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Des polymeéres a empreintes moléculaires
pour I'analyse de traces dans des échantillons complexes
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La détermination de composés a des niveaux de concentration tres faibles reste un véritable défi analytique dans
divers domaines d’application. Les progrés réalisés dans le domaine de I'instrumentation ont permis d’améliorer
considérablement la sensibilité et le temps d’analyse. Cependant, I'analyse d'ultra-traces présentes dans des
matrices complexes nécessite souvent une étape de purification et de préconcentration avant I'analyse. Par
conséquent, des supports d’extraction mettant en jeu un mécanisme de reconnaissance moléculaire peuvent étre
développés et utilisés pour I'extraction sélective de composés cibles et de certains analogues structurels, rendant
ainsi leur analyse quantitative plus fiable et plus sensible. A cette fin, les polyméres a empreintes moléculaires (MIP)
etioniques (IIP) ont déja montré un fort potentiel pourl'extraction sélective d'analytes cibles (composés organiques
ou ions métalliques) a partir de matrices complexes. Leur intégration dans des dispositifs miniaturisés a également
déja fait ses preuves.

Polyméres a empreintes moléculaires, polyméres a empreintes ioniques, reconnaissance structurale;
extraction sélective, analyse de traces, échantillons complexes.

Molecularly imprinted polymers for trace analysis of complex samples

The determination of compounds at very low concentration levels remains a real analytical challenge in various
fields of application. Advances in instrumentation have led to significant improvements in sensitivity and analysis
time. However, the analysis of ultra-traces present in complex matrices often requires a purification and pre-
concentration step prior to analysis. Consequently, extraction sorbents involving a molecular recognition
mechanism can be developed and used for the selective extraction of target compounds and certain structural
analogues, making their quantitative analysis more reliable and sensitive. To this end, molecularly imprinted
polymers (MIPs) and ionically imprinted polymers (lIPs) have already shown strong potential for the selective
extraction of target analytes (organic compounds or metal ions) from complex matrices. Their integration into
miniaturized devices has also already proved its worth.

Molecularly imprinted polymers, ion-imprinted polymers, structural recognition; selective extraction,

trace analysis, complex samples.

es polymeres a empreintes moléculaires (MIP, Molecularly

Imprinted Polymer) sont des matériaux synthétiques dotés
de sites de reconnaissance spécifiques, a savoir des cavités,
dont la forme, la taille et les groupes fonctionnels en surface
sont complémentaires de ceux de la molécule prise comme
modeéle pour leur synthése. lls permettent de mettre en
ceuvre un mécanisme de rétention basé sur la reconnaissance
moléculaire et présentent I'avantage de pouvoir étre synthéti-
sés en quelques jours. Leur stabilité, leur facilité de préparation
et leur faible colt pour la plupart des analytes cibles, les
rendent attrayants pour de nombreuses applications. Ainsi, les
MIP ont déja été utilisés avec succeés comme outil alternatif
aux anticorps ou aux aptameres dans plusieurs domaines des
sciences analytiques tels que la séparation énantiomérique
en chromatographie en phase liquide ou en électrochromato-
graphie capillaire et comme outil de reconnaissance dans
des capteurs. Ces derniéres années, leur utilisation comme
support d’extraction sur phase solide (SPE) pour I'extraction
sélective de molécules ciblées dans des échantillons variés
(échantillons environnementaux, denrées alimentaires, fluides
biologiques...) a été largement décrite, la SPE constituant le
domaine d’application le plus avancé pour les MIP.

Synthése de polyméres a empreintes moléculaires

Les différentes voies de synthese des MIP comprennent la
polymérisation radicalaire et les processus sol-gel [1].
L'approche de polymérisation radicalaire la plus utilisée est la
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polymérisation en masse, qui implique de recourir apres
synthése a des étapes de broyage mécanique et de tamisage
du monolithe obtenu pour obtenir des particules de la
taille adaptée a l'application visée, aprés une étape de
sédimentation permettant d'éliminer les particules plus fines.
Comme illustrée en figure 1, cette synthese implique d'abord
la complexation en solution d’'une molécule prise comme
modele, appelée empreinte, via des interactions souvent non-
covalentes avec des monomeéres fonctionnels, puis l'initiation
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Figure 1- Schéma de principe de la synthése d’'un MIP.
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Figure 2 - Extraction sélective sur MIP A) en mode SPE en cartouche (incluant les étapes de percolation, lavage et élution) ou B) en mode dispersif consistant a : introduire les particules de MIP
dans I'échantillon (1), et a séparer les particules ayant piégé les molécules cibles de I'échantillon par un aimant (2) du reste de I'échantillon qui est éliminé (3), puis a remettre les particules
en suspension dans une solvant pour la désorption des analytes (4) avant leur récupération (6) aprés piégeage des particules par I'aimant (5).

de la polymérisation de ces monomeres autour de I'empreinte
aprés l'ajout d'un agent réticulant et d'un initiateur. Apres
la polymérisation, la molécule empreinte est éliminée du
polymére grace a des étapes de lavage avec un/des solvant(s)
adapté(s) afin de rompre les interactions non covalentes
établies au sein des cavités formées. Il en résulte un polymeére
possédant des cavités complémentaires a la molécule
empreinte en termes de taille, de forme et de position des
groupements fonctionnels. Par conséquent, le choix des
réactifs impliqués dans la synthése des MIP doit étre raisonné
afin de créer des cavités hautement spécifiques de la molécule
ciblée. Pour éviter les étapes de broyage et de tamisage, il
est également possible de procéder par polymérisation en
suspension ou par dispersion/précipitation. Cependant, les
particules obtenues sont souvent trop petites pour étre
immobilisées entre deux frittés dans une cartouche d’extrac-
tion (comme illustré en figure 2A) ou une colonne. Il est égale-
ment possible de développer des fines couches de MIP en
surface de particules de taille homogéne et adaptée a
I'application visée.

La structure et les fonctionnalités de la molécule empreinte,
définissent quant a elles les propriétés ultérieures des sites de
liaison. La molécule cible peut étre utilisée, mais un analogue
structural peut également étre sélectionné car une élimination
incompléte de la molécule empreinte a déja été observée.
Dans ce cas, le relargage des molécules empreintes résiduelles
lors de l'utilisation en extraction du MIP peut entrainer des
résultats erronés lors de la quantification de la molécule ciblée
dans des échantillons. En effet, méme si la quantité relarguée
est infime par rapport a la quantité introduite lors de la
synthése et que ce phénomeéne n’affecte pas les propriétés de
rétention du MIP, cesfaibles teneurs ne sont pas sinégligeables
dans un contexte d'analyse de traces. L'utilisation d'un analo-
gue structural de la molécule cible est donc souvent privilé-
giée, 'analyse chromatographique des extraits permettant de
distinguer la molécule ciblée de son analogue structural [2].

La nature et la force des interactions non covalentes entre
I'empreinte et les molécules de monomeére pendant la
synthése sont liées aux structures des molécules mais aussi
aux caractéristiques physiques et chimiques du solvant
porogeéne. Il doit étre sélectionné de maniére a ne pas interfé-
rer aux niveaux des interactions attendues entre la molécule
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empreinte etles monomeéres tout en permettant la solvatation
de I'ensemble des réactifs. Des approches de modélisation
moléculaire peuvent permettre de cribler des monomeéres afin
de sélectionner ceux conduisant a une énergie d’interaction
forte. La majorité des études ayant eu recours a cette
approche décrit la sélection, par ce biais, d'un nombre
restreint de monomeéres qui sont par la suite mis en ceuvre
dans des syntheses. Il s'avére en effet important de vérifier la
présence de cavités spécifiques affines pour I'empreinte car la
forme de celles-ci dépend du ratio monomeres/agent-réticu-
lant, de la nature de ce dernier et de la nature et de la quantité
de solvant, soit d'un ensemble de paramétres non modéli-
sables [3]. Aussi, il est souvent nécessaire de cribler différentes
conditions de synthése et d'évaluer chaque MIP produit pour
sa capacité a retenir fortement et sélectivement la molécule
ciblée.

Principe de I'extraction sélective sur MIP

Comme illustré en figure 2A, pour les utiliser comme support
d’extraction, les polyméres a empreintes moléculaires se
présentent sous la forme de particules (25-100 pm) qui
peuvent étre introduites entre deux frittés dans un réservoir
de polypropyléne, appelé cartouche. lls sont utilisés comme
un support conventionnel dans un procédé d’extraction sur
phase solide selon un processus s’apparentant a de la chroma-
tographie (figure 2A) [4]. Aprés conditionnement des parti-
cules de MIP par un solvant, I'échantillon est ensuite percolé
sur le support, étape au cours de laquelle les cavités du MIP
doivent assurer la rétention de la molécule cible. Aprés une
étape de lavage permettant d'éliminer des molécules faible-
ment retenues a la surface du polymere, les molécules cibles
sont éluées du support par un solvant capable de rompre les
interactions spécifiques établies entre celles-ci et les cavités
conduisant a l'obtention d'un extrait purifié et donc a une
analyse facilitée de celui-ci. Il est également possible de
réaliser cette étape d'extraction sur MIP en mode dispersif
(figure 2B) [1]. Dans ce cas, une quantité donnée de particules
est dispersée dans I'échantillon et, apres un temps d'équilibre
a optimiser, les particules ayant piégé les molécules ciblées
sont récupérées pour étre remises dans un solvant capable
de rompre les interactions molécules-cavités, les molécules
désorbées étant ensuite analysées. Si les étapes de séparation
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entre les phases liquides et les particules de MIP peuvent se
faire par une étape de centrifugation ou filtration, cette
séparation est facilitée via I'utilisation d'aimant si le MIP a été
développé sous forme de film a la surface de particules
magnétiques [5].

Controle de la sélectivité des MIP
et développement de la procédure d’extraction

La sélectivité du MIP vis-a-vis de la molécule ciblée résulte de
cavités spécifiques dont la présence peut étre évaluée par
différentes méthodes. Elles consistent généralement a étudier
les interactions entre la molécule cible (ou son analogue pris
comme empreinte) et le MIP dans un solvant proche de celui
utilisé lors de la synthése afin de favoriser les interactions qui
ont eu lieu lors de cette étape. Ces études sont généralement
menées en paralléle sur un polymére non imprimé (NIP), qui
est obtenu en appliquant la méme procédure de synthése en
I'absence de I'empreinte. Le NIP posséde donc les mémes
fonctionnalités chimiques que le MIP mais désordonnées a la
surface sans posséder de cavités spécifiques. Par conséquent,
la nature des interactions développées entre I'analyte cible et
les deux supports est la méme, mais, si des cavités bien
définies ont été créées pendant la polymérisation, la force de
ces interactions est plus élevée sur le MIP que sur le NIP car
I'analyte cible peut étre retenu par différents points (soit une
somme d'interactions) en raison de la complémentarité
spatiale entre I'analyte cible et les groupements fonctionnels
(résidus de monomeres) dans les cavités.

La présence de cavités dans le MIP, soit le succes de la
synthése, peut donc étre évaluée via des tests de mise a
I'équilibre d’une solution contenant I'empreinte et d’'une
quantité donnée de particules de MIP ou de NIP de maniére
similaire a I'extraction en mode dispersif décrit en figure 2B [6].
Ces tests sont souvent réalisés dans un milieu proche du
solvant de synthese pour favoriser des interactions similaires a
celles mises en ceuvre lors de la formation des cavités. Une fois
le systeme a I'équilibre, la quantité de molécule empreinte
adsorbée est déduite de la détermination de la teneur qui
reste en solution. La quantité adsorbée sur le MIP est ensuite
comparée a la quantité adsorbée sur le NIP, le nombre
de cavités étant corrélé a la différence entre les quantités
adsorbées sur ces deux supports.

La présence de cavités peut également étre évaluée par
chromatographie d'élution eninjectant la molécule empreinte
sur deux colonnes remplies de particules de MIP et de NIP
respectivement, et en mesurant sa rétention sur chacune des
colonnes. Le rapport entre les facteurs de rétention obtenus
sur MIP et sur NIP permet de calculer le facteur d'impression
(IF) pour une phase mobile donnée [7] qui doit étre bien
supérieur a 1. La nature de cette phase mobile régit la nature
et la force des interactions impliquées dans le processus de
rétention de 'empreinte, son choix est donc trés important et
est souvent également proche du solvant de synthése. Des
mesures de rétention chromatographique dans différentes
conditions peuvent également étre utiles pour déterminer les
principaux facteurs (pH, nature du solvant...) affectant la
rétention et la sélectivité (différence de rétention entre le MIP
et le NIP, qui doit étre la plus grande possible). Ces conditions
peuvent ensuite étre transposées a la procédure d’extraction
a développer pour atteindre une sélectivité optimale.
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Si le but est d'utiliser le MIP comme support sélectif d’extrac-
tion en cartouche (figure 2A), il est également possible de
vérifier la présence de cavités en étudiant les profils de réten-
tion de la molécule ciblée au cours d'un procédé d’extraction
appliqué en paralléle sur chacun des deux supports, MIP et
NIP. La procédure doit étre basée sur l'utilisation d'un solvant
proche du solvant de synthése pour I'étape de percolation
(en le dopant avec la molécule d'intérét) et/ou I'étape de
lavage. Il doit posséder une force d'élution suffisamment
faible pour permettre la rétention sélective de I'analyte dans
les cavités du MIP, et suffisamment élevée pour perturber les
interactions qui peuvent avoir lieu entre la molécule et les
monomeéres résiduels situés en dehors des cavités. Cela signi-
fie que la procédure doit étre optimisée afin de définir la
nature des solvants de percolation et de lavage capable
d'éliminer les interactions de faible énergie a la surface sans
rompre les interactions spécifiques qui ont lieu dans les
cavités et qui sont censées avoir une énergie plus forte en
raison de la reconnaissance spatiale. Appliquer la procédure
d’extraction en paralléle sur le NIP constitue un moyen simple
d'évaluer la force de I'interaction générée par les monomeéres
résiduels situés a la surface des polyméres.

A titre d’exemple, la figure 3 compare les profils de rétention
de la chlordécone (CLD) sur un MIP synthétisé a partir d'un
analogue de celle-ci et sur le NIP correspondant aprés percola-
tion d’'un échantillon d’acétonitrile (ACN) dopé par de la CLD [8].
Ce profil a été obtenu en analysant la teneur en CLD dans les
différentes fractions. Le solvant de percolation, I'acétonitrile
dopé par de la CLD, est également le solvant ayant été utilisé
pour la synthese du MIP. Il favorise donc la rétention en
recréant des interactions similaires a celles développées au
cours de la synthéese. Dans cet exemple, l'utilisation d'une
faible teneur de méthanol dans la fraction de lavage a permis
d’éliminer la CLD du NIP alors qu’elle est retenue jusqu’a
I'étape d'élution sur le MIP. Cela démontre une plus forte
rétention de la CLD sur le MIP que sur le NIP et prouve donc la
présence de cavités et leur contribution dans le mécanisme
de rétention sélectif sur le MIP.
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Figure 3 - Profils SPE de la chlordécone (CLD) avec la procédure d’extraction optimisée sur
le MIP et le NIP (n=3). Percolation (P) : 1 mL de 200 p1q L™! de CLD dans CH3CN;; lavage (W) :
1 mL CH;CN/CH30H, 95/5, v/v ; Elution (E) : 3 mL CH;0H. Adapté de [8].

Nos travaux portent depuis quelques années sur |'étude du
potentiel des MIP pour extraire des molécules de tailles et de
polarités variées. Ces travaux sont résumés dans le tableau I.
Si, dans la grande majorité des cas, différentes conditions de
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Tableau | - Exemple de développement de MIP pour I'extraction sélective de molécules ou d'ions d’échantillons complexes.

Molécule cible Echantillon ciblés Monomeres ré‘t\igs::n t Solvant Ref.
Polymérisation par voie Sol-gel
Explosifs nitrés ARG P::;fn”er;:s:gkf’iﬁzmc’”em' PTMS TEOS H,0 [9,11]
Muscs nitrés Eaux PTMS TEOS H,0 [12]
Monocrotophos Huile d’'amande APTES TEOS H,0 [13]
BMAA Cyanobactéries APTES TEOS EtOH/H,0 [10]
Polymérisation radicalaire
Triazines Eaux MAA EGDMA CH,Cl, [14]
Alfuzozine Plasma MAA EGDMA CH,Cl, [15]
PMPA Sol MAA TRIM CH5CN [16]
Zidovudine Sérum MAA EGDMA CH,Cl, [17]
LSD Cheveux, urine MAA EGDMA CH3CN [18]
Ephédrine Plasma MAA EGDMA CHCl3 [19]
Cocaine Cheveux, urine MAA EGDMA CH3CN [20,21]
Estradiol Urine MAA EGDMA CH3CN [22]
Monocrotophos Huile d’'amande MAA EGDMA CH,Cl, [23]
Carbamazépine Urine MAA DVB CH,Cl,/toluéne [24]
p-[18FIMPPF Plasma MAA EGDMA CH,Cl, [25]
Oxazépam Eaux, urine MAA EGDMA CH,Cl,/Toluéne [26]
Chlordécone Sérum 4-\VP EGDMA CH5CN [8]
Ln3* Eaux MAA/4-VP EGDMA CH3CN [27,28]
Cu* Eaux MAA EGDMA CH5CN [29]
Ra2* Eaux VPA/Styréne DVB CH3CN/DMSO [30]

APTES : 3-(aminopropyl)triéthoxysilane; BMAA : B-N-méthylamino-L-alanine ; DVB : divinylbenzéne ; EGDMA : diméthylacrylate d'éthyléne
glycol ; LSD: acide lysergique diéthylamide; MAA: acide méthacrylique; PMPA: acide pinacolyl méthylphosphonique; PTMS:
phényltrimethoxysilane; TEOS: tetraéthoxysilane; TRIM: triméthylolpropane triméthacrylate; 4-VP: 4-vinylpyridine; VPA: acide

vinylphosphonique.

synthése ont été criblées, les conditions retenues consistent
majoritairement a utiliser I'acide méthacrylique (MAA) associé
au diméthylacrylate d’éthyléne glycol (EGDMA) dans des
solvants modérément polaires et non protiques, favorisant
ainsi les interactions polaires telles que les liaisons H.
Néanmoins, récemment, pour I'étude de la CLD, nous avons
montré que le MAA n’était pas adapté a la synthese d'un
MIP sélectif puisqu’il conduit a une rétention forte et
similaire de la CLD sur le MIP et le NIP. L'utilisation de la
4-vinylpyridine comme monomeére fonctionnel pour la
synthése a dans ce cas permis d’obtenir un MIP sélectif comme
illustré figure 3.

Des synthéses par voie sol-gel ont également été mises en
ceuvre notamment pour la synthése de supports visant des
molécules dont les groupements nitro inhibaient la polyméri-
sation par voie radicalaire [9]. Ces synthéses basées sur
I'hydrolyse puis la condensation d’organosilanes et donc
effectuées en milieu aqueux se sont également avérées parfai-
tement adaptées a la synthése de supports imprimés pour des
molécules polaires peu solubles dans les solvants de type ACN
ou dichlorométhane telles que la B-N-méthylamino-L-alanine
(BMAA) [10].

Potentiel des MIP pour I'analyse de traces
dans des échantillon réels

Comme dans le cas de I'étude sur la CLD, il a été largement
démontré pour diverses molécules qu'un MIP offre une sélec-
tivité maximale lorsque les molécules d'intérét sont dissoutes
dans le solvant utilisé pour la synthése du MIP puisqu'il est
alors capable de recréer des interactions similaires a celles
établies lors de celle-ci. Ainsi, lors de l'utilisation d'un MIP
comme support d’extraction de molécules présentes a I'état
de traces dans des échantillons réels, il est important de tenter
de récréer ces interactions lors de la percolation de I'échan-
tillon pour avoir a la fois une bonne rétention et une bonne
sélectivité. Cependant, dans la plupart des cas, les échantillons
liquides réels (fluides biologiques, boissons, eaux environne-
mentales...) ou les extraits d'échantillons solides (céréales,
café, sols...) sont aqueux ou contiennent une grande quantité
d’eau, ce qui rend difficile I'établissement direct d'interactions
similaires a celles mises en ceuvre lors de la synthése en
solvant. Dans ce cas, la rétention de I'analyte cible est souvent
assurée par des interactions non spécifiques au cours de
I'étape de percolation de I'échantillon et c’est par le choix
raisonné du solvant de lavage que la rétention sélective,
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Figure 4 - Profils délution du LSD obtenus sur le MIP et le NIP apres percolation (A) de 1 mL de ACN dopé avec 200 ng de LSD (P), lavage par 1 mL de CH3CN/CH30H (92:8 v/v) (W) et élution par
3mlCH;0H (E) ou (B) de 1 mLd"urine (pH 5,5) dopée avec 200 ng de LSD (P), lavage par TmL CH3CN (W1) puis T mL CH3CN/ CH30H (95:5v/v) (W2) et élution : 2ml CH30H (E) ;n=3. Adapté de [18].

mettant a contribution les cavités, est assurée. Un exemple
concernant l'extraction sélective du LSD d'un échantillon
d'acétonitrile (A) puis d'urine (B) dopé est présenté en figure 4.

L'application du MIP a I'extraction sélective du LSD du milieu
aqueux a conduit dans ce cas a adapter les conditions de
percolation (en recherchant le pH permettant d'assurer une
rétention optimale) et de lavage de maniére a assurer le
maintien de la sélectivité comme illustré en figure 4A. C'est
effectivement par l'introduction de deux étapes de lavage
avec des compositions différentes de I'étape de lavage effec-
tuée en milieu pur (figure 4A) qu'il a été possible d'éliminer le
LSD du NIP tout en assurant sa rétention sur le MIP jusqu’a
I'étape d'élution.

Cet exemple montre que, outre le fait qu'il soit nécessaire de
cribler les conditions de synthése, il est également nécessaire
d'optimiser finement la procédure d’extraction pour atteindre
la sélectivité optimale pour chaque nature d'échantillons afin
de tirer profit du MIP en vue de I'obtention d’extraits purifiés.
Cela implique de maitriser et d’exploiter les interactions
pouvant s'établir entre les cavités du MIP et la molécule cible
tout en tenant compte de la nature de I'échantillon dont la
composition peut affecter le processus de rétention.

Cet exemple montre également la répétabilité des rende-
ments d’extraction en milieu complexe et donc la fiabilité de
ces supports appliqués a des échantillons complexes. Méme si
leur cot de développement peut étre plus élevé que celui des
supports conventionnels, leur principal avantage est que
I'extraction et la purification sont effectuées a l'aide d’'une
seule cartouche. Ainsi, ce colt doit étre comparé a celui résul-
tant de l'utilisation de deux cartouches de SPE, I'une pour
I'extraction puis l'autre pour mettre en ceuvre une étape
de purification supplémentaire, ou de la combinaison d'une
extraction liquide-liquide et d'un «nettoyage» SPE, qui
nécessitent tous deux la mise au point fastidieuse de deux
procédures d'extraction différentes.

Comme mentionné précédemment, 'amélioration de la sélec-
tivité a été principalement démontrée en comparant les
chromatogrammes obtenus en utilisant le MIP nouvellement
développé avec les chromatogrammes résultant des procé-
dures d’extraction conventionnelles. Ces comparaisons illus-
trent souvent le fort apport du MIP comparé aux supports
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Figure 5 - Chromatogrammes LC/UV correspondant a I'injection de la fraction d'élution issue
deI'utilisation d'un support Oasis HLB et d'un MIP utilisés pour I'extraction de la cocaine (COC)
et de son métaholite, la benzoylecgonine (BZE), d'un échantillon d'urine dopé (50 ng/ml).
Adapté de [21].

conventionnels comme en témoigne celle présentée en
figure 5. Le zoom du chromatogramme montre l'important
apport en sélectivité du MIP par rapport a un support
classique, Oasis HLB ici, qui permet I'élimination de tous les
interférents élués au voisinage des deux composés d'intérét,
la cocaine et son métabolite urinaire, la benzoylecgonine.

Aujourd’hui, l'utilisation de détecteurs sensibles tels que les
spectrometres de masse conduit a injecter de plus faibles
volumes d’échantillon limitant par voie de conséquence
I'injection de grandes quantités d'interférents sur la colonne
chromatographique. Cependant, si leur apport en spécificité
est également indéniable pour l'identification des composés
d'intérét, leur potentiel de quantification des composés cibles
dans des échantillons réels reste affecté par des effets de
matrices pouvant modifier I'ionisation du composé d'intérét
(lors de sa potentielle co-élution avec d’autres composés lors
de I'étape de séparation). L'utilisation de MIP en amont de la
séparation chromatographique permet, grace a la purification
préalable, de supprimer ces effets de matrices. Les composés
d'intérét peuvent ainsi étre quantifiés par un étalonnage
externe en milieu pur sans recourir a un étalonnage interne
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Figure 6 - Chromatogrammes LC-MS obtenus en mode balayage (m/z 100-1000) pour I'analyse de la fraction d'élution obtenue apres percolation de 0,5 mL de I'extrait de sérum bovin dopé
a10 pg/Lavecla CLD sur MIP (ligne grise) et sur support C18 hydrophobe conventionnel (ligne noire). L'insert correspond aux chromatogrammes obtenus en sélectionnant les ions (mode MRM)
pour la CLD (m/z : 506.7 — 426.7) de la fraction d'élution issue du support C18 (b) et du MIP (c) [8].

en matrice et de gagner en sensibilité (abaissement du bruit
de fond lié au gain en sélectivité). Nos travaux ont démontré
cela a de nombreuses reprises [8, 10, 24, 26] et un exemple est
donné en figure 6. Outre I'obtention d'un chromatogramme
contenant moins de constituants de la matrice, il apparait que
le rapport signal/bruit obtenu via une approche de détection
spécifique en sélectionnant les ions (mode MRM, multiple
reaction monitoring) apreés utilisation du MIP est beaucoup
plus élevé pour I'analyse de la CLD dans le sérum bovin que
lors de I'utilisation d'un support de silice greffée C18 hydro-
phobe conventionnel. Cela permet donc un gain en sensibilité
d’un facteur 4 ainsi qu'un encrassement moins important de
la colonne de chromatographie et de la source d’ionisation
du spectrometre.

Extraction sélective par famille

Si, dans les exemples précédents, I'objectif était de dévelop-
per un support trés spécifique pour une molécule donnée
ainsi qu’'un métabolite, il est également possible d’orienter la
synthése vers un choix de molécule empreinte conduisant a
un MIP capable de piéger plusieurs analogues structuraux
comme cela a pu étre fait au LSABM pour des familles de
pesticides tels que des triazines ou des organophosphorés
[13-14-23]. Pour assurer cette capacité a reconnaitre plusieurs
composés simultanément, des groupes ont également
proposé d'introduire plusieurs molécules empreintes au
moment de la synthése pour extraire ensuite ces molécules
simultanément avec un seul MIP. Cette approche a notam-
ment été reportée pour I'extraction d'un grand nombre de
triazines [31] ou de nitrosamines [32].

Vers de nouvelles cibles

L'utilisation de MIP pour |'extraction sélective de molécules
cibles a largement fait ses preuves comme en témoigne
aujourd’hui la commercialisation de MIP en cartouches pour
I'extraction sélective de nombreux contaminants. On peut
notamment mentionner la commercialisation de nombreux
supports pour l'analyse de toxines dans les aliments. A titre
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d’exemple, la société Merck et R-Biopharm proposent des MIP
pour la patuline et la société Affinisep fournit des MIP pour
plusieurs mycotoxines pour les extraire soit individuellement
soit simultanément. Ainsi, si le développement de MIP pour
I'extraction sélective de petites molécules a d'ores et déja
été largement étudié, des efforts portent aujourd’hui sur
des approches permettant I'impression de protéines, ce qui
implique des synthéses en milieux majoritairement aqueux en
recourant a des nouveaux monomeéres comme la mélanine et
le résorcinol ou a I'impression par voie sol-gel [1].

Nous explorons quant a nous, depuis quelques années, la
possibilité de développer des supports capables d’extraire
sélectivement des ions inorganiques. Compte tenu de la
faible stabilité des supports a base de silice aux conditions de
pH trés acides susceptibles d’étre appliquées sur les supports,
nous avons privilégié une synthése par polymérisation radica-
laire de réactifs organiques. De nombreuses conditions
de synthése ont dues étre criblées afin d'identifier des
monomeéres adaptés avec |'aide notamment de mesures par
conductimétrie et par spectrométrie de masse [33]. Le choix
du solvant de synthése s’est avéré également complexe au
regard de la faible solubilité des ions dans les solvants
organiques. Néanmoins, des résultats trés intéressants en
termes de sélectivité ont d’ores et déja pu étre obtenus pour
I'extraction sélective des ions lanthanides [27-28], cuivre [29]
et radium [30] présents a |'état de traces dans des eaux réelles
via ces supports a empreintes ioniques (IIP, ion imprinted
polymer).

Vers des systémes miniaturisés

La miniaturisation des dispositifs analytiques entraine une
augmentation de la sensibilité de I'ensemble de la méthode
analytique. A ce titre, en chromatographie en phase liquide,
I'amélioration de la sensibilité pour un composé est en théorie
inversement proportionnelle au carré du diamétre de la
colonne soit un gain pouvant théoriquement atteindre un
facteur 3700 en passant de colonnes conventionnelles de
4,6 mm a des colonnes capillaires de 75 um de diameétre
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Figure 7 - Images obtenues en microscopie électronique a balayage de la section transversale dun capillaire de 100 Lm de diamétre interne contenant un monolithe de MIP (A, B). Configuration
du couplage en ligne du MIP ou du NIP (50 mm x 100 um) avec la nanoLC-UV (C). Chromatogrammes obtenus aprés I'extraction sur le MIP (en haut) et le NIP (au milieu) de 50 nL de plasma
dopé avec de la cocaine (équivalent a 100 ng/mL dans le plasma) comparés au plasma non dopé (en bas) extrait sur le MIP (D). Adapté de [35].

interne, méme si ce gain n'est que théorique car des Des monolithes de MIP ont été synthétisés pour la premiere
contraintes technologiques demeurent. La miniaturisation fois in situ par Schweitz et al. pour constituer une phase
offre aussi la possibilité de travailler sur des volumes trés stationnaire de séparation en électrochromatographie capil-
réduits d'échantillons, ce qui est primordial pour I'analyse laire (CEC) [34]. Ensuite, des monolithes de MIP ont également
d’échantillons disponibles en faibles quantités, et de diminuer  été synthétisés a des fins d’extraction. On peut par exemple
du méme ordre de grandeur la consommation de solvant. citer I'exemple d’'un monolithe de MIP qui a été synthétisé
Cependant, pour étre optimaux, les dispositifs de séparation  dans un capillaire (voir figure 7A-B) puis connecté a un systeme
miniaturisés doivent étre associés a des dispositifs d'extrac- de nanochromatographie en phase liquide (nanoLC) (figure 7C)
tion également miniaturisés. En outre, la miniaturisation du  pour extraire de la cocaine d’'un échantillon de plasma humain
dispositif de séparation est souvent associée a la réductionde  (figure 7D) [35]. Comme lillustrent les chromatogrammes
lalongueur de séparation, ce qui entraine une perte derésolu-  de la figure 7D, la ligne de base trés propre obtenue avec
tion chromatographique qui peut étre compensée par l'utili- le MIP et I'absence de rétention de la cocaine par le NIP
sation, lors de I'étape de prétraitement de I'échantillon, de mettent en évidence la haute sélectivité apportée par le MIP.
supports tels que les MIP afin de réduire la complexité des Ceci a permis de déterminer facilement la cocaine avec une
extraits analysés. C'est pourquoi la miniaturisation des MIP  limite de quantification de 14,5 ng/mL avec une détection UV
présente un grand intérét. De plus, elle entraine une diminu- et en injectant seulement 100 nL de plasma dilué. L'ensemble
tion de la quantité de molécule empreinte nécessaire a leur de I'analyse a conduit a une consommation de solvant de
synthése, réduisant ainsi aussi le co(it de la méthode finale I'ordre du microlitre.

d’'analyse.

Vers des outils moins coliteux

Pour les grands formats, l'introduction de particules de MIP .. .
et pour une chimie analytique plus verte

dans une cartouche ne nécessite que des frittés pour mainte-
nir celles-ci. Pour les capillaires de 75-100 um de diamétre Au regard de ces résultats et en considérant aujourd’hui la
interne ou les canaux de micropuces, des frittés peuvent étre  commercialisation de nombreux supports par différentes
synthétisés mais leur préparation est fastidieuse. C'est la  sociétés, la preuve du potentiel des MIP comme supports
raison pour laquelleil estintéressant de procéder a la synthése  d’extraction sélective de molécules ciblées a partir d'échan-
in situ de monolithes de MIP formés directement au sein du tillons complexes n'est plus a faire. lls permettent le piégeage
capillaire et ancrés a la surface du capillaire ou du canal par sélectif de molécules aux propriétés physico-chimiques tres
activation préalable de celle-ci. Il convient alors de déterminer  variées. Les résultats récents obtenus pour les protéines, cibles
les conditions de polymérisation permettant d’obtenir un particulierement étudiées a I'heure actuelle, suggérent qu’ils
monolithe a la fois suffisamment perméable, pour permettre  constitueront dans un avenir proche une alternative aux
la percolation des solutions sans générer une forte contre anticorps encore largement utilisés dans ce domaine. De
pression, et possédant des cavités spécifiques, deux proprié- méme, les résultats obtenus pour I'extraction sélective d’ions
tés qui résultent de compromis notamment sur le choix du sont également trés encourageants pour le remplacement
solvant de synthese. a termes des résines existantes couteuses et qui manquent
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de spécificité. Il apparait également possible de travailler a la
mise en ceuvre de voie de synthéses plus vertes par I'utilisation
notamment de la synthése par voie Sol-Gel mais aussi en
travaillant a leur miniaturisation ce qui conduit a une limita-
tion de la consommation de solvant pour I'ensemble de la
procédure analytique quand les MIP sont intégrés en ligne
avec I'étape d’'analyse.
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