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L'analyse de traces de micropolluants organiques présents dans les matrices environnementales nécessite
des méthodes de séparation et de détection performantes. Il en est de méme pour I'étape préalable de
traitement de I'échantillon. De faibles limites de détection sont souvent difficiles & atteindre en raison de la
co-€élution des analytes recherchés avec des composés interférents. En effet, les méthodes d’extraction
conventionnelles sont basées sur I'utilisation de supports hydrophobes adaptés a I'extraction de composés
d’échantillons aqueux ou de solvants organiques utilisés pour le traitement des échantillons solides (sols,
sédiments, végétaux...) qui conduisent a la co-extraction de composés de polarité similaire a celle des
analytes ciblés. Des supports d'immunoaffinité basés sur I'utilisation d’anticorps spécifiques des analytes
recherchés peuvent alors étre utilisés pour I'extraction directe d’'une famille de polluants d’échantillons
aqueux ou pour la purification d'extraits issus du traitement d’échantillons solides. La grande sélectivité de
l'interaction antigéne-anticorps permet alors d’atteindre des limites de détection en accord avec la
réglementation en vigueur pour les différents domaines d’'application. Cependant, le colt et le temps
nécessaires a la production d’anticorps ont récemment conduit a I'émergence d'une technique alternative
basée sur la synthése de polyméres hautement réticulés possédant des cavités spécifiques d’'une molécule
modele. Ces polymeéres a empreintes moléculaires possédent des propriétés comparables a celles des
immunoadsorbants en terme de sélectivité avec, en plus, I'avantage d'un colt de développement réduit

A dual analytical approach for the selective extraction of organic pollutants in environmental

The trace-level determination of micropollutants in environmental matrices requires high performance from
analytical separation and detection as well as from the sample preparation technique. Low detection limits
are difficult to obtain owing to many interfering compounds co-eluted with the target analytes because they
are co-extracted by non-selective reversed-phase sorbents used for the solid-phase extraction of aqueous
samples or by organic solvents used for the treatment of solid matrices. Immunoaffinity sorbents based on
the use of antibodies that are specific of the target analytes can be applied to the direct extraction of a group
of structurally related pollutants from liquid samples or to the purification of extracts (resulting of solvent
based extraction methods applied to solid matrices). The high selectivity of the antigen-antibody interaction
allows reaching the detection limits according to the regulatory guidelines in the various studied matrices.
However, the production of antibodies is time consuming and cost effective. An alternative SPE method is
emerging that consists in synthesizing highly cross-linked polymers that possess cavities that are specific of
a particular molecule. These molecularly imprinted polymers possess properties that can be directly
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Un grand effort a porté ces dernieres années sur le
développement de supports d’extraction et de purification
comme en témoigne la liste des adsorbants actuellement
commercialisés. Cependant, si I'on dispose actuellement de
supports performants pour extraire et concentrer la grande
majorité des polluants recherchés dans I’environnement, ces
supports mettent principalement en ceuvre des interactions

de nature hydrophobe. De ce fait, ils ne permettent pas
d’atteindre des facteurs d’enrichissement suffisants pour les
composeés tres polaires. De plus, ils peuvent conduire a la
co-extraction d’un grand nombre de composés de polarité
similaire a celle des polluants recherchés, rendant ainsi leur
analyse chromatographique difficile d’un point de vue
quantitatif.
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Ce probleme d’interférences existe pour I'analyse
environnementale lorsque I’'on applique ces méthodes a des
échantillons d’eaux fortement contaminées (eaux de surface,
eaux de rejets industriels). Il est également rencontré pour
les échantillons d’origine biologique et alimentaire qui
nécessitent systématiquement le développement d’'étapes
de lavage (impliquant alors une forte rétention des analytes
recherchés sur I'adsorbant pour qu’ils ne soient pas élués au
cours de cette étape) ou lintroduction de procédures
supplémentaires de purification. Ces interférences sont
particulierement présentes losqu’il s’agit d’analyser des
extraits issus du traitement de matrices solides par un
solvant (aprés extraction en Soxhlet, sous champs micro-
ondes, sous pression...).

Il semble donc intéressant, voire nécessaire, de dévelop-
per des supports mettant en ceuvre des interactions plus
sélectives comme celles induites dans des mécanismes
de reconnaissance moléculaire. Pour cela,
deux voies sont possibles. L’une est biologi-
que et consiste a utiliser des supports
greffés par des anticorps spécifiques des
polluants recherchés appelés immunoad-
sorbants. L’autre est chimique et consiste a
synthétiser un polymére autour de molécu-
les empreintes. L’élimination de ces molé-

cules aprés polymérisation libére alors des Analytes
cavités qui auront une complémentarité sté- | Acide okadaique
rique et fonctionnelle avec la molécule prise Amines

comme modele. Ce polymere dit a emprein-
tes moléculaires (MIP : « molecular imprin-
ted polymer ») et ces immunoadsorbants
peuvent alors étre utilisés pour I'extraction
sélective d’analytes de matrices complexes.

L’utilisation des MIP comme support
d’extraction est beaucoup plus récente que
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celle des immunoadsorbants. Beaucoup de | 2,4-D
travaux sur ces derniers ont permis de bien | Diazinon
appréhender les mécanismes de rétention Imazalil

et les différents paramétres pouvant affecter
les résultats. De ce fait, de nombreuses
méthodes d’immunoextraction ont pu étre
validées avec succés. Les MIP ont pour
avantage d’étre obtenus par voie chimique
et donc avec un colt de développement et
de production moindre comparé a la
synthése biologique nécessaire a I'obten-
tion des immunoadsorbants. Cependant,
comme pour toute technique émergente, il
convient d’approfondir les mécanismes
engendrés sur ces supports polymeéres pour
les appliquer sans risque a des domaines
tres divers.
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médical et biologique, a la différence du
domaine environnemental pour la recherche
de micropolluants. L’une des raisons réside
dans la difficulté de produire des anticorps
tres spécifiques de molécules de petite
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taille. Les mammiféres ne développant pas de réponse
immunitaire envers ces molécules, il est nécessaire de cou-
pler la molécule antigéne choisie a une protéine porteuse, ce
qui impose souvent de la modifier au préalable par I'intro-
duction d’'un groupement fonctionnel.

Dans le cas des molécules de petite taille possédant de
ce fait peu de groupements caractéristiques, la probabilité
pour que les anticorps ainsi produits reconnaissent d’autres
composés de structure voisine est assez grande. C’est ce
gu’on nomme la réactivité croisée des anticorps. Cette
propriété est un avantage puisque dans le cas de la
recherche de polluants, on est souvent amené a rechercher
de nombreux composés d’'une méme famille en incluant
éventuellement des métabolites. L’utilisation de ces
supports a fait I'objet de nombreuses revues [1-4] et un
grand nombre d’exemples reportés dans la littérature durant
ces derniéres années sont cités dans le tableau .

Tableau | - Immunoadsorbants appliqués a divers micropolluants recherchés dans
des matrices variées.

2-4-D : acide 2,4-dichlorophénoxyacétiques ; BTEX : benzene, toluéne, éthylbenzene, xylene ; HAP :
hydrocarbures aromatiques polycycliques.

CPG: chromatographie en phase gazeuse; CPL: chromatographie en phase liquide; EC:
électrophorése capillaire ; ELISA : test immunoenzymatique ; Fluo: détection par fluorescence ;
IF : détecteur a ionisation de flamme ; SM : spectrométrie de masse ; Tl : détecteur thermo-ionique.

Matrices Analyses Références
Moules, algues CPL/SM, /UV, /Fluo 5-6
Eaux, effluents CPL/UV 7-9

Sérum CPL/Fluo 10
Eaux CPL/SM 11
Sols, eaux CPL/SM 12
Blé CPL/UV 13
Tampon phosphate CPL/UV 14
Eaux CPL, ELISA 15
Agrumes CPL 16
Eaux CPL/UV, /SM, EC 17-21
Algues CPL/UV, EC 20-22
Poissons CPL/UV 22
Tampon ELISA 23
Air, particules, urines CPL/Fluo, CPG/SM 24
Coraux CPG/SM, ELISA 25
Sédiments, sols, boues CPL/UV 9, 26-30
Eaux CPL/UV,/Fluo, CPG/SM | 9, 27, 29-31
Moules CPL/UV, Fluo 29
Céréales CPL/Fluo 32
Eaux CPL/UV, SM 9, 27, 33-36
Sols CPL/UV 27, 36-37
Urines CPL/UV 37
Végétaux CPL/UV 38
Eaux CPL/UV 9, 27
Sols ELISA 39
Cacahuetes CPL/UV 40
Eaux. sols CPL/UV 9, 26-27, 36, 41
v CPG/TI 42
Eaux CPG/IF 43
Végétaux CPL/UV 44
Céréales CPL/Fluo 32



La premiere étape de synthése d’un immunoadsorbant
consiste en la production des anticorps. Pour cela, il faut
sélectionner un composé représentatif de la famille ciblée,
I’antigéne, qui sera pris comme modele pour produire les
anticorps. Cet analyte doit souvent étre chimiquement modi-
fié afin d’introduire une fonction qui permettra son greffage a
une protéine porteuse. Plusieurs molécules modifiées, appe-
Iées hapténes, seront couplées a une protéine. Cette entité
immunogene, appelée immunoconjugué, est ensuite utilisée
pour immuniser le mammifére.

Quelques mL de sérum sont ensuite prélevés de I'animal
apres quelques semaines d’immunisation. Une purification
est mise en ceuvre pour isoler les anticorps (immunoglobuli-
nes de type G, IgG) et les greffer chimiquement sur un
support solide hydrophile afin qu’il ne génére pas d’interac-
tions pouvant conduire a terme a une rétention non spécifi-
que sur I'immunoadsorbant. Ces supports sont en général
de la silice activée ou des gels d’agarose. Ces étapes sont
résumeées dans la figure 1.
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Dans une premiére approche, les immunoadsorbants (IS)
sont synthétisés avec des anticorps polyclonaux, a savoir la
fraction d’immunoglobulines de type G (IgG) que I'on isole du
sérum. Cette fraction contient des anticorps d’affinités
variées et seuls 10 a 15 % d’entre eux sont spécifiques de
'immunoconjugué et donc de la molécule ciblée. Ces anti-
corps sont moins chers et plus rapides a produire que les
anticorps monoclonaux qui sont issus de la sélection du
clone générant les anticorps de spécificité souhaitée. Ces
derniers sont cependant préconisés pour la commercialisa-
tion des IS car, une fois la lignée sélectionnée, ils sont
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obtenus de fagon reproductible, en grande quantité et sans
recourir a |'utilisation d’animaux.

Les immunoadsorbants ainsi produits peuvent étre intro-
duits dans des réservoirs de type cartouches ou précolonnes
entre deux frittés et étre utilisés comme tout support classi-
que d’extraction. Apres une étape de conditionnement par
un tampon et de I'eau pure, I’échantillon aqueux est appliqué
et un lavage a I’eau pure est alors éventuellement introduit.
L’application d’un solvant d’élution permet de récupérer les
solutés sélectivement retenus par les anticorps (voir
encadré 1).

Les propriétés des immunoadsorbants résultent surtout
de celles des anticorps greffés. Si les anticorps créent des
interactions spécifiques avec un antigéne donné contre
lequel ils ont été synthétisés, ils sont aussi source de
réactions croisées, c’est-a-dire de réactions avec les
analogues structuraux de I'antigene. En principe, une forte
affinité des anticorps est obtenue pour la molécule utilisée
pour la synthése des anticorps (molécule antigéne). L’affinité
pour les autres molécules de la méme famille chimique va
dépendre de leurs caractéristiques structurales. Cette
affinité va influer sur la rétention des composés au cours de
I’étape d’extraction et donc sur les rendements d’extraction
pour un volume d’échantillon donné. Ceci est illustré par les
rendements d’extraction reportés dans le tableau Il et
obtenus pour des triazines aprés préconcentration d’eau
pure dopée par ces composés sur trois immunoadsorbants
greffés par des anticorps différents.

Si 'on compare les rendements obtenus avec chaque
type d’anticorps, il apparait que I'anticorps le plus apte a
piéger simultanément la famille des triazines est celui produit
al'image de I'amétryne. Par modélisation moléculaire de ces
triazines et des immunoconjugués, et par I'exploitation des
résultats par analyse en composante principale, il a
récemment été mis en évidence I'importance du volume des
groupements caractérisant les différentes molécules et des
interactions électroniques (mesurées par la répartition des
charges dans les molécules) dans le mécanisme de
reconnaissance par les anticorps, et donc leur affinité
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Tableau Il - Rendements d’extraction (%) aprés percolation
de 25 mL d’eau pure dopée par un mélange de triazines sur
des immunoadsorbants contenant une quantité équiva-
lente d’anticorps monoclonaux anti-atrazine, -amétryne et
-dichloroatrazine greffés sur silice. (Adapté de [41]).

Hapténe
Atrazine Amétryne Dichloroatrazine

Atrazine 91 90 23
Cyanazine 96 91 93
Propazine 75 105 25
Simazine 93 114 3
Sebutylazine 100 100 35
Terbutylazine 67 85 90
Prometon 25 99 2
Prométryne 0 107

Terbutryne 0 92

vis-a-vis des différents composés de cette famille [41]. A
terme, ces travaux ont pour objectif de permettre la prévision
de la structure idéale de la molécule modele pour la
production d’anticorps, permettant ainsi de diminuer leur
colt de développement.

Un rendement d’extraction inférieur a 100 % peut étre d
a une faible affinité des anticorps vis-a-vis du composé étu-
dié, mais aussi a un dépassement de capacité. Il est donc
important de connaitre ce paramétre couramment défini
comme le nombre total de sites de reconnaissance disponi-
bles sur I'lS et capables de fixer les analytes. Cette capacité
est donc directement liée au nombre et a la nature des anti-
corps greffés ainsi qu’a leur accessibilité. Lorsque I'on utilise
des anticorps polyclonaux, la fraction d’anticorps greffés
correspond a la fois a des anticorps spécifiques de la molé-
cule ciblée, mais également a des anticorps spécifiques
d’autres molécules (telle que la protéine porteuse ou des
anticorps liés au patrimoine immunitaire de I’'animal) qui
n’interviennent donc pas dans le procédé d’extraction. Il est
alors nécessaire de connaitre cette capacité de maniére a ne
pas saturer I'immunoadsorbant, ce parametre ne pouvant
pas étre accessible par le calcul. Le dépassement de cette
capacité a pour conséquence la non-linéarité des courbes
d’étalonnage au-dela d’une certaine concentration. La capa-
cité peut étre mesurée par percolation d’un volume constant
d’eau dopée par des quantités croissantes d’analyte-anti-
gene. Un exemple de courbe ainsi obtenue, présenté en
figure 2, fait apparaitre que la quantité maximale d’atrazine
pouvant étre fixée sans diminution des rendements d’extrac-
tion est de l'ordre de 450 ng pour cet immunoadsorbant
constitué d’anticorps anti-atrazine. Si cette capacité est
insuffisante, ce qui peut étre le cas si I'on cherche a extraire
simultanément d’autres analogues structuraux, il est néces-
saire d’augmenter la quantité d’anticorps dans le support.
Cela revient en général a augmenter aussi la quantité de
support de greffage car une densité de greffage trop élevée
conduit a des problémes d’accessibilité des analytes pour
les anticorps [37].

Qutre un apport en reproductibilité déja évoqué, les
anticorps monoclonaux présentent aussi I'avantage d’étre
tous spécifiqgues de la molécule cible, conduisant ainsi a
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un IS de capacité plus élevée pour une quantité donnée
d’anticorps. Ce parametre est trés important si I’on souhaite
miniaturiser le systéme d’extraction.

Des études menées avec des IS de méme capacité mais
synthétisés a partir d’anticorps monoclonaux et polyclonaux
anti-isoproturon (obtenus en adaptant la quantité d’anti-
corps suivant leur nature) indiquent la méme échelle d’affi-
nité pour le groupe des 13 phénylurées testées. Ces résultats
sont reportés dans le tableau lll : des rendements similaires
sont obtenus pour un composé donné quel que soit le type
d’anticorps utilisé. La méme observation a été faite avec des
anticorps polyclonaux et monoclonaux dirigés contre I'atra-
zine et la terbutylazine. Il est donc possible d’obtenir des
anticorps monoclonaux présentant une grande réactivité
croisée, a savoir une grande aptitude a piéger plusieurs
composés d’'une méme famille structurale.

Tableau Il - Rendements (%) moyens et écart-type mesurés
aprés percolation de 25 mL d’eau pure dopée a 1 ug/L par des
phénylurées sur des immunoadsorbants contenant des anticorps
anti-isoproturon monoclonaux (n =2) et polyclonaux (n =3) de
méme capacité (quantité d’anticorps adaptée a leur nature).
(Adapté de [37]).

Monoclonaux Polyclonaux

Fénuron 0 <10

Metoxuron 19 (5) 61 (4)
Monuron 28 (5) 101 (5)
Chlortoluron 100 (2) 102 (8)
Isoproturon 99 (1) 99 (3)
Difenoxuron 6 (6) 67 (6)
Linuron 83 (2) 96 (5)
Chlorbromuron 100 (9) 101 (5)
Diflubenzuron 59 (7) 99 (6)

Le protocole d’extraction sur immunoadsorbants est
similaire a celui utilisé pour les supports classiques d’extrac-
tion (silice greffée C18, copolymeéres apolaires...). Apres
conditionnement de I'immunoadsorbant par quelques mL



R (%)

% 10 mL tampon acétate 0,1 M

+ 10 mL glycine 0,2 M/ NaCl 0,5 M
+ 10 mL thiocyanate 3 M / tamp. acétate 0,1 M

80

70

M Solution aqueuse pH 3
M Thiocyanate 3 M + acétate 0,1 M pH 3 / méthanol 80/20

60

50
M Thiocyanate 3 M + acétate pH 3 / éthylene glycol 50/50

Eau / méthanol 30/70

40

30

20

d’eau pure, I'échantillon est percolé. Les solutés sélective-
ment retenus par les anticorps sont ensuite désorbés par
un faible volume d’éluant.

Si les grosses molécules (protéines, hormones, etc.) sont
désorbées par simple changement de pH, modification de la
force ionique de I’éluant ou ajout d’agents dénaturants, ces
conditions sont peu efficaces pour la désorption de petites
molécules comme le montre la figure 3 illustrant I'effet de
certains agents sur I’élution de Iisoproturon. Seuls des
solvants organiques comme le méthanol ou I'acétonitrile
permettent une désorption efficace de I'analyte en un faible
volume, ce qui n’est pas obtenu par application de solutions
aqueuses ou d’autres agents largement utilisés pour les
molécules de grande taille.

Il apparait que des mélanges hydro-organiques contenant
jusqu’a 80 % de méthanol ou d’acétonitrile peuvent étre uti-
lisés sans endommager I'immunoadsorbant, a la différence
d’anticorps non greffés dont la dénaturation est irréversible
dans de telles conditions. En effet, I'lS est régénéré par stoc-
kage a4° C dans une solution aqueuse tamponnée contenant
un agent antibactérien. Ce comportement particulier des anti-
corps greffés a aussi été mis en évidence lors de I’étude de
I’action de certains sels connus pour leur effet chaotrope
(propriété que possédent certains ions a agir sur les interac-
tions de nature hydrophobe modifiant alors la conformation
des protéines), voire dénaturant pour les anticorps. En effet,
certains ions réputés trés forts pour entrainer la rupture des
interactions antigéne-anticorps se sont montrés peu effica-
ces pour la désorption de micropolluants des immunoadsor-
bants. Cependant, une baisse des rendements peut étre
observée quand certains ions sont introduits dans I’échan-
tillon d’eau avant percolation, traduisant une diminution de
I’affinité des anticorps probablement liée a un changement
de structure réversible des anticorps.

Généralement conditionnés dans des cartouches
d’extraction en polypropyléne, piégés entre deux frittés,
les immunoadsorbants peuvent également étre introduits
dans des précolonnes intégrées dans des montages permet-
tant de coupler en ligne I'extraction et I’analyse par chroma-
tographie en phase liquide (CPL). La désorption est alors
réalisée par le gradient de phase mobile utilisée pour la sépa-
ration analytique. Cette phase mobile doit contenir une
quantité suffisante de solvants organiques pour permettre la

désorption des solutés, tout en permettant la séparation des
composeés ciblés.

L’exemple reporté figure 4 illustre clairement le gain en
sélectivité résultant de I'utilisation de I'lS pour I’extraction de
la benzidine et de deux analogues structuraux. Le polymere
de styréne divinylbenzéne (figure 4A) est suffisamment
rétentif pour obtenir un taux de récupération élevé, mais il
conduit a la co-extraction de nombreux autres composés
masquant notamment, sur le chromatogramme, la présence
de la benzidine. La quantification des trois analytes apres
passage direct de I'’échantillon sur I'lS (figure 4B) est en
revanche grandement facilitée par I'élimination presque
totale des autres constituants de la matrice.
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L’apport en sélectivité des immunoadsorbants résulte de
la grande spécificité de linteraction antigéne-anticorps.
Cependant, en raison de leur caractére ionique ou fortement
hydrophobe, certains composés peuvent interagir fortement
avec le support de greffage, voire méme avec les protéines
(immunoglobulines). L’évaluation des risques de rétention
liées a des interactions non spécifiques peut se faire par
comparaison des résultats obtenus entre un IS contenant
des anticorps spécifiques et un autre IS constitué du méme
support solide mais greffé par des anticorps non spécifiques
des molécules ciblées. De nombreuses études ont montré
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que les silices activées et les gels d’agarose engendraient
peu d’interactions non spécifiques.

Lorsqu’une forte affinité est obtenue entre les anticorps
et les analytes ciblés, il est alors possible d’éliminer les inter-
férents, faiblement fixés par interactions non spécifiques, par
une étape de lavage avant de procéder a la désorption. Cette
approche est illustrée figure 5 pour la recherche de penta-
chlorophénol dans un effluent industriel. Un IS anti-chloro-
phénols a été obtenu par greffage d’anticorps anti-penta-
chlorophénol. L'interaction avec le pentachlorophénol s’est
révélée tres intense, si bien que I'étape de désorption n’a pu
étre réalisée avec le mélange classique d’eau et de solvant
organique, mais avec en plus I'ajout d’acide acétique. Dans
ce cas, apres percolation de I’échantillon, un lavage intermé-
diaire a pu étre réalisé avec une solution contenant 95 %
d’acétonitrile avant désorption du pentachlorophénol. Il est
ainsi possible, comme le montre la figure 5B, de quantifier
facilement le pentachlorophénol dans cet effluent, ce qui
n’est pas le cas lorsque I'on extrait ce composé par un sup-
port hydrophobe conventionnel (de polystyrene divinylben-
zéne) (figure 5A). Un autre exemple d’apport en sélectivité
est illustré figure 6 qui correspond a I'analyse d’une toxine
algale, la microcystine-LR, et de ses hombreux analogues
structuraux aprés leur extraction de cultures d’algues. Dans
ce cas, I'analyse est réalisée en CPL couplée a un détecteur
a barrette de diodes permettant d’accéder au spectre
d’absorbance caractéristique de ces toxines et couplée a un
spectrométre de masse (SM) muni d’un analyseur a triple
quadripdles pour I'identification des variants de microcysti-
nes dont on ne possede pas les étalons. L'immunoextraction
(figure 6A) apparait ici comme une méthode de choix pour
limiter une fois de plus la co-extraction d’interférents appa-
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raissant dans I'analyse de I'extrait non purifié (figure 6B),
mais aussi pour extraire sélectivement des analogues struc-
turaux de la microcystine-LR présents dans les cultures.
Lorsque I'immunoextraction intervient comme méthode
de purification d’extraits obtenus par applications de métho-
des conventionnelles (extractions en solvants par Soxhlet,
sous champ micro-ondes...), les solutés a analyser sont
contenus dans un solvant organique. Or, pour obtenir une
forte affinité des anticorps et ainsi une forte rétention des ana-
lytes sur I'immunoadsorbant, il est préférable de percoler un
échantillon aqueux. Aussi, la purification sur IS nécessite une
étape d’évaporation du solvant et de dilution de I'extrait dans
I’eau avantimmunoextraction. Il est possible de travailler avec
une faible teneur résiduelle en solvant, mais celle-ci doit étre
controlée par vérification des rendements d’extraction.

L’automatisation facile du couplage en ligne de I'extrac-
tion sur phase solide avec la CPL rend cette technique trés
performante et les analyses quantitatives plus fiables.
L’extraction se fait actuellement avec des précolonnes rem-
plies de supports tels que les silices greffées C18 ou des
copolymeéres qui mettent en jeu des interactions non spécifi-
ques. Mise a part si les analytes sont hydrophobes, il est
difficile d’appliquer un lavage intermédiaire car cela peut
conduire a la perte des composés les plus polaires, compte
tenu des faibles dimensions des précolonnes et donc des
faibles quantités de phase. De ce fait, il y a grand intérét a
utiliser les IS comme support d’extraction en ligne car la puri-
fication est alors réalisée en méme temps que I'extraction.
Le couplage de I'extraction et de la CPL en ligne apparait
également intéressant pour I'analyse de composés volatils
comme les phénols ou les hydrocarbures aromatiques
polycycliques car il permet d’éviter I'étape d’évaporation
souvent nécessaire aprés I’élution pour concentrer I'extrait
a injecter.



Le couplage en ligne de I'immunoextraction peut se faire
directement avec I'analyse chromatographique. L’IS est
conditionné dans une précolonne et installé sur une vanne
permettant, en position de chargement, de percoler I'échan-
tillon. L’élution est ensuite assurée par la phase mobile
permettant la séparation chromatographique apres bascule-
ment de la vanne en position d’élution. Ce couplage est
possible uniquement si les anticorps ont été préalablement
greffés de fagon covalente sur un support résistant aux
fortes pressions développées par le systéme analytique et
si les conditions de désorption sont compatibles avec I'ana-
lyse chromatographique. Des anticorps greffés sur silice
ont été utilisés pour I'analyse en ligne de triazines, de phényl-
urées, d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et
de colorants dans des eaux [7-9, 26, 29, 31, 34-36]. Dans ces
différents cas, une phase mobile contenant de I'eau et de
I’acétonitrile a permis un transfert rapide des solutés vers la
colonne analytique sans perte en efficacité.

Pour les analyses de phénols et de microcystines
illustrées figures 5 et 6, I'ajout d’acide acétique dans le
solvant de désorption rend impossible le couplage direct
avec la séparation chromatographique car il conduit a des
problemes de détection ou de rétention chromatographique.
Pour les microcystines, leur analyse en ligne a été rendue
possible par Pintroduction d’une seconde précolonne
contenant un polymére organique qui permet un piégeage
intermédiaire des toxines extraites sélectivement puis éluées
de I'immunoadsorbant avant leur transfert en CPL/SM [22].
Ce couplage mettant en ceuvre un support intermédiaire est
aussi utilisé quand les anticorps ont été greffés sur un
support ne permettant pas d’appliquer de fortes pressions
(gel d’agarose), ou pour un couplage en ligne avec
la chromatographie en phase gazeuse.

Bien que les polymeéres a empreintes moléculaires (MIP)
suscitent un intérét assez récent pour leur application a
I’extraction, le concept est assez ancien et a été largement
exploité dans le domaine de la chiralité. Au départ
développés sur silice, ils doivent leur essor a I'utilisation de
polyméres organiques.

lls sont obtenus par polymérisation de monomeres
autour d’une molécule modele (ou empreinte) en présence
d’un agent réticulant et d’un initiateur de polymérisation.
Aprés élimination de la molécule empreinte, on obtient un
polymére poreux possédant des sites de reconnaissance
spécifique de la molécule modéle, a savoir des cavités capa-
bles de reconnaitre la molécule modéele avec une sélectivité
comparable a celle des systémes biologiques (enzymes,
anticorps...). Outre le fait d’étre peu onéreux si la molécule
modele est disponible a faible codt, de tels polymeres pré-
sentent une excellente stabilité chimique, mécanique et ther-
mique. Les ouvrages ou revues générales portant sur le sujet
[45-47] et le nombre de publications en augmentation expo-
nentielle durant ces cing derniéres années témoignent
du grand potentiel des MIP pour I’extraction de polluants
de matrices variées. Quelques exemples d’applications
environnementales sont reportés dans le tableau IV.

La premiere étape de la synthése consiste a mettre en
contact la molécule modele, le(s) monomere(s) fonctionnel(s)

Tableau IV - Polymeéres a empreinte moléculaire appliqués a différents types de polluants et de matrices.
AM : acide méthacrylique ; VP : 4-vinylpyridine ; ATFMA : acide trifluorométhylacrylique.

* phase a acceés restreint (mécanisme d’exclusion + interactions hydrophobes).

Analytes ciblés Molécules modéles Matrices Monomeres Solvant porogéne Réf.
Alkviphosph Différents méthyl Sérum (solutés transférés AM Acétonitil 48
yiphosphonates phosphonates dans |'acétonitrile) ERiemlE
Ac. chlorophénoxyacétiques 2,4,5-T Eau VP Eau/Méthanol 49
Bisphénol A p-ter-butylphénol Eau VP Toluene 50
Nicotine et produits L c . . ;
d’oxydation Nicotine hewing gum AM Dichlorométhane 51
4-nitrophénol 4-nitrophénol Eau VP Acétonitrile 52-53
Phénylurées Isoproturon ou fénuron Eau/végétaux AM Acétonitrile ou Toluéne 54-55
Sulfonylurées Met-sulfuron-méthyle Eau, sol ATFMA Dichlorométhane 56
Triazines Atrazine Foie AM Acétonitrile 57
) Eau, extrait de sédiment Dichlorométhane
Propazine dilué dans I'eau AM ou toluéne 58
S ) Eau, urine, pomme (aprés AM Dichl th 9
imazine extraction sur C18) ichlorométhane 5
Terbutylazine Eau AM Dichlorométhane 60-61
Terbutylazine Eau (aprés extraction sur AM Toluene 62
support mixte*)
Terbutylazine Eau (aprés extraction AM Nombreux solvants 63
sur C18)
Dibutylmélamine Eau AM Chloroforme/eau 64
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et un agent réticulant dans un solvant porogéne qui va
permettre de créer une structure méso- ou macroporeuse.
Le monomere est choisi de maniére a développer, avec la
molécule empreinte, des liaisons covalentes, non covalentes
ou encore des liaisons de coordination. La formation de
liaisons covalentes doit conduire a un complexe plus stable
et de géométrie bien déterminée. Aprés polymérisation, la
liaison covalente est rompue par clivage chimique libérant la
molécule empreinte et laissant des sites homogénes bien
définis. Cependant, la plus grande simplicité de mise en
ceuvre de liaisons non covalentes fait que cette méthode est
plus largement représentée dans la littérature pour
I’application des MIP comme supports d’extractions tels que
ceux décrits dans le tableau IV. Cette méthode permet un
bon compromis entre une interaction analyte-monomeres
suffisamment forte pour I'obtention d’une grande sélectivité
et une désorption rapide, ce qui est primordial pour un
éventuel couplage en ligne des polymeéres a la CPL. Un
schéma récapitulatif des différentes étapes de synthese
est donné figure 7. Les polymeéres peuvent éventuellement
étre synthétisés in situ dans une colonne ou un capillaire et
utilisés comme tels. Dans la plupart des cas, ils sont
synthétisés en bloc, puis broyés et tamisés de maniére a
obtenir des particules de taille homogene (comprise entre
25 et 50 um) que I'on conditionne ensuite sous forme de
cartouche ou de colonne. C’est par cette technique que
sont obtenus la majorité des MIP dédiés a I’extraction.
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Py AN

;\N )\\N J\N )-i". monomere
: H

| molécule modele (remplate)
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Choix de la molécule modéle

De la méme maniére que 'hapténe et donc I'immuno-
conjugué définissent la spécificité des anticorps produits, la
structure de la molécule empreinte qui posséde une géomé-
trie et des fonctionnalités particulieres va définir la spécificité
du MIP. A titre d’exemple, sont comparés dans le tableau V
des rendements d’extraction obtenus pour différentes triazi-
nes apres percolation sur des polymeéres imprimés avec
I’'amétryne (thiotriazine) et la terbutylazine (chlorotriazine)
comme molécule empreinte. Si ces deux supports
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Tableau V - Rendements d’extraction obtenus pour des triazines
sur des MIP synthétisés en prenant 'amétryne et la terbutylazine
comme molécules modeéles.

Percolation de 10 mL d’un mélange dichlorométhane/méthanol (99:1)
dopé par les triazines [61].

Amétryne Terbutylazine

Atrazine 88 100
Cyanazine 82 100
Propazine 87 100
Simazine 93 100
Sebutylazine 72 98
Terbutylazine 77 100
Prometon 100 96
Amétryne 78 26
Prométryne 81 31

Terbutryne 60 25

permettent d’extraire toutes ces molécules de structure pro-
che, le polymére synthétisé avec la terbutylazine est plus
spécifique des triazines chlorées (dont le nom se termine en
« ine ») puisque de plus faibles rendements d’extraction sont
obtenus pour les triazines thiométhylées (dont le nom se
termine en «yne »). En revanche, I'utilisation du polymeére
synthétisé a I'image de I'amétryne permet I'extraction de
’ensemble des triazines ciblées avec des rendements
supérieurs a 60 %.

Cependant, si aprés synthése il est important d’éliminer
totalement cette molécule empreinte pour qu’elle ne soit pas
relarguée par le polymére au cours de son utilisation
conduisant ainsi a des faux positifs, cette élimination totale
est parfois incertaine [51, 65] et conduit certains groupes a
utiliser, comme empreinte pour la synthése, un analogue
structural de la molécule cible qui n’est pas susceptible
d’étre présent dans les échantillons. La difficulté réside alors
dans le choix de cette molécule qui doit permettre d’obtenir
une forte affinité pour la molécule ciblée, voire plusieurs
molécules appartenant a la méme famille structurale. Cette
molécule doit de plus étre disponible en grande quantité,
ce qui peut poser des problemes de colit et de toxicité.

Choix du monomeére

Le monomere est choisi pour sa capacité a établir des
interactions fortes non covalentes avec la molécule
empreinte dans le solvant de polymérisation. La majorité des
MIP utilisés en extraction ont été synthétisés a partir de
I’acide méthacrylique (voir tableau V). Suivant les molécules
empreintes, ce monomere est susceptible de développer
des interactions de type liaison hydrogene ou des
interactions électrostatiques. Des monomeéres basiques tels
que la 4-vinylpyridine pouvant générer des interactions de
type m-m avec certains analytes peuvent également étre
utilisés. Une étude récente a permis de démontrer, comme
pour le choix de [I'haptene pour la synthése d’un
immunoadsorbant, I'intérét de I'utilisation de la modélisation
moléculaire pour choisir la nature du ou des monomeres et
leur ratio par rapport a la molécule empreinte pour obtenir un
affinité maximale entre le MIP et la molécule empreinte [66].

Néanmoins, la nature des interactions développées au
cours de la synthése va dépendre de la nature du solvant de
polymérisation, tout comme la spécificité et la sélectivité du
MIP vont dépendre du solvant utilisé pour la percolation
ou les étapes de lavage (voir chapitre suivant).



Enfin, la majorité des réactions de polymérisation décri-
tes utilise, comme agent réticulant, le diméthacrylate d’éthy-
léne glycol, ce qui s’explique notamment par sa grande
stabilité mécanique et thermique [45].

Choix du solvant

S’il doit étre choisi au départ pour sa capacité a solvater
les différents réactifs nécessaires a la synthése, le solvant de
polymérisation est un parameétre-clé de la spécificité du MIP
puisqu’il conditionne la nature et la force des interactions
entre la molécule empreinte et le(s) monomeére(s). La
spécificité des cavités du MIP dépend de la stabilité du
complexe formé. Les solvants les plus utilisés sont des
solvants peu polaires et aprotiques, de fagon a favoriser les
interactions préalablement citées comme les liaisons
hydrogéne. La nature du solvant de polymérisation influe
aussi sur la structure et la morphologie du polymere en
modifiant sa porosité (effet porogene) et sa capacité a
gonfler en présence de certains solvants utilisés au cours
de I’étape d’extraction.

Pour qu’un analyte soit extrait spécifiquement par le MIP,
il faut que sa structure soit relativement proche de celle de
I’empreinte pour pénétrer dans les cavités et interagir ensuite
avec le polymere. L’analyte cible sera retenu spécifiquement
dans les cavités du polymeére s’il développe le méme type
d’interactions que celles développées lors de la synthese ;
cela implique donc I'utilisation pour I’extraction sur MIP d’un
solvant analogue au solvant de synthése. Le solvant de poly-
mérisation étant de nature organique, I’extraction de compo-
sés d’échantillons aqueux implique une premiére étape de
transfert dans un solvant organique par extraction liquide-
liquide [49] ou par extraction sur un support hydrophobe
conventionnel [58, 62-63]. L’échantillon aqueux peut étre
directement percolé sur le MIP, mais une étape de lavage par
le solvant qui permet de générer les interactions spécifiques
au sein des cavités est alors obligatoire (voir encadré 2).
L’optimisation de cette étape est cruciale pour aboutir a une
sélectivité optimale, mais également trés délicate car les
interactions analyte-polymeére sont plus ou moins fortes en
fonction de la nature de I'analyte et de la structure des cavi-
tés. En effet, toutes les cavités ne sont pas identiques. Ceci
résulte de la structure méso- et macroporeuse des polyme-
res [45]. Cette hétérogénéité peut étre démontrée par des
études de capacité (menées de maniere similaire a celle
décrite figure 2 pour les immunoadsorbants) : ces mesures
conduisent a des courbes possédant plusieurs parties linéai-
res successives qui traduisent la présence de cavités diffé-
rentes mettant en ceuvre des interactions d’énergie variée
[58]. De ce fait, I'optimisation de I’étape de lavage consiste
a éliminer les interactions non spécifiques sans perdre
les composés les plus faiblement retenus spécifiquement.

Pour vérifier la spécificité des interactions impliquées
dans un processus d’extraction et éventuellement I'optimi-
ser, I'approche couramment décrite consiste a comparer la
rétention des analytes sur le MIP a celle sur un polymére non
imprimé obtenu par la méme voie de synthése mais sans
introduire la molécule empreinte. C’est ainsi qu’il a été vérifié
que dans le cas des résultats reportés dans le tableau V, la
rétention était due a des interactions spécifiques a condition
d’introduire 1 % de méthanol dans la fraction de dichloromé-
thane, et ce pour limiter I'interaction par liaisons hydrogene
avec des résidus méthacryliques situés dans des régions

Encadré 2

1. Percolation de I’échantillon aqueux
@ Retention sur MIP par interactions
hydrophobes non sélectives.

Séchage

2. Percolation d’un solvant faiblement
polaire et aprotique

@& Induction d’un mécanisme de
rétention sélectif par interactions
polaires/élimination des composés de
structure non complémentaire des
cavités.

\ O 3. Elution des analytes par un solvant
polaire protique.

\L’:_l
&G

Analyse

non spécifiques du polymere (en dehors des cavités bien
définies). Dans le cas des composés trés polaires, la réduc-
tion des interactions non spécifiques est difficile car ils inte-
ragissent fortement par liaisons hydrogéne avec la matrice
polymére [61]. Une élimination totale de ces interactions
parasites implique I'utilisation d’un solvant polaire protique,
ce qui peut entrainer également I'élution des composés les
plus faiblement retenus spécifiquement [49].

Comme évoqué précédemment, compte tenu des réac-
tifs utilisés pour leur synthése, les MIP développent des inter-
actions sélectives principalement polaires qui ne peuvent se
développer en milieu aqueux au cours de la percolation. Pour
pallier ce probléme, de nombreuses procédures décrites
dans la littérature consistent en une étape préalable de chan-
gement de solvants (par extraction liquide-liquide ou par
extraction sur support conventionnel) qui permet le transfert
des analytes dans le solvant adapté au passage sur MIP, ce
dernier intervenant alors comme support de purification. Un
exemple d’application est donné figure 8. Il correspond a
I’analyse d’'une eau de source dopée par des triazines et
leurs métabolites (100 mL a 0,5 ug/L) aprés extraction sur un
polymére hydrophobe (polystyréne divinylbenzéne) suivie (a)
ou non (b) d’une étape de purification sur un MIP. La compa-
raison des deux chromatogrammes illustre le gain en sélec-
tivité puisque le passage sur le MIP a permis d’éliminer une
grande quantité de composés préalablement extraits par
le polymeére hydrophobe.
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Lorsque l'on cherche a appliquer directement un
échantillon aqueux sur le MIP, il convient, pour développer
une interaction sélective entre les analytes et les cavités
spécifiques, d’introduire dans la procédure d’extraction un
solvant permettant de générer les interactions adéquates.
Cependant, quelques travaux mentionnent des problemes
d’effets de matrice qui se traduisent par des baisses de
rendement d’extraction lorsque les solutés sont recherchés
dans des matrices réelles et non plus dans des eaux pures
dopées [52, 63]. Pour un MIP fondé sur l'utilisation de
méthacrylate comme monomére, nous avons mis en
évidence des problemes liés a la présence de cations dans
les eaux naturelles (notamment Ca2+) dont leffet est de
bloquer, par échange d’ions, les sites d’interaction donneurs
de liaisons hydrogéne. Au pH des eaux naturelles, les
fonctions carboxyliques sont ionisées et ne peuvent plus
développer de liaisons hydrogéne avec les solutés. Ce
probleéme a été résolu par introduction d’une étape de lavage
a l'acide chlorhydrique aprés I'étape de percolation de
I’échantillon. La solution acide permet d’éliminer les cations
interagissant avec la matrice polymere par échange d’ions
avec les protons avant passage du solvant de lavage
favorisant les interactions polaires (solvant peu polaire et
aprotique). Cette méthode a été appliquée a I’extraction
sélective de triazines d’un effluent industriel et le résultat est
illustré figure 9 [61]. L’apport en sélectivité du MIP est
démontré par le fait qu’il permet de limiter considérablement
la présence d’interférents dans I'extrait analysé. De plus,
I'application de la solution acide de régénération avant
percolation de dichlorométhane (solvant de lavage) permet
de supprimer les effets de matrice et d’obtenir, pour tous les
échantillons d’eau analysés, des rendements d’extraction
identiques a ceux obtenus pour I'eau pure dopée [61]. Un
autre groupe a utilisé un complexant des ions calcium
(EDTA) ajouté dans les échantillons d’eau avant percolation
pour éliminer ces effets de matrice [56].

L’apport en sélectivité visible dans la figure 9 par la
réduction du massif d’interférents est aussi démontré par le
fait que des phénylurées, composés de méme taille et
appartenant a la méme gamme de polarité que les triazines,
n’ont pas été piégées par le MIP.
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Récemment, un couplage en ligne a été décrit pour
I’analyse de traces de triazines dans des eaux. Les auteurs
préconisent |'utilisation en amont d’une précolonne remplie
d’un support a accés restreint (phase RAM : « restricted
access media »; support a mécanisme mixte dont les
particules possédent un greffage interne hydrophobe et
externe hydrophile) pour extraire les composés de I'eau
avant leur transfert sur MIP [62]. Le transfert entre ce support
et le MIP a été réalisé par passage d’acétonitrile. L’acide
méthacrylique ayant été utilisé pour la synthese du MIP, la
désorption a été réalisée par passage du mélange méthanol/
eau constituant la phase mobile puisque ce solvant permet
la rupture des interactions polaires (de type liaisons
hydrogene) entre les solutés et le MIP et ainsi leur transfert
vers la colonne analytique. Dans cet exemple, le mécanisme
d’exclusion induit par le support a acces restreint a permis
d’éliminer les substances humiques de haut poids
moléculaire (> 15 kD).

Dans ce type de couplage, la difficulté réside dans la
compatibilité des solvants de lavage, de transfert et d’élution
en terme de miscibilité. Il faut aussi s’assurer que le transfert
vers le systéme analytique est suffisamment rapide pour ne
pas occasionner de perte en efficacité. Or, 'exemple décrit
témoigne d’un étalement des pics jusqu’a une perte
importante en résolution que l'on peut contourner en
associant la séparation analytique a une détection sélective
en spectrométrie de masse.

Au regard des différentes caractéristiques décrites pré-
cédemment, les deux approches semblent complémentai-
res. La possibilité de piéger sélectivement une famille com-
plete de polluants peut étre envisagée dans les deux cas. |l
suffit pour cela de comparer les résultats reportés dans les
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tableaux Il et V. Cependant, si I'objectif est le méme au
départ, a savoir un gain en sélectivité, le moyen d’y accéder
est différent en raison de la nature des interactions impli-
quées. L’application directe des immunoadsorbants au trai-
tement d’échantillons aqueux se fait sans probleme majeur
puisque I'interaction antigéne-anticorps est créée initiale-
ment dans ce milieu. En revanche, pour les polyméres a
empreintes moléculaires, la synthése se faisant actuellement
dans des solvants peu polaires et aprotiques, il est souvent
nécessaire d’opérer un transfert des solutés du milieux
aqueux vers un solvant approprié par une premiére étape
d’extraction conventionnelle, ou d’appliquer directement
I’échantillon sur le MIP et de procéder ensuite a un lavage
sélectif parfois difficile et délicat a optimiser. Cependant,
pour le traitement d’extraits issus de matrices solides, ces
deux supports deviennent compétitifs puisqu’il suffit alors de
dissoudre I'extrait sec dans le solvant adapté au support :
de I’eau pour les immunoadsorbants, un solvant proche
du solvant de synthése pour les polyméres a empreintes
moléculaires.

Concernant I'apport en sélectivité, un exemple récent
reporté figure 10 permet de comparer ces deux types
d’approche : un échantillon d’eau de riviére (100 mL) dopé a
1 ug/L par des sulfonylurées a été préconcentré sur C18, un
MIP et un immunoadsorbant [56]. Si la réduction du massif
d’interférents est importante lorsque I'on compare le
chromatogramme résultant de [I'utilisation d’'un support
de silice greffée C18 par rapport a celle d’'un MIP, une

suppression compléte du massif est obtenue apres
immunoextraction. Ce résultat est conforme a ce qui pouvait
étre attendu car compte tenu de la polarité élevée des
interférents (substances humiques et fulviques), celles-ci
interagissent fortement avec ce MIP par interactions non
spécifiques, interactions difficiles a éliminer totalement sans
perte de certains composés de la famille retenus
sélectivement mais pour lesquels I'affinité des MIP est plus
faible que pour le composé modele. Cependant, I'apport en
sélectivité est aussi démontré par le fait que le composé
noté A qui interfere avec le composé 3 apres extraction sur
C18 n’est plus présent dans I'extrait issu du MIP mais dans
la fraction de lavage (représentée en ligne discontinue).

Beaucoup d’exemples témoignent aujourd’hui d’un
apport plus important en sélectivité en immunoextraction.
Néanmoins, ces supports synthétiques sont plus récents et
si ’on regarde le nombre de groupes travaillant actuellement
sur leur développement, il est raisonnable d’espérer
beaucoup d’améliorations a court terme.
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