensibilité de I'analyse
se révele bien meilleure. Pour la colonne de 32 cm de longueur, en particulier, la séparation est

effective jusqu’a 0,8 fmol de digestat de cytochrome ¢ injecté. Cette colonne a donc été choisie
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pour cette discussion. Les Figures 36 et 37 représentent les chromatogrammes reconstitués pour
divers fragments du digestat pour des séparations effectuées sur 8 fmol et 0,8 fmol de digestat

injecté sur la colonne.
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Figure 35 : Variation de l'intensité du signal en spectrométrie de masse pour deux peptides en fonction de
la quantité de digestat de cytochrome ¢ injectée (0,8-8-80-800 fmol ; intensité en unités arbitraires, courbe
log-log). Fragments 39-53 et 40-53.

Nous nous sommes aussi intéressés a la réponse enregistrée en spectrométrie de masse en
fonction de la quantité de digestat de cytochrome ¢ injectée sur la colonne de 32 cm : 800, 80, 8 ou
0,8 fmol. La séparation a été effectuée en utilisant un gradient « pentu». Le graphe donnant
intensité mesurée en spectrométrie de masse en fonction de la quantité de digestat injectée a été
tracé en échelle doublement logarithmique, pour deux fragments précis, les Fragments 39-53 et
40-53. Cette courbe est représentée en Figure 35. Jusqu’a une quantité de 8 fmol injectée sur la
colonne, la variation de I'intensité est linéaire en fonction de la quantité d’échantillon : le graphe
correspond a une droite. Pour une quantité d’échantillon injectée plus importante, la courbe

s’aplatit : la colonne sature.
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Figure 36 : Exemples de chromatogrammes reconstitués pour plusieurs fragments du Cyt C pour une
injection de 8 fmol du digestat sur la colonne de 32 cm de longueut.

De hant en bas ; Fragment 56-73 (1-Ty = 20,44 min; N, = 885 u 10° plat/m), Fragment 56-72 (1T =
21,7 min; N = 1800u 10? plat/m), Fragment 39-53 (T-To = 2,96 min; N = 14,5u 10% plat/m),
Fragment 40-53 (T,-Ty = 3,14 min; N,y = 13,7 u 10 plat/m), Fragment 92-99 (T-Tp = 9,93 min; N, =
33 u 103 plat/m), Fragments 28-38 et 80-86 (1,-Typ = 5,71 min; N = 15u 10 plat/m et T,-Tp = 4,07 min;
N = 5,41 10 plat/m).
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Figure 37 : Exemples de chromatogrammes reconstitués pour plusieurs fragments du Cyt C pour une
injection de 0,8 fmol du digestat sur la colonne de 32 cm de longueur.

De hant en bas ; Fragment 56-73 (T-Tp = 21,63 min; N,; = 303 u 103 plat/m), Fragment 56-72 (T,-Tp =
21,24 min; Ny = 436 u 10° plat/m), Fragment 39-53 (T-T) = 2,45 min; N = 9,85u 103 plat/m),
Fragment 40-53 (T,-Typ = 2,62 min; Ny = 9,52 u 10% plat/m), Fragment 92-99 (T,-Typ = 9,44 min; N,,; =
45,7 u 103 plat/m), Fragments 28-38 et 80-86 (I-Typ = 5,18 min; N = 5,7 u 103 plat/m et T,-Tp = 3,55
min; Ny = 3,8 u 103 plat/m).

Influence du gradient sur la séparation

A la fin de I'étude des colonnes préparées a base de phases monolithiques différentes, nous avons
conclu quant a une montée trop brusque en acétonitrile : une montée plus lente semblait donner
de meilleurs résultats en séparation d’apres le modele LSS. Le test des colonnes monolithiques de
longueurs variables a alors été effectué en général, en utilisant deux gradients, le gradient d’origine
dit « pentu » et un autre gradient plus « plat», ou la montée en acétonitrile est effectuée plus

lentement (40 au lieu de 30 minutes).
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Nous présenterons ici les résultats et les différences observés sur la colonne de 32 cm. La Figure
38 présente les graphes de séparation enregistrés en spectrométrie de masse sur la colonne de 32

cm, pour des échantillons de Cyt C de 80 ou de 800 fmol et pour les deux types de gradients.
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Figure 38 : Influence du gradient sur la qualité de la séparation.

Traces de la séparation d’un digestat de Cyt C sur une colonne de 32 cm de longueur, pout, en haut, une
injection de 800 fmol d’échantillon et, en bas, 80 fmol d’échantillon, en utilisant un gradient « plat», a
droite, ou « pentu » 4 gauche.

Dans les différents cas, la séparation est effective et elle est visible sur les traces de la séparation
(Figure 38). Néanmoins, I’élution est plus étalée si le gradient est plus plat; de 35 minutes pour
une gradient plat contre 25 minutes seulement pour un gradient plus abrupt. L’influence des
conditions de la séparation sur sa qualité a été étudiée plus finement avec le calcul des temps de
rétention relatifs pour les différents fragments ainsi que celle des valeurs des efficacités de
séparation, pour une injection de 80 ou de 800 fmol d’échantillon. Ces valeurs sont présentées

dans la Table 9.
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Table 9 : Influence du gradient sur la séparation du digestat de cytochrome ¢ sur la colonne de 32 cm.
Résultats en séparation (temps de rétention et efficacité de séparation en nombre de plateaux par meétre)
obtenus pour la séparation de 80 fmol ou 800 fmol de digestat de cytochrome ¢ en utilisant un gradient
« plat » (montée en acétonitrile en 40 minutes) ou « pentu » (montée en acétonitrile en 30 minutes).

800 fmol 80 fmol
Fragment
Grad pentu Grad plat Grad pentu Grad plat

5672 22,25 32,7 22,45 32,1 T, (min)
] 393 x 103 970 x 103 454 x 103 1668 x 103 N,z (plat/m)

5673 21,00 31,43 21,16 30,88 T, (min)
] 407 x 103 748 x 103 297 X 103 565 % 103 N (plat/m)

992 16 25,79 T, (min)
i 137 x 103 294 x 103 Ny (plat/m)

80,00 10,66 16,65 11,05 15,98 T, (min)
18 x 103 80 x 103 60 x 103 88 x 103 Ny (plat/m)

92.99 10,49 15,68 11,16 15,51 T, (min)
i 12 %103 16 x 103 57 X 103 118 X 103 Ny (plat/m)

96.38 8,36 12,96 9,06 12,8 T, (min)
) 7,1 X 103 17 x 103 30 x< 103 42 X 103 N (plat/m)

28,38 5,9 8,9 7 9,53 T, (mim)
i 0,8 x 103 1,3 x 103 4,1 X 103 10 x 103 Nrs (plat/m)

80-86 4,21 5,33 4,63 5,67 T, (min)
3 x103 2,9 x 103 9,8 x 103 49X 10 Nr (plat/m)

4053 3,3 3,96 3,36 4 T, (min)
6,6 X 103 7,3 X 10 10 x 103 6,9 X 103 Ny (plat/m)

30.53 3,06 3,47 2,08 3,44 T, (min)
) 9,2 x 103 7,4 x 103 4 x 103 19 x 103 N (plat/m)

Ce tableau montre d’'une part, I'influence de la quantité chargée sur la colonne sur les résultats de
la séparation, notamment P'efficacité de la séparation, et d’autre part, I'influence du gradient utilisé
sut la séparation. Ainsi que les traces des séparations mesurées en spectrométrie de masse le
montraient (Figure 37), la colonne de 32 c¢m est surchargée pour une injection de 800 fmol de
digestat de cytochrome ¢. Il en tésulte un élargissement des pics et par conséquent, des efficacités
de séparation plus faibles que lorsque 80 fmol seulement sont injectés sur la colonne. Ce propos
est illustré par les comparaisons des colonnes 1 et 3 de la Table 9 et des colonnes 2 et 4, entre
elles. Par ailleurs, a quantité équivalente d’échantillons injectée (80 fmol ou 800 fmol), I'utilisation

d’un gradient plus plat avec une montée plus lente en acétonitrile, améliore grandement les
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résultats en séparation : les valeurs des efficacités de séparations sont plus élevées. Ces résultats
renforcent I’hypothése émise a la fin du paragraphe C.2.z que le gradient de la séparation

gagnerait a étre aplati en vue d’'une amélioration globale de I'efficacité de la séparation.

Nous avons enfin étudié 'influence du gradient utilisé et de la quantité injectée sur la colonne sur
la séparation des deux fragments 39-53 et 40-53. La Figure 39 montre les chromatogrammes
reconstitués pour ces deux peptides dans les différents cas de figures, I'injection de 80 ou de 800

fmol de digestat de cytochrome ¢ et 'utilisation d’un gradient « pentu » ou « aplati ».
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Figure 39 : Influence du gradient sur la qualité de la séparation : étude plus approfondie de la séparation
des Fragments 39-53 (bleu) et 40-53 (rouge).

Chromatogrammes reconstitués de ces deux fragments pour une injection de 80 (en bas) ou 800 fmol (en
haut) et pour un gradient « plat » (a droite} ou « pentu » (2 gauche).

Tout d’abord, pour 800 fmol de digestat injecté, les pics sont beaucoup plus larges que pour 80
fmol injecté, comme nous ’avons déja évoqué, et plus les pics sont larges, plus ils sont difficiles a
séparer. Ainsi, pour une injection de 800 fmol, les fragments 39-53 et 40-53 sont-ils 4 peine
séparés si la montée en acétonitrile est plus rapide (Figure 38 en haut a gauche). Si cette montée
est plus lente, les deux fragments sont effectivement séparés (Figure 38 en haut a droite). La
méme observation peut étre faite pour une injection de 80 fmol d’échantillon ; néanmoins, I'écart
entre les deux pics est plus marqué, méme si la montée en acétonitrile est plus rapide (Figure 38

en bas a gauche).
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Les tests sur ces colonnes de différentes longueurs auront permis de mettre en évidence quelques
facteurs-clés dans la préparation des monolithes et leurs tests en vue de I'optimisation des
séparations. Curieusement, les meilleurs résultats sont obtenus avec la colonne la plus longue, de
32 cm, qui permet la séparation des échantillons les moins concentrés, jusqu’a 0,8 fmol. De
surcroit, la perte de charge observée sur cette colonne s’est révélée fort raisonnable et n’a pas

atteint les valeurs élevées attendues, qui auraient mis en péril son test sur une chaine de nanoLC.

3. Conclusion

La préparation de phases monolithiques a des fins séparatives, dans un format capillaire et a
partir d’un processus de photopolymérisation a été concluante. Une étude de la morphologie des
phases et de leur porosité nous a renseignés sur la structure microscopique du matériau et a mis
en évidence linfluence des paramétres de polymérisation et de la composition du mélange

réactionnel sur les propriétés physico-chimiques des monolithes.

Les tests en nanol.C de diverses phases nous ont permis de vérifier le c6té opérationnel de ces
phases pour la séparation d’un échantillon protéomique et de définir une composition de
monolithe appropriée comme phase inverse de séparation. La constitution du porogene a utliser
pour la préparation de la phase monolithique s’est révélée étre un facteur important dans la
qualité de la phase et son pouvoir séparateur. Ces observations correlent avec les études de

porosité et de morphologie menées conjointement.

Enfin, une étude plus poussée sur la phase la plus séparative nous a permis d’étudier I'influence
des dimensions de la colonne sur son pouvoir séparatif. Cette étude sur les dimensions de la
colonne sera profitable pour Pétape de ce travail, consistant en la transposition des phases

monolithiques au format d’un microsystéme.
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