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Introduction générale

Les lanthanides sont devenus des éléments majeurpad leurs propriétés et leurs
applications. La chimie de coordination des lanithes a longtemps été délaissée compte
tenu d'un contréle difficile de I'environnement a@rdination de ces derniers. Toutefois, la
maitrise de l'environnement de coordination estivéetpar les nombreuses applications. Les
propriétés spectroscopiques et magnétiques omx@téitées en imagerie medicale. En effet,
des complexes de gadolinium sont utilisés en imagesr résonance magnétique en tant
gu'agents de contraste [1 - 3] et des complexesogirim, de terbium ou d'ytterbium sont
utilisés en imagerie optique en tant que marqudluerescents [4, 5]. Les propriétés
spectroscopiques des lanthanides ont égalemenex@iéitées pour la mise au point de
convertisseurs de lumiere [6, 7]. lls trouvent égant de nombreuses applications dans le
traitement de combustible nucléaire pour la sémaratctinides/lanthanides [8] ou encore en

biologie pour la catalyse de I'hydrolyse de I'ADN. [

Dans la recherche de nouveaux ligands, les appsabhesynthese paralléle ou combinatoire
connaissent un succes important, notamment daghsnhaine de la chimie des médicaments
ou de la catalyse. Compte tenu des bénéfices deotes de synthése, notamment en termes
de colt et de rapidité, celles-ci commencent a éireisagées dans d’autres domaines.
Récemment, ce concept a été exploité dans la @ahde ligands possédant une forte affinité
pour les actinides vis-a-vis des lanthanides [0@pendant, au vu du nombre de ligands et
des quantités disponibles, le succes de telletegies repose €également sur le développement
concomitant d'outils analytiques rapides et peltscommateurs de ligand.

En collaboration avec les équipes de chimie orgeniuy CEA de Saclay et de TUMR 7199
de Strasbourg, nous avons choisi de générer pdhesg parallele des bibliotheques de
ligands et de polymeres présentant une affinité peuropium. Nos recherches se sont donc
orientées vers le développement d’outils analygpermettant non seulement la sélection
mais aussi la caractérisation en termes d’affipio@r les lanthanides de ces ligands ou

polymeéres extractants congus pour leur complexation

Il a donc été nécessaire d’envisager a la foisméthode d'étude en milieu homogene pour
les bibliothéques de petits ligands et une méthdideide en milieu biphasique pour les
polyméres.

Parmi les méthodes d'étude en milieu homogeneptanpométrie, la spectrophotométrie
UV-Visible ou encore la spectroscopie de fluoreseesont trés populaires et largement

utilisées. Toutefois, ces méthodes nécessitent giesitités relativement importantes de

3
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ligands au regard des quelgues milligrammes obtdarss de synthéses paralléles ou
combinatoires. Nous nous sommes donc intéresspetantiel de I'électrophorese capillaire.
En effet, I'électrophorése capillaire ne nécesgiie quelques nanolitres d'échantillon, ce qui
fortement avantageux pour notre étude. Par ailldessrécents développements en terme
d'interface entre I'électrophorése capillaire etsfgectrométrie de masse ICP/MS nous
permettent d'allier l'efficacité de séparation at faible consommation d'échantillon de
I'électrophorése capillaire a la haute sensibiitéau caractere multi-élémentaire de la
détection par spectrométrie de masse ICP/MS.

Parallelement, nous nous sommes intéressés ataatr solide/liquide par des copolymeres
a base d’acrylate. Nous nous sommes alors focatisése développement d'un protocole
d'extraction solide/liquide des lanthanides rapétigpeu consommateur de polymeéres pour

sélectionner les polymeres les plus affins.

Dans un premier chapitre, apres un bref rappelpdegsriétés des lanthanides, les méthodes
permettant d'appréhender les interactions lantedigdnd seront recensées. Nous
montrerons, tout au long de ce chapitre, l'intdeéhos choix pour mener a bien I'ensemble de
nos travaux.

Le second chapitre sera consacré a l'applicatiortadyplage de I'électrophorése et de la
spectrométrie de masse ICP/MS a la déterminatiortastantes de complexation d'une
bibliotheque de ligands phosphorés. La premiérdiepate ce chapitre sera destinée a
présenter en détails la méthode utilisée. La sexpadie sera employée a décrire le criblage
des différents ligands pour mettre en évidencdigasids les plus affins. Dans une troisieme
et derniere partie, pour les ligands les plus sffias équilibres en présence seront décrits si
possible.

Enfin, le troisieme chapitre sera dédié a I'étudeddferents copolymeéres afin d'évaluer
I'influence de chaque composant d'un polymere. teangere partie de ce chapitre sera
consacrees a quelques rappels sur I'extractiodegliduide et a la présentation des différents
composants d'un polymére influengant les propridtéstraction de ce dernier. La seconde
partie sera employée a décrire le criblage degrdifits copolyméres afin d'en dégager les
plus prometteurs. Dans une troisieme partie, lesprpgtés d'extraction (I'affinité et la
capacité) des polymeres les plus prometteurs safém@rminées. Dans une quatrieme et

derniére partie, la sélectivité T4EU*"/Lu®" sera évaluée pour différents copolyméres.




Introduction générale

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

[1] S. Gu, H.-K. Kim, G. H. Lee, B.-S. Kang, Y. Qi@ T.-J. Kim, J. Med. Chem., 54 (2011)
143-152.

[2] Y.-T. Chang, C.-M. Cheng, Y.-Z. Su, W.-T. Lek;S. Hsu, G.-C. Liu, T.-L. Cheng, Y.-M.
Wang, Bioconjugate Chem., 18 (2007) 1716-1727.

[3] M. Giardiello, M. Botta, M. P. Lowe, J. Incl.nenom. Macrocycl. Chem., 71 (2011) 435-
444,

[4] D. J. Bornhop, J. M. M. Griffin, T. S. Goeb&J|. R. Sudduth, B. Bell, M. Motamedi,
Appl. Spectrosc., 57 (2003) 1216-1222.

[5] R. Weissleder, Nature Biotechnology, 19 (4)q2p316-317.

[6] C. Piguet, J.-C. Bunzli, G. Bernardinelli, C. 8ochet, P. Froidevaux, J. Chem. Soc.
Dalton Trans., (1995) 83-97.

[7] J.-C. Bunzli, C. Piguet, Chem. Soc. Rev., 3d0®) 1048-1077.

[8] H. H. Dam, D. N. Reinhoudt, W. Verboom, ChenacSRev., 36 (2007) 367-377.

[9] E. L. Hegg, J. N. Burstyn, Coord. Chem. Rev.311998) 133-165.

[10] H. H. Dam, H. Beijleveld, D. N. Reinhoudt, Werboom, J. Am. Chem. Soc., 130
(2008) 5542-5551.







Chapitre 1 :

Conception et étude de ligands pour la

complexation des lanthanides







Chapitre 1

1. INTRODUCTION

Ce premier chapitre est consacré a la présentgéograle de I'état des connaissances qui,
sans étre exhaustive, permettra d’appréhender fraamde expérimentale que nous avons

adoptée au cours de ces travaux.

Un rappel des propriétés des lanthanides serad@obrd, présenté. Dans une seconde partie,
les démarches de synthese de ligands complexarits equ possible d'adopter seront
présentées. Nous montrerons alors la difficulté@e’synthése a priori et ainsi l'intérét d'une
approche par synthése paralléle, approche adogéés, ces travaux, pour la recherche de
ligands complexant les lanthanides. Pour finir, le®thodes permettant I'étude des
interactions lanthanide/ligand seront détailléesudNmontrerons que le choix de la méthode
est fonction de diverses considérations telleslgsi@ropriétés physico-chimiques des ligands
et des lanthanides, les considérations économitpigsmnps consacré a I'analyse ainsi que les

domaines d’application du ligand.

Une attention particuliere sera portée a I'élettongse capillaire et plus particulierement aux
différentes méthodes électrophorétiques pour détemies constantes de complexation, ainsi
qu'aux polymeéres imprimeés, une nouvelle classetrdetants solides présentant un fort

potentiel pour I'extraction solide/liquide des lzamides.

2. PROPRIETES DES LANTHANIDES

2.1.Propriétés fondamentales

Les lanthanides ont été principalement découvartd@™ siécle. Grace aux travaux de
Seaborg [1], ils ont été classés en famille a pdeil940. Avec le scandium et I'yttrium, ils
constituent la famille des "Terres Rares", bien gedains éléments comme le cérium (60
ng.gh), le néodyme (33 pgl)y soient présents en quantité plus importante daetrds

éléments non qualifiés de rares tels le plomb (83j'). Ces éléments 4f présentent une
homogénéité dans leurs propriétés chimiques. Leimie de coordination a longtemps été

délaissée. Cependant, depuis une vingtaine d'aneesonnait un véritable élan de par les
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nombreuses applications en imagerie médicale, léademaine des matériaux ou encore dans

celui de la séparation lanthanides/actinides ppuetraitement du combustible nucléaire.
2.1.1. Propriétés électroniques

Les lanthanides représentent les 15 éléments geelaiere période du bloc f, allant du
lanthane de configuration électronique [Xel’ Ad" 65 au lutécium de configuration
électronique [Xe] 4f 5d" 6<. Cette série est caractérisée par le remplissemgrgssif des
orbitales 4f (tableau 1.1). La couche 4f est unacbe électronique interne. Un lanthanide

quelcongue est représenté par le symbole Ln.

Tableau 1.1 : Configuration électronique des atome®t des ions trivalents de la série des lanthanides

I'état fondamental [1].

Ln Symbole| Z | Configuration électronique Ln  Configuration éhectique Lr™
Lanthane La | 57 [Xe] 4f° 5d' 65 [Xe]
Cérium Ce 59 [Xe] 4f" 5d" 65 [Xe] 4f"
Praséodyme Pr 59 [Xe] 4f° 65 [Xe] 4f°
Néodyme Nd | 6( [Xe] 4f* 6 [Xe] 4F°
Prométhium| Pm | 61 [Xe] 4f 65 [Xe] 4f*
Samarium Sm | 62 [Xe] 4f° 65 [Xe] 4F°
Europium Eu 63 [Xe] 4f" 6 [Xe] 4f°
Gadolinium Gd | 64 [Xe] 4f" 5d' 65 [Xe] 4f’
Terbium Tb 65 [Xe] 4f° 65 [Xe] 4f°
Dysprosium|  py |66 [Xe] 4f"° 65 [Xe] 4F°
Holmium Ho |67 [Xe] 4 65 [Xe] 4f°
Erbium Er |68 [Xe] 4% 65 [Xe] 41
Thulium Tm |69 [Xe] 4f"° 65 [Xe] 4f**
Ytterbium vb |70 [Xe] 4 65 [Xe] 4f*°
Lutécium Lu 71 [Xe] 4f* 5d" 65 [Xe] 4

La perte d'un électron 4f ou 5d et des deux élestfs conduit a des ions trivalents, cet état

d'oxydation étant le plus stable de ces élémertsd@s ions trivalents sont notés>Lriou
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Ln(111)). Cependant, le samarium, I'europium ettéybium peuvent exister a I'état d'oxydation
2 ; le cérium, le praséodyme et le thulium a I'dtaxydation 4 (tableau 1.2).

Tableau 1.2 ;: Degrés d'oxydation communs des lanttmides [3].

Elément Laf C¢ Pr Nd Pm Sm EHu Gd [DBy|Ho|Er|Tm|Yb|Lu
2 @ 2 2 2) (2) (2) 2
Etat
_ 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3B
d'oxydation
4 4 (4 (4) 4

Les chiffres en gras indiquent les états les phisles et ceux entre parenthéses un état instable.

2.1.2. Propriétés ioniques

Les lanthanides présentent une grande similitudes deurs propriétés chimiques, seul le

rayon ionique évoluant lentement du début a laléra série.

Les orbitales 4f présentent une faible extensidiata et sont écrantées par les orbitales 5s2 et
5p° pleines. Elles sont alors protégées vis-a-vispgesirbations extérieures. Les électrons 4f
sont peu sensibles a I'environnement chimique [#je liaison chimique par interaction
covalente est impossible avec les électrons 4htdraction lanthanide - ligand est alors

décrite par un modéle purement ionique.

Les ions lanthanides trivalents présentent uneoisance réguliére du rayon ionique lorsque
le numéro atomique augmente. Ce phénomene estéapmetraction lanthanidique (tableau
1.3) [5, 6]. Cette contraction provient de l'augraion de la charge nucléaire effective lors
de l'ajout d'un électron dans les orbitales f.fetefi'écran d'un électron 4f sur un autre est
faible ce qui entraine une contraction progresdes orbitales 5s et 5p. Cette variation est de
15 % entre le lanthane et le lutécium mais restdef@ntre ions successifs, de l'ordre de 1 %,

d'ou la difficulté de concevoir un récepteur sp§ai d'un ion lanthanide donné.

Le caractere non directionnel de la liaison M-Lnsnifeste au travers d'une faible préférence
stéréochimique donc un nombre de coordination & géométrie associée variables. La
géomeétrie et le nombre de coordination sont camdlii@és par les interactions électrostatiques

et stériques entre le cation métallique et le kijanais également entre les ligands [6, 7].
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Les ions lanthanides présentent un nombre de cwirdn allant de 6 a 12, les plus

fréguemment observés étant 8 et 9. Une décroisshnnembre de coordination est observée
tout au long de la série du fait de la diminutianrdyon ionique. En solution aqueuse, les
complexes aquo des ions lanthanides du début deéri@ du lanthane au praséodyme
présentent un nombre de coordination de 9 tandidegiions lanthanides de la fin de la série
allant du dysprosium au lutécium présentent un mende coordination de 8. Pour les

lanthanides entre le néodyme et le terbium, un liégei entre les deux nombres de

coordination 8 et 9 est observable [8].

Les contraintes stériques ont une influence swpleere de coordination. Une coordination

particuliere autour de I'ion peut étre imposéeyratigand multidentate donné.

Tableau 1.3 : Rayon ionique (A) des ions lanthanide Ln** pour différents nombres de coordination

(NC) [9].

Ln** | NC=6|NC=7|NC=8|NC=9|NC =10/ NC =12
La | 1,032 | 1,100| 1,164 1,216 1,270 1,360
Ce | 1,010/ 1,070 1,143 1,196 1,250 1,340

Pr | 0,990 1,126 1,179
Nd | 0,983 1,109 1,163 1,27(
Pm | 0,970 1,093 1,144

Sm| 0958| 1,020 1,079 1,13 1,240
Eu | 0,947 | 1,010, 1,066 1,12
Gd | 0,938| 1,000f 1,053 1,10
Tb | 0,923 | 0,980 1,040 1,09

Dy | 0,912 | 0,970] 1,027 1,083

NTOTINo

UT

Ho | 0,901 1,015 1,072 1,120
Er | 0,890| 0,945 1,004 1,062
Tm | 0,880 0,994| 1,057
Yb | 0,868 | 0,925/ 0,985 1,042
Lu | 0,861 0,977 1,032

Le rayon ionique décroit de 1,032 A pour le lanthan0,861 A pour le lutécium, pour un
nombre de coordination de 6. Pour un nombre dedawation identique, le rayon ionique des

actinides décroit de 1,120 A pour I'actinium & 6,89 pour le lawrencium. Bien que l'ion
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actinide soit Iégerement plus gros que l'ion lanitha, la différence reste insuffisante pour

une discrimination entre les deux familles surd#sres stériques.

2.2.Propriétés spectroscopiques des ions lanthanides

2.2.1. Luminescence

La luminescence des lanthanides a été exploités Bawlomaine meédical notamment les
sondes luminescentes [10 - 13], les tests immuitpleg [14 - 16] ou encore l'imagerie
optique [17, 18].

A l'exception du L& et du Ld* de configuration [Xe] 4fet [Xe] 4f* respectivement, les
ions lanthanides sont luminescents. L'origine dd#eclkuminescence se trouve dans les
transitions f-f. Comme nous I'avons vu précédemmiestélectrons 4f sont peu perturbés par
I'effet du champ des ligands. Les spectres de lesecence des ions lanthanides se présentent
sous la forme de bandes d'émission fines a degiéaapécifiques dans l'ultra-violet, dans le
visible et dans le proche infrarouge.

Les transitions f-f sont théoriguement interditas les régles de sélection de Laporte et par la
regle de sélection de spin [19]. Cette interdictest atténuée par le couplage des états
électroniques avec les états vibrationnels et léamges de fonctions d’ondes de différents
nombres quantiques J ou de différentes parités.

De long temps de vie des états excités et donempg de vie de luminescence allant de la
microseconde & la milliseconde sont observés msuiohs lanthanides [20]. L'Euet le TH*
sont les plus utilisés du fait de leur temps deit@scence de I'ordre de la milliseconde et de
leur émission dans le visible (vé@, = 545 nm et rouggem = 620 nm pour le TH et I'EF*
respectivement). Par ailleurs, les désexcitatioms madiatives sont limitées pour ces deux
lanthanides compte tenu des grandes différencesrdié entre I'état fondamental et I'état
excité de chacun, ce qui implique une forte émissidefficacité de luminescence est
dépendante de la différence entre état fondamentatat excité de l'ion considéré ; si la
différence est faible, les processus de désedmitation radiatifs sont probables. La
luminescence de certains ions lanthanides en solptieésente un intérét remarquable dans le
domaine médical. Les complexes de Nd, Er ou Yb bumrt adaptés, leur luminescence étant
dans le rouge ou le proche infrarouge, domainerasparence des milieux biologiques
(absorption des tissus et de I'eau) [18]. Les tedepkiminescence étant longs, il est possible
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de réaliser I'analyse aprées un temps donné pdtmagehir des signaux de luminescence non

désirés du milieu ; ces mesures sont dites en te@sptu.

La probabilité des transitons f-f étant faiblecteefficient d'extinction molaire est faible [21].
Des lors, il n'est pas possible d'utiliser les idasthanides directement en tant que
chromophores, a moins de disposer de sources tdowiintenses (LASER). Il est possible
de procéder a l'excitation indirecte des lanthasjidee processus étant appelé “effet
d'antenne”. Les ions lanthanides peuvent étre aompl par un ligand présentant un
chromophore susceptible d'absorber des photons at@ere efficace. Le lanthanide va

favoriser le croisement inter-systeme qui condairdransfert de I'énergie a I'ion lanthanide.

De nombreux complexes de lanthanides présenterfaidkes rendements quantiques de
luminescence en solution aqueuse a cause de désiacts non radiatives liées a la présence
de molécules d’eau coordinées [22]. Lors de ls#tion des complexes de lanthanides dans le
domaine médical, la premiére sphere de coordinal#olion lanthanide doit étre saturée pour

éviter cette diminution de luminescence.

2.2.2. Paramagnétisme

A lexception du L& et du L§" de configuration [Xe] 4f et [Xe] 4f* qui sont
diamagnétiques, tous les ions lanthanides sontyzayaétiques compte tenu de la présence
d'électrons non appariés dans les orbitales 4f.

Le paramagnétisme des ions lanthanides a été &xplains le domaine médical, dans
I'élaboration d'agents de contraste pour imageniggsonance magnétique. Les complexes de
Gd** sont les plus utilisés, les ligands utilisés dldes polyaminocarboxylates [23 - 28], des
hydroxypyridinonates [29, 30] aux tripodes [31]. &fifet, le Gd* posséde sept électrons non
appariés, ce qui lui permet de disposer d'un momegnétique élevé et d'un temps de
relaxation électronique long, supérieur a la nacmsee du fait de I'état symétrique S du
Gd**. L'utilisation de complexes de &dinduit un couplage dipolaire efficace entre le
moment magnétique du &det le moment dipolaire des protons a proximité],[32 qui
contribue fortement a la relaxation des protorgoetc a I'amélioration du contraste [33].

Par ailleurs, la sphére de coordination di'Ge doit pas étre saturée. En effet, au moins un

site de coordination doit étre disponible pourgné& une molécule d'eau et ainsi collecter les
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informations. La relaxation des protons est d'aupéus importante que le nombre de sites de
coordination disponibles est élevé.

Toutefois, l'utilisation de complexes de ¥5dmpose une stabilité thermodynamique et
cinétique dans le but de ne pas relarguer d& Gampte tenu de sa toxicité. En effet, il peut
interagir avec les protéines du sang, les phosphlgi® carbonates ou former des hydroxydes
endogenes et se déposer dans le foie ou les o$osmesde Gd(OH) Du fait de leurs rayons
ioniques similaires, le Gl est également susceptible d'occuper des siteséesiu calcium.

2.3.Nature de la liaison lanthanide/ligand

Pearson a introduit le concept de dureté chimiqua 363 [34]. Il a classé les acides et les
bases de Lewis en deux groupes selon différentestéaistiques : les espéces dites dures et
les espéeces dites molles. Les espéces dites dureses petite taille, faiblement polarisables
et présentent des densités de charge élevées.cides alurs sont difficiles a oxyder et les
bases dures sont difficiles a réduire. De plusatédes durs présentent des degrés d'oxydation
élevés. Les especes dites molles, quant a ellesdsagrande taille, fortement polarisables et
présentent des densités de charges faibles. Lassacious sont faciles a oxyder et les bases
molles faciles a réduire. Il émet alors le postgla les acides de Lewis ont une préférence a
établir des liaisons de coordination avec des bpsEsentant les mémes caractéristiques. En
d'autres termes, les acides durs interagissentfpitesment avec les bases dures, les acides
mous avec les bases molles.

Les interactions acide mou/base molle sont prihempant de nature covalente. Les

interactions acide dur/base dure sont principalémemature ionique.

Les ions lanthanides au degré d'oxydation +3 ptésenne densité de charge élevée et sont
peu polarisables, du fait de la faible extensioatigfe des orbitales f. Les ions lanthanides
sont donc des acides durs selon la classificatien Pegarson [35]. lls interagissent
préférentiellement avec des ligands a atomes dosirdus tels que des atomes d'oxygene
(carboxylates, phosphonates, ...) par des interactiélectrostatiques. Pour former un
complexe stable en solution aqueuse, le ligand &toét capable de déplacer des molécules

d'eau qui sont fortement liées a I'ion lanthanide.
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La forte acidité au sens de Lewis induit l'activatides molécules d'eau coordinées a l'ion
lanthanide. Cela conduit a la formation, a des ppksgeurs a 7, de complexes insolubles de
type Ln(OH}.

Tout comme les lanthanides, les actinides sontadé$es durs selon la classification de
Pearson. Cependant, ils le sont moins que lesdaittes du fait de I'extension spatiale des
orbitales f plus importante, les électrons étantspbolarisables parce qu'ils sont moins
protégés par les électrons de valence. Un faiblegemtage de covalence peut alors intervenir
dans les liaisons formées avec des ligands prédedes atomes donneurs mous (S, N
aromatique) [36]. Cette différence électroniquereetes deux familles est exploitée pour la

conception de ligands pour la séparation des déuessdu bloc f.

3. STRATEGIE DE RECHERCHE

3.1.Conception "rationnelle" de ligand

Le principe de la conception rationnelle d'un ligamplique la connaissance préalable des
propriétés de l'ion ciblé. Entre d'autres termks,aigit de « construire » des ligands pour

interagir spécifiquement avec l'ion ciblé, et qeaétir des propriétés connues de l'ion ciblé.

Pour la conception d'un ligand, plusieurs factalo®ent étre pris en compte, a savoir le
choix des fonctions complexantes, la denticitéidand et I'architecture du ligand. En effet,
les fonctions complexantes sont choisies en fonatie leur capacité a interagir avec l'ion
ciblé. Par allleurs, le phénoméne de complexatiantégénéralement gouverné par des effets
entropiques, des ligands multidentates sont preféoér leur effet chélate. La préorganisation
du ligand permet d'améliorer les propriétés de dioation de celui-ci par des échanges
entropiques plus favorables. La denticité et lapyaénisation du ligand doivent étre adaptées

respectivement au nombre et a la géométrie de ic@tich de I'ion ciblé.
Selon l'application (médicale, nucléaire, etcdes contraintes de stabilité, de toxicité et des

conditions de pH, de lipophilie sont également éndre en compte. Ainsi, dans le domaine
du nucléaire, les ligands sont soumis a des miléel fois tres acides et radiolytiques. La
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sensibilité des ligands au milieu acide et au ph@re de radiolyse doit étre prise en
considération pour I'évaluation de nouveaux ligaextsactants. En plus des contraintes liées
au milieu dans ce domaine, il est nécessaire quiigiends respectent le principe CHON pour
réduire les quantités de déchets secondairerdesiits issus de leur combustion étant alors

peu nocifs.

3.1.1. Influence des atomes donneurs

Rappelons que les lanthanides sont des acidessdios la classification de Pearson, qui
interagiront préférentiellement avec des atomess.duis présentent un nombre de
coordination de 8 ou 9 et une géométrie de cootidim flexible ».

Compte tenu des propriétés des lanthanides, legndtes sont orientées vers des ligands O-

donneurs ou encore des ligands N-donneurs.

Les ligands O-donneurs présentent difféerentes immetoxygénées : les phosphonates, les
phosphinates, les oxydes de phosphines, les maidesyes diglycolamides, les acides
carboxyliques, etc...

L'atome d'oxygene, possédant un caractéere durgafces ligands de bonnes propriétés de

complexation. Le tableau 1.4 présente quelques plende ligands O-donneurs.
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Tableau 1.4 : Exemples de ligands O-donneur.

Ligand Acronyme Formule

0O 0]

Oxyde de octyl(phényl)-N,N- )}\/P—CBHW
diisobutyl- \(\N
carbamoylméthylphosphine CMPO @
(0] (0]
N,N'-diméthyl-N,N'-dioctyl-2-
: / DMDOHEMA C*‘“*’\NJ\/"\)}\N/CBHW
| |

hexyloxyéthylmalonamide

CgHi7 CgHi7
(0] (0]
H3C\N N/CH3
N,N,N',N'-tétraoctyldiglycolamide TODGA
CgH17 CgHy7
OCgH13

Parmi les oxydes de phosphine, le ligand le plumgoest I'oxyde de octyl(phényl)-N,N-
diisobutyl-carbamoylméthylphosphine (CMPO). Il adimis que le lanthanide est coordonné
principalement par I'atome d'oxygene du grouperogptle de phosphine, I'atome d'oxygene

du groupement carbonyle participant faiblement@olardination du lanthanide.

Les malonamides sont des ligands bidentates delgzaratomes d'oxygene des deux
groupements carbonyles. Le N,N'-diméthyl-N,N'-dyb@&-hexyloxyéthylmalonamide
(DMDOHEMA) appartient a cette famille et est utlidans le procédé d'extraction DIAMEX

pour la co-extraction des lanthanides et des aetii

Le N,N,N',N'-tétraoctyldiglycolamide (TODGA) app@rt a la famille des diglycolamides.
Ces ligands sont des ligands tridentates compte denla participation de l'atome central
d'oxygéene a la coordination du lanthanide. Le TOD@# impliqué dans le procédé

d'extraction TODGA également pour la co-extracties lanthanides et des actinides.

Pour les ligands N-donneurs, I'atome d'azote ests ¢h plupart des cas, incorporé dans un

cycle aromatique. Des ligands tels que les terpeg] lesbis-triazinyl-pyridines, legris-
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pyridinyl-triazines, les amindi-pyridinyl-triazines par exemple ont été étudiésumda

complexation des lanthanides et des actinidesahkedu 1.5 présente quelques exemples de

ligands N-donneurs.

Tableau 1.5 : Exemples de ligands N-donneur.

Ligand

2,2':6',2"-Terpyridine

2,6-Bis(1,2,4-triazin-3-yl)pyridine

2,4,6-Tri(pyridin-2yl)-1,3,5-

triazine

2,6-Bis(pyridin-2-yl)4-amino-

1,3,5-triazine

Acronyme Formule
Tpy
BTP
Tptz N N
‘ X \N | X
N F
NH,
N2\|N
Adptz
| X \N ‘ X
N Z
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3.1.2. Influence de la denticité et de la préorganisation

Les ligands possédant un site donneur sont ditdenmtes, ceux possédant deux sites
donneurs, bidentates, etc... En d'autres termssielenes unidentate, bidentate, tridentate,
tétradentate, ... sont utilisés pour spécifierdenbre de sites donneurs présents au sein d'un
ligand donné, soit la denticité de ce ligand. D'um&niére générale, plus la denticité d'un
ligand sera élevée, plus les complexes formés setahles ; le nombre de coordination de

I'ion métallique considéré étant alors au mieuiskat.

Pour améliorer les propriétés de complexatiorstilp@ssible de préorganiser le ligand sur une
plateforme. Un nombre conséquent d'atomes donresiralors présent dans la sphére de
coordination du métal, ce qui conduit le plus satva de meilleures propriétés de
complexation.

La préorganisation est influencée par les parametracturaux des différentes plateformes.

De nombreux exemples de préorganisation de ligand lp complexation des métaux ont été
rapportés dans la littérature. Les calixarénes aat utilisés comme plateforme pour la
préorganisation des ligands pour les lanthanidassttucture générale d'un calix[4]aréne est

présentée dans la figure 1.1.

Bord supérieur

OH OH OH HO

Bord inférieur
Figure 1.1 : Représentation de la structure d'un céx[4]aréne.

Les calix[n]arénes sont des macrocycles formésnpanités phénoliques (n pouvant aller
jusqu'a 20), ces derniéres étant liées entre pdesin pont méthyléne en position ortho du
groupement hydroxyle. La fonctionnalisation de latgforme pour la complexation est
possible soit par fonctionnalisation du bord irdéri (petite cavité) soit par fonctionnalisation
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du bord supérieur de la plateforme (grande cavjtdautre bord pouvant alors étre
fonctionnalisé pour moduler la solubilité ou la fmmation de la plateforme.

L'affinité et la sélectivité de ces structures sofliencées par différents facteurs incluant le
degré de condensation (nombre d'unités phénoligleefonformation du calixaréne et la
nature des fonctions complexantes.

L'utilisation de calixarenes pour la complexatices danthanides est un vaste domaine, les
exemples étant nombreux dans la littérature. Lairéigl.2 présente des exemples de
calixarenes utilisés pour la complexation des Ilamides. Les calix[4]arénes et les
calix[6]arénes fonctionnalisés par des fonctionslexc carboxyliques (figure 1.2 (a) [37]),
acides hydroxamiques (figure 1.2 (b) [38]), phospdtes (figure 1.2 (c) [39] et (d) [40]) ou
encore par des oxydes de phosphine (figure 1.4@d)et (f) [42]) sont parmi les plus utilisés

pour la complexation des lanthanides.

Figure 1.2 : Exemples de calixarénes.

Les propriétés d'extraction du calixaréne f) swb&tipar quatre groupements CMPO
[NHC(O)CH,P(O)Ph] ont été étudiées. L'extraction de différentsaratiincluant I'EX d'une
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solution d'acide nitrique 1 M dans le dichlorométha été réalisée. L'extraction des cations
par le calixaréne fonctionnalisé par le CMPO ess @fficace par rapport a I'extraction par le
CMPO [iBiuNC(O)CHP(O)(Oct)Ph] compte tenu de la préorganisatiorighnt [42].

Contrairement aux calixarenes, seuls quelques aaist ont été développés pour la
complexation des lanthanides [43 - 46]. La striectdes cavitands est similaire a celle des
calixarénes comme le suggeére la figure 1.3. Cepatnda structure des cavitands est plus
rigide compte tenu de l'introduction de pont méhg glycol entre deux phényles et ce, au
niveau du bord supérieur. A la différence des ea#ires pour lesquels il est possible de
moduler la rigidité de la plateforme par l'introtlon de substituants encombrants, la rigidité
des cavitands n'en sera pas affectée. La platefpeueétre fonctionnalisée soit par le bord
inférieur soit par le bord supérieur de cette dami I'autre bord pouvant étre fonctionnalisé

pour moduler la solubilité de I'ensemble.

Figure 1.3 : Représentation de la structure d'un caitand.

La figure 1.4 présente des exemples de cavitandsést pour la complexation des
lanthanides. Les cavitands fonctionnalisés paiagdes de phosphine (figure 1.4 (a) [43]) ou

des phosphinates (figure 1.4 (b) [45] et (c) [4&} été développés.
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Figure 1.4 ;: Exemples de résorcinarénes.

En condition synergique avec le Br6-COSAN, le aawit a), fonctionnalisé par quatre
groupements CMPO, présente des coefficients deikdison, pour des concentrations en
acide nitrique inférieures a 1 M, supérieurs a agabenus pour le CMPO seul [47].

3.2.Synthese de bibliotheque de ligands

Dans le cadre de la recherche de nouveaux ligandisla complexation des lanthanides, il
semble cependant difficile de prévoir quel ligandsentera les caractéristiques structurales
optimales liées a la complexation sélective duhanide étudié. En effet, comme nous I'avons
vu précédemment, les différentes propriétés debhdaides sont similaires (rayon ionique,
état d'oxydation identique, nombre de coordinatidly présentent donc des réactivités
voisines. En d'autres termes, la similitude dedquopriétés induit un comportement trés

comparable dans diverses réactions chimiques.

Une autre approche de synthese consiste a ne MVaifer qu'un seul facteur a la fois.

Cependant, les bibliotheques ainsi générées comfmehde méme un nombre de ligands
relativement conséquent. Il est donc nécessainmeatére au point des synthéses rapides et
efficaces. Cette approche nécessite également/édopgdement d'outils de criblage rapides et
peu consommateurs, puisque, le plus souvent, ¢esids sont synthétisés a I'échelle du

milligramme.

Au milieu des années 2000, fut publiée, pour lanpeee fois, I'idée que les approches de

synthese de type combinatoire ou de type parapel@raient constituer une alternative

23




Chapitre 1

efficace dans le domaine de la recherche de ligamoasplexants les lanthanides et les
actinides.

Sawicki et al. ont utilisé cette approche dans le cadre de laerebe de ligands complexant
'UO,** ; une centaine de ligands étant alors disponiplés Un protocole rapide et peu
consommateur de ligand, basé sur un dosage coloigoe par compétition, a été développé
pour réaliser le criblage de cette bibliothéquepaktir de ce criblage, les auteurs ont pu
comparer l'affinité des différents ligands pour®4J". Ainsi, il leur a été possible de classer
les différents ligands de la bibliotheque criblée.

Damet al. ont également utilisé cette approche pour la ®g#td'une bibliothéque composée
de prés d'une centaine de ligands immobilisés seirésine dans la recherche de ligands pour
I'Am>* et I'EUW* [49]. Un protocole peu consommateur de matiéresébsur I'extraction
solide/liquide de I'Anf" et de I'EQ" suivie de la mesure du rayonnemenspécifique de
chaque radionucléide pour déterminer la quanti#ncee, a été développé. Ainsi, les auteurs
ont pu mettre en évidence deux nouveaux motifs texapts I'Ani”.

Ces exemples d'application de synthese parallelecmubinatoire dans la découverte de
nouveaux ligands pour les lanthanides et les a@etsmontrent le potentiel que présentent ces
approches. Toutefois, il faut noter que chaque @kerast associé a une méthode d'analyse

rapide.

4. ETUDE DE L'AFFINITE LANTHANIDE /LIGAND

Le choix de la méthode pour étudier I'affinité teartide/ligand est fonction des propriétés
physico-chimiques des ligands et des lanthanides.clidix est également dicté par les

applications et par des considérations en termésndps et d'argent.
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4.1.Méthode d'étude en milieu homogéene

4.1.1. Méthodes analytiques non séparatives

4.1.1.1.Potentiométrie

La potentiométrie consiste d'une part a déternmlg®iconstantes de protonation d'un ligand
par titrage acido-basique (ligand sous forme basitifué par un acide fort ou ligand sous
forme acide titré par une base forte), et d'auaimt, g réaliser un dosage en présence de l'ion
métallique. Dans le cas ou le cation sera comppatéle ligand, la courbe de titrage sera
modifiée de par la perturbation de la basicitéigarld suite a la compétition avec les protons
pour les sites basiques.

Lors d'un titrage potentiométrique, le pH de lausoh sera suivi en fonction du volume de
titrant ajouté.

Apres traitement de ces données, il est possibléeterminer les constantes d'équilibre des
diverses espéeces en présence dans la solutiontdntes de protonation du ligand ou

constantes de complexation).

La potentiométrie est I'une des techniques les yiilisées pour appréhender les interactions
lanthanide/ligand. Cependant, la potentiométriauiext] I'utilisation de solutions de ligand et
de métal de concentration de l'ordre du milim@aiDes quantités de ligand allant de
guelques centaines de microgrammes a quelquesieizde milligrammes sont nécessaires,
ce qui n'est pas compatible avec I'étude de systélma I'un des partenaires est disponible en
tres faible quantité. Ce constat est égalemenbieaf@our les quantités de métaux utilisées.

Il faut également garder a I'esprit que cette teglnne s'adresse qu'aux ligands présentant

des sites de protonation.

4.1.1.2.Spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométrie UV-Visible repose sur lesigitions électroniques apres absorption

d'ondes dont les fréquences se situent dans tdesest ['ultraviolet.

Au moins l'une des especes mises en jeu dans lalgbeep, le ligand en général, absorbe.

Lorsque gue le métal est complexé par le ligand,perturbation électronique apparait et fait

varier les niveaux d'énergie, ce qui se tradumsda spectre, par des modifications et/ou des
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déplacements de pics. Les modifications observées tk spectre sont caractéristiques du
complexe formé. Ces modifications sont engendréesdes variations de pH et/ou une
variation du rapport métal/ligand. Elles permettapires traitement des différents spectres, de
déterminer la stoechiométrie du complexe formé amse la (es) constante (s) de

complexation associée (s) a I'équilibre.

L'adsorption en UV-Visible est caractérisée pdoiale Beer-Lambert, définie par I'équation

suivante :

| =1,.10 “'" (Eq. 1)
Avec | : Intensité lumineuse transmise

I, : Intensité de la radiation d'excitation

& : Coefficient d'extinction molaire (L.mdlcm™)
| : Trajet optique parcouru par la lumiére a travéchantillon (cm)

C : Concentration (M)

Les spectres UV-Visible sont alors caractériséd'absorbance (A), définie par :

A:Iog[ll—"jzg.l.c (Eq. 2)

En pratique, des séries de solutions sont réalsééds concentration du ligand est maintenue
constante et la concentration du métal est variahleinversement, soit des titrages

spectrophotométriques.

Tout comme la potentiométrie, la spectrophotoméiiNeVisible est une des techniques tres
utilisées pour appréhender les interactions lamtdedigand. Toutefois, cette technique n'est
pas adaptée a I'étude de systéme dont I'un desnpaigs n'est disponible qu'en trés faible
quantité. En effet, la spectrophotométrie exige gigantités de ligand pouvant atteindre la
centaine de microgrammes. Il faut noter que cedthrtique ne s'adresse qu'aux ligands
possédant des chromophores.

Une approche alternative pour le criblage des ditindiques a été I'utilisation de dosages
colorimétriques par compétition, simples et rapigesir classer une centaine de ligands en
fonction de leur affinité pour 'US' [48]. Le déplacement d’un complexe initial chroréng

par le ligand d’intérét induit des variations d’atisance. Cing classes de constantes de
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complexation conditionnelles ont été distinguéedasmtion des changements d'absorbance
observés. Il faut noter que les différentes expénitions, réalisées en duplicat, pour
I'évaluation de l'affinité d'un ligand, n'ont nési&é que quelques dizaines de microgrammes
de ligand et une dizaine de microgrammes d'uratythe détermination plus précise de ces

constantes nécessiterait néanmoins le recoursratocples classiques.

4.1.1.3.Spectroscopie de fluorescence

Lors de l'adsorption d'un photon par une molécuilgalement dans son état fondamental, il
en découle un état excité de plus haute énergigerfjie de ce photon correspondant au
minimum a la différente d'énergie entre le niveauptus basse énergie et un des niveaux
électroniques excités de plus haute énergie. L&deité n'étant pas stable, le retour de I'état
S1 vert I'état SO peut étre réalisé par des prasessn radiatifs ou par des processus radiatifs.
Les processus non radiatifs correspondent a dese$sos non associés a I'émission d'un
photon tels que les collisions avec les molécules sdlvant. Les processus radiatifs

impliquent I'émission d'un photon d'énergie égala a@ifférence d'énergie entre les deux
niveaux d'énergie ; la relaxation d'un état élentroement excité par émission d'un photon
est appelée luminescence. Deux types de luminescamt distingués : la fluorescence et la
phosphorescence, la différenciation étant réalméeniveau des temps caractéristiques de
chacune. La fluorescence correspond au retour leersveau fondamental SO a partir du

niveau excité de méme multiplicit¢ S1. La phospboeace correspond, quant a elle, au
retour vers le niveau fondamental SO a partir dreani excité triplet T1. Les transitions

électroniques entre deux niveaux de multiplicitéédénte étant interdite par les régles de la
mécanique quantique, il en résulte que la fluomseest un mécanisme rapide alors que la

phosphorescence est un mécanisme plus lent.
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L'état excité peut étre peuplé par excitation las@rtensité du signal de fluorescence (F) est
proportionnelle a la concentration du fluorophore :
F=FI(A).l,.9.€.b.C (Eq. 3)
Avec FI (A) : Fonction instrumentale
I, : Intensité de la radiation d'excitation
¢ : Rendement quantique de fluorescence

& . Coefficient d'extinction molaire spécifique a langueur d'onde d'excitation
(L.molt.cm?)

b : Trajet optique parcouru par la lumiére a travéchantillon (cm)

C : Concentration du fluorophore (M)

Cette équation n'est seulement valable dans deltioms de haute dilution.

La spectroscopie de fluorescence requiert designtutie ligand de concentration de I'ordre
du dixieme de millimolaire, ce qui implique l'usétion de quelques dizaines de
microgrammes.

Elle requiert également des concentrations en nugal'ordre du micromolaire voire du
dixieme de millimolaire. Les quantités de métalisges sont de I'ordre du nanogramme voire
du microgramme.

Elle ne s'adresse qu'aux ligands portant des fhimm@s et/ou des cations luminescents tels
que I'EJ*, le Cn?*, 'UO,>* ou encore I'AnY. Bien que plus sensible par rapport & la
potentiométrie et a la spectrophotométrie UV-Visjbklle ne peut donc étre considérée

comme une technique de routine pour appréhendeartactions métal/ligand.
4.1.1.4.Comparaison des différentes méthodes
Les différentes caractéristiques des techniqudséds pour appréhender les interactions

lanthanide/ligand, présentées précédemment, squpelees dans le tableau 1.6 pour

comparaison.
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Tableau 1.6 : Caractéristiques de chaque techniqupour appréhender les interactions lanthanide/ligand

) Spectrophotométrie . Spectroscopie de
Technique . Potentiomeétrie
UV-Visible fluorescence
Consommation de 10°-10°M 10° M 10%*-10°Mm
ligand (1-50 mL) (2-50mL) (0,25-1mL)
Consommation de 3 3 4 5 5
10° M 10°-10" M 10°-10" M

métal

Portant un ou des

Portant un ou des | Portant des sites de

Type de ligand fluorophores (ou
chromophores proton

cation luminescent)

Dans le cadre de I'étude d'une bibliotheque dadigalisponibles en faible quantité, ces trois
techniques ne semblent pas envisageables. En gffettrophotométrie UV-Visible et la
potentiométrie nécessitent des quantités de ligamgsimportantes. La spectrophotométrie
UV-Visible et la potentiométrie requiérent des dités de métal également non négligeables
contrairement a la spectroscopie de fluoresceneadgmé! le fait que cette derniére soit plus
sensible, elle ne peut constituer une méthode atdngour I'étude des interactions
métal/ligand puisqu'elle est restreinte a I'étuelesykstémes impliquant des ligands portant des
fluorophores ou des cations luminescents. La pot@etrie et la spectrophotométrie UV-
Visible sont, quant a elles, destinées a I'étudsyd®&mes impliquant des ligands comportant
des sites de protonation et des ligands portantld@snophores respectivement.

4.1.2. Méthodes analytiques séparatives

4.1.2.1.L'électrophorese capillaire, généralités

L'électrophorese capillaire, disponible commerciadat et intégrant a la fois la séparation et
la détection apparait comme intéressante pourdkétes interactions lanthanide/ligand. En
effet, I'utilisation de I'électrophorese capillapeesente I'avantage d'une faible consommation
d'échantillon et d'électrolyte, quelques nanolitegdsquelques microlitres respectivement.
Ainsi, I'électrophorése capillaire peut s'adaptedes échantillons disponibles en faible
guantité. De plus, dans la mesure ou la nature éiestrolytes et des échantillons est
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contrélée, les équilibres chimiques ne sont patifE¥s, contrairement a d'autres méthodes
séparatives nécessitant I'utilisant d'une phaselenebd'une phase stationnaire.

Le principe de I'électrophorése capillaire repose la migration d'especes chargées en
solution sous l'effet d'un champ électrique.

La migration des especes chargées présentes dahanitillon est due a la contribution de
deux phénomeénes : I'électrophorese caractérisédapaobilité électrophorétique £) des
especes chargées, principalement fonction de leunsi® de charge, et I'électroosmose
conduisant a une mobilité électroosmotiquey)(linduite par la présence de charges a la
surface du capillaire. La mobilité d'une especergdm est la résultante de sa mobilité
électrophorétique et de la mobilité électroosmagiqu

Les séparations sont réalisées dans un capillaisfide fondue rempli d'électrolyte ; les deux
extrémités du capillaire plongeant dans des régsrvélectrolyte dans lesquels sont
immergées deux électrodes de platine. L'échantiélshinjecté a l'une des extrémités du
capillaire, la détection est réalisée a l'autreémité. Lors de la séparation, une différence de
potentiel est appliquée aux extrémités du capdlair

Classiquement, les différents appareils commercgmnt dotés d’une détection UV. Ce type
de détection est donc plus adapté aux especenfaésdes groupements chromophores si
I'on veut atteindre la sensibilité suffisante nézde a I'étude de ligands en faibles quantités.
Les récents développements en termes d'interface anasi d'instrumentation permettent a
I'électrophorése capillaire couplée a la spectramé@te masse ICP/MS de constituer une
alternative aux méthodes classiquement utiliséescauplage CE-ICP/MS permet dallier
l'efficacité de séparation par électrophorése lzagl et la haute sensibilité ainsi que la

possibilité d'analyse multi-élémentaire de la dédegar spectrométrie de masse.

4.1.2.2.Différentes méthodes électrophorétiques [godétermination de

constante de complexation

4.1.2.2.1. Influence de la cinétigue de complexation

Lors de I'application d’'un champ électrique, lepdxes sont séparées en zones distinctes et
se trouvent alors en déséquilibre, conduisant a mmodification de la spéciation. La
détermination de constantes de complexation enréfgwrese capillaire aura alors recours a

différents protocoles, dépendant de la stabilité@uplexe forme.
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Dans le cas simplifié d’'un complexe 1 : 1 entrdigand et un métal, Sonlkat al. ont établi
un diagramme permettant I'évaluation de la stébilit complexe par rapport au temps d'une
séparation [50]. lls ont ainsi défini la stabilitBun complexe a partir de la constante
thermodynamique de complexation et de sa constamééique de formation.
lIs ont estimé la constante cinétique de formatam complexe a partir de la constante de
complexation en sphere externgd€ét de la constante d’échange de I'egudntre la sphére
externe et la sphére interne de complexation d&quation suivante :

kK, =Kgs -k, (Eq. 4)

La constante Ks dépend de la charge des espéces considérées lat fdece ionique.

Toutefois, elle est approximée a 1 dans la mesuedle ne joue pas un rdle important.

Le temps de demi-vie d'un complexe dans I'eau @strdonné par la relation suivante :

In(05
ty,=- n(k ) (Eqg. 5)
d

Avecky : Constante cinétique de dissociation

A partir de ces deux équations, ils ont établiidghmme présenté dans la figure I.5.
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Figure 15 : Diagramme de stabilité des complexes d@al-igand au cours d'une séparation
électrophorétique [50].

La zone grisée correspond aux complexes dont hegstele demi-vie sont compris entre 0,001 et 1000 s.
Abscisses : constante cinétique de formation duptexe

Ordonnées : constante thermodynamique de compbexati

Trois zones de stabilité des complexes sont misedvalence sur ce diagramme au cours
d'une analyse par électrophorese ; ces zones #@action de la constante cinétique de
formation du complexe, de la constante thermodygaende complexation et du temps de

demi-vie du complexe.

Lorsque le temps de demi-vie du complexe est segpédau temps d'analyse, le complexe sera
stable. Ce dernier présentera une constante thgrmaoique de complexation élevée et une
constante cinétique de dissociation lente. Deug paront alors observés correspondant pour

I'un a la forme libre et pour l'autre a la formeeli
Dans le cas ou le temps de demi-vie du complexeinéStieur au temps d'analyse, le

complexe formé sera dissocié au cours de l'analysecomplexe, labile, présentera une

constante thermodynamique de complexation faiblenetconstante cinétique de dissociation
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élevée. Si les deux especes sont absentes derbées, la séparation conduira a terme a
I'obtention de deux espéces, I'une correspondamnétal libre et I'autre au ligand libre. Si
'une des espéces est présente dans I'électralgteinique pic sera observé dont la mobilité

équivaudra a la mobilité apparente globale de solgteformes complexées.

4.1.2.2.2. Différentes méthodes électrophorétigues permettaid

détermination de constantes de complexation damsaged'espéces

labiles

Differentes meéthodes électrophorétiques sont décritdans la littérature, pour la
détermination de constantes de complexation. Cebaués sont basées sur deux principes
différents :

- les méthodes basées sur les variations de lalithafdectrophorétique d'un soluté dues a la
complexation (€lectrophorése capillaire d'affinité électrophorése capillaire d'affinité de
vacance)

- les méthodes basées sur la quantification dexcespibres et des espeéces liees (méthode de

Hummel-Dreyer, méthode de pic de vacance et an&iystale).

* Méthodes basées sur les variations de mobiléétédphorétique

- Electrophorese capillaire d'affinité

L'électrophoréese capillaire d'affinité consistecaditionner un capillaire avec un électrolyte
de fond contentant I'un des protagonistes (compgsé@ différentes concentrations et a
injecter le second (composé B). S’il y a complexatiun déplacement du pic correspondant
au composé B et par conséquent une variation deatalité électrophorétique effective
seront observés. Cette variation de mobilité é&gttorétique observée peut étre reliée aux
constantes de complexation des différents complexksir mobilité électrophorétique propre
ainsi qu’a la concentration du composé A dansdtéddyte.

Un exemple d'application de cette méthode pouydeeme Np (V) / sulfate et le systeme Pu
(V) / sulfate est présenté dans la figure 1.6 [2H.Np (V) et le Pu (V) ont été injectés dans

un électrolyte contenant des concentrations cmoissaen sulfate. Au travers de cet exemple,
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nous pouvons observer le déplacement du pic duMype{ du Pu (V) ce qui montre la

complexation de ces derniers par le sulfate.

Figure 1.6 : Application de I'électrophorése capilaire d'affinité au systeme Np (V) / sulfate et auystéme
Pu (V) / sulfate [51].

Conditions de séparation : - Capillaire de silieedue 60 cm x 5(m d.i. - T = 25 °C - Injection : 1 psi, 4 sec
(7,9 nl) - Détection : ICP-SF-MS - Electrolyte : i8&/NaClQ, | = 0,7 M, pH = 6.

Un des avantages de cette méthode réside darisde’fan'est pas nécessaire de connaitre la
concentration du composé injecté. Notons toutafoes|'électrophorese capillaire d'affinité ne
sera bien adaptée qu'aux cinétiques rapides deafiamet de dissociation du complexe, la

complexation s’effectuant de fagcon dynamique ausde l'analyse.

Les exemples d'application de [I'électrophorése llaapi d'affinité sont nombreux et
concernent notamment la détermination de constdatsociation métal/ligand [51 - 54], la
détermination de constantes d'association métaitdiecule [55 - 58], la détermination de
constantes d'association médicament/protéine [®Y), du encore la détermination de
constantes de protonation de bases faibles [61, 62]

Des études de spéciation sur les lanthanides, lpetraphorese capillaire d'affinité, ont été
rapportées par Pett al.[52, 53]. Ills se sont intéressés a I'étude duesystlanthane/oxalate
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pour appréhender la complexation et déterminerdmbre de complexes successifs, les
constantes d'équilibre associées ainsi que la itdblectrophorétique de chague complexe et
ce par le couplage de I'électrophorése capillaila apectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif (ICP-MS) afin de détecter le rhataec une grande sensibilité. La premiere
étude a consisté a déterminer la constante d'Brpdissociée a la formation du complexe de
steechiométrie 1 : 1 [53]. La seconde étude a pelanidétermination des constantes de
complexation des complexes successifs et la misévatence de stoechiométries métal :
ligand1:1,1:2etl:3[52].

- Electrophorese capillaire d'affinité et de va@anc

L'électrophorese capillaire d'affinité et de va@woonsiste a injecter de I'électrolyte de fond
dénué d'analyte et de ligand dans une série d'élgiets contenant ces deux espeéces,
contenant I'une des deux en concentration varighiléa mobilité du ligand et la mobilité de
I'analyte sont différentes, deux pics négatifs salots observés sur I'électrophérogramme,
I'un correspondant au déficit en ligand, l'autredsficit en analyte. La variation de mobilité

électrophorétique des pics de vacance peut étréléeraux constantes de complexation.
La figure I.7 présente un exemple d'applicationl'@ectrophorése capillaire d'affinité de

vacance au systeme vancomycine/n-acétyl-D-alangldbine [63]. Seule la vacance de

vancomycine est détectée dans cet exemple.
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Figure 1.7 : Exemple d'application de I'électrophogse capillaire d'affinité et de vacance au systéme
vancomycine / n-acétyl-D-alanyl-D-alanine [63].

Conditions de séparation : capillaire en silicergge 76,3 cm x 50 um d.i. (longueur détecteur 4619 €
Electrolyte de fond : 50 mM tampon phosphate, pHd&ntenant 50 pM de vancomycine et 16 pM (1), Il
(2), 82 uM (3), 132 uM (4), 148 pM (5), 214 pM @)248 uM (7) de n-acétyl-D-alanyl-D-alanine - Dndien
UV : 215 nm - Injection : 169 mbars, 1,5 sec ndien de séparation : 13 kV - T = 27 °C - Echauntilt

Tampon phosphate et oxyde de mésityle - Identifioat : Oxyde de mésityle ; * : vancomycine.

L'électrophorese capillaire d'affinité et de va@mst plus consommatrice d'analyte et de
ligand compte tenu de leur présence dans I'élgterdNotons également que, la concentration
en ligand libre ne peut étre approximée par la eotration du ligand dans I'électrolyte. Les
exemples d'application de la méthode de I'électgse capillaire d'affinité de vacance sont
peu nombreux et concernent essentiellement la rdétation de constantes d'association

médicament/protéine [63 - 65].
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* Méthodes basées sur la quantification des espixes et des especes liées

- Méthode de Hummel-Dreyer

La méthode de Hummel-Dreyer utilise le méme diggasxpérimental que I'électrophorese

d’affinité. S’il y a complexation, un pic négatibespondant au ligand sera observé dont
l'aire est proportionnelle a la quantité de ligaathsommeée pour la formation du complexe
ML. La variation de l'aire de ce dernier pic egiral proportionnelle a la quantité de ligand lié

et peut étre déterminée soit par étalonnage extsoitepar étalonnage interne (figure 1.8).

Figure 1.8 : Etalonnage interne de I'aire du pic devacance du ligand obtenu [65].
Les conditions A, B, C, D correspondant a l'additide quantités connues et croissantes de ligand dan

I'échantillon
Les exemples d'application de la méthode de HunDneyer sont peu nombreux et

concernent essentiellement la détermination detaptes d'association médicament/protéine
[65 - 69].
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- Méthode du pic vacant

De facon similaire, la méthode du pic vacant wille méme dispositif expérimental que
I'électrophorese d’affinité et de vacance. Commasnkavons vu dans la méthode d'affinité
de vacance, la complexation engendre I'apparitim gbic de vacance est observé pour
I'espece suivie, dont la variation d’aire sera prpnnelle a la concentration en ligand libre
dans le mélange analyte/ligand présent dans |daiegi

Les exemples d'application de cette méthode saamledgnt peu nombreux et concernent

essentiellement la détermination de constanteatagsn médicament/protéine [65].

- Analyse frontale

L'analyse frontale consiste a conditionner un t@pd avec un électrolyte ne contenant ni
analyte ni ligand et a injecter une large zone daomantillon contenant le mélange
analyte/ligand. L'injection de cette large zonenpetrde conserver les équilibres en solution
compte tenu de la séparation partielle des parenadn distingue deux méthodes: I'analyse
frontale électrocinétique continue et lI'analysefate par injection en mode hydrodynamique.
L'analyse frontale électrocinétique en continu &iesa introduire dans le capillaire, de fagon
continue, I'échantillon sous effet d'un champ éigee (figure 1.9 (a)). L'application du
champ électrique permet lintroduction de I'échiamti dans le capillaire mais aussi la
séparation. Sur I'électrophorégramme, des frontsideations apparaissent selon la mobilité
apparente des partenaires, le premier front casretgnt a I'espéce dont la mobilité apparente
est la plus importante (dans ce cas, le ligand).

L'analyse frontale par injection en mode hydrodyic@m consiste a introduire un large
volume d'échantillon dans le capillaire par injesthydrodynamique. Cette méthode conduit

a la migration des especes sous forme de front garwn retour a la ligne de base (figure 1.9

(b)).
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Figure 1.9 : Représentation schématique de I'analysfrontale électrocinétique continue (a) et de l'aalyse
frontale par injection en mode hydrodynamique (b).

L'analyte (A) et le ligand (L) forment un compleRé. La détection des différentes formes de l'aralgt du
ligand est réalisée selon les mobilités croissantéd. et A.

(a) Espéeces A, AL et Lu, Especes AL et L), Espéce L¥).

(b) Espéce A, AL et Lu), Especes AL et Lx(), Espéce L), Espéce A et ALL] ), Espece E( ).

EF : Electrolyte de fond, Ech : Echantillon, D upelle, P : Pression appliquée, V : Tension appkqu

La concentration en ligand libre peut étre déteémipar I'étalonnage de la hauteur du front
pour le ligand libre en injectant une zone ne casuté que le ligand (figure 1.10).

Figure 1.10 : Etalonnage de la hauteur du palier ddigand obtenu [65].
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Tout comme les autres modes dé détermination detarmes, les exemples d'application de la
méthode de l'analyse frontale concernent généraler@e détermination de constantes

d'association médicament/protéine [60, 69 - 75].

- Comparaison des différentes méthodes

Au vu de ce descriptif des différentes méthodest&phorétiques pour la détermination de
constantes de complexation, les différents avastafjenconvénients sont rappelés dans le
tableau 1.7. Ces méthodes sont a considérer contemé @mplémentaires du fait de leurs

avantages et inconvénients différents.

Tableau 1.7 : Avantages et inconvénients pour chagumeéthode électrophorétique de détermination de

constante de complexation.

Méthode ACE VACE HD VP AF

Consommation i i ] ]
_ Elevée * | Elevée *| Elevée*| Elevée?*  Moyenne}
de ligand

Consommation _ ) _ )
Faible Elevée *| Faible *| Elevée*| Moyenne f
de substrat

Etalonnage Non Non Oui Oui Oui
Cinétique de ) _ _ _ o
) ) Rapide Rapide Rapide Rapide Indifférente
I'interaction
Etudes "multi- '
Oui Non Non Non Non
substrats”

(*) : La concentration de ce partenaire doit éerue.
ACE : électrophorése capillaire d'affinité, VACEélectrophorése capillaire d'affinité et de vacartdb, :

Hummel-Dreyer, VP : pic de vacance et AF : anafysetale.

Parmi ces meéthodes, les méthodes de Hummel-Dredes, pics de vacance et de
I'électrophorése capillaire d'affinité et de va@semblent les moins attrayantes. En effet,
chacune nécessite la présence de I'analyte egahdlidans I'électrolyte de fond, conduisant a
des consommations d'analyte et de ligand impoiante
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Les méthodes de Hummel-Dreyer et des pics de vacsomt également chronophages car la
détermination de la concentration en ligand libéxassite l'injection d'au moins trois
concentrations différentes en ligand dans I'éclianti

En revanche, I'électrophorése capillaire d'affingé I'analyse frontale semblent plus
attractives. Ces meéthodes sont relativement simplemettre en ceuvre et les données
expérimentales sont plus facilement accessibles.

L'électrophorese capillaire d'affinité a d’ailledt® utilisée dans des criblages de bibliotheque
de composés. Dans le cas de la recherche de aitfiesicrobiennes, Lewist al. rapportent

le criblage d'une bibliothéeque de 44000 composésquant potentiellement des propriétés
similaires aux médicaments antimicrobiens vis-aisn organisme pathogéne [76]. Ce
criblage a été realisé a raison de 240 composédgsasapar heure (temps de ringcage du
capillaire entre chaque séparation compris.

Dans le domaine de la pharmacologie, cette teckniguété appliguée a l'étude des
interactions peptide/récepteur [77 - 79] sur defidihéques allant jusqu’a 1000 peptides.

4.2.Méthodes d'étude en systéme biphasique

Ces méthodes sont essentiellement utilisées dathent@ine du nucléaire et associées a des

méthodes de détection élémentaire spécifiques.
4.2.1. Extraction liquide/liquide
4.2.1.1.Principe
L'extraction liquide/liquide consiste en un tramsf@un soluté M initialement présent dans
une phase liquide, généralement aqueuse, vers uime phase liquide qui sera alors
organique, par contact intimes entre les deux pha&®es derniéres étant non ou partiellement

miscibles. La phase organique renferme un ligartcaetant pouvant former un complexe

avec l'ion métallique soluble dans la phase orgamiq
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Le transfert d'un soluté M, en extraction liquidg/ide, se fonde sur la distribution de ce

dernier entre deux phases liquides.

Les performances d'une extraction liquide/liquidaeyent étre évaluées par deux parametres a

savoir le coefficient de distribution et le facteia séparation.

Le coefficient de distributio, pour un soluté M, caractérise le partage de ceiateentre
les deux phases apres extraction. |l dépend dimitéfdu ligand pour le soluté M. Il est défini
par la relation suivante :

_[M],,
M,

aq

D (Eq. 6)

Avec [M]org : Concentration du soluté M en phase organiqégailibre (M)

[M]aq : Concentration du soluté M en phase aqueusquilitie (M)

Le coefficient de sélectivitar, ,, d'un soluté M par rapport a un solute Jvest lie a la

capacité du ligand a séparer ces deux solutést etoes lié a la sélectivité du ligand. Le
coefficient de sélectivité, dans des conditionséexpentales données, est défini par :

D
Ay . = —2 (Eq. 7)
1 2 D

M2

Avec D,, : Coefficient de distribution du soluté M

L'extraction liquide/liquide reste a I'heure acleiela technique la plus utilisée pour la
séparation ou la pré-concentration de par sa Siit¥lile mise en ceuvre, sa robustesse mais

également la possibilité de I'adapter a I'échelliistrielle.

4.2.1.2.Mécanismes d'extraction

Deux mécanismes d'extraction d'ions peuvent étiféreinciés : I'extraction par échange

d'ions ou la co-extraction par solvatation.
L'extraction par échange d'ion consiste a utiliseextractant constitué d'un échangeur d'ions.

Parmi les échangeurs d'ions, on distingue les @ehas purement ioniques et les molécules

dotées de protons labiles.
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Le systeme peut étre décrit par I'équilibre suivant
Mn++ n HA(o) —_— MAn (o)+ n l_r

Avec M™ : Cation métallique

HA : Echangeur d'ions

MA : Complexe

(o) : Espéce se trouvant en phase organique
L'électroneutralité des phases est respectée.

La co-extraction par solvatation consiste a utilisa extractant constitué d'une molécule
neutre portant des hétéroatomes dont les douhletss| peuvent étre engagés lors de
I'établissement de liaison de coordination avezateon métallique.
Le systeme est décrit par I'équilibre suivant :

M™ +n X + e Ry

Avec M™ : Cation métallique

M) n(Ee (o)

X" : Anion associé au cation métallique

E : Extractant neutre

M(X)n(E)e : Complexe

(o) : Espéce se trouvant en phase organique

Le cation métallique ainsi que I'anion associéation métallique sont co-extraits de la phase

aqueuse vers la phase organigue. Ainsi, le com@gtxait est neutre.

4.2.1.3.Effet synergique

L'utilisation de systémes impliqguant deux ou plusseligands, en extraction liquide/liquide,
permet améliorer les propriétés d'extraction dé#érénts ligands du systeme pris séparément.
Ce phénomene est appelé synergisme.

L'incorporation d'un ligand synergique permet donér la désolvatation du métal, et ce de
par linteraction spécifigue du ligand synergiqueésent en phase organique, avec le
complexe hydrophile. L'action d'un ligand synergiguoduit alors la substitution de molécules
d'eau du complexe hydrophile par le ligand synergiq

En d'autres termes, le synergisme est du a uneasitigm des especes métalliques présentes
dans la phase organique différente de celle obtenwaale I'utilisation de chaque ligand pris

séparément.
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Le réle du ligand synergique peut alors étre déglibn deux approches : une déshydratation

du cation plus efficace ou un accroissement dgdgphilie du complexe.

Pour un mélange de ligands, l'un étant considénénuo le ligand extractant {1 et l'autre
comme étant le ligand synergiques)L le coefficient de distributionDey, déterminé
expérimentalement est défini par :

D., =D, +D, +AD (Eq. 8)

Avec D, : Coefficient de distribution du ligand L

AD : Amplitude de l'effet synergique de I'extraction
- SiAD > 0, un effet synergique sera observé.
- SiAD =0, le systéme n'est pas synergique.
- Si AD < 0, une diminution de coefficient de distributisera observé. Dans
ce cas, l'effet observé est un effet antagonisggephiénoméne d'antagonisme peut étre du soit
a la compétition entre le métal et le ligand ajauésystéme, soit a un excés de ligand ajouté

au systeme.

En condition synergique avec la 2,2-bipyridine, 4abenzoyl-3-phényl-5-isoxazolone

présente un coefficient de sélectivitg .., .. de 72,44, ce coefficient étant de 6,16 en

La3+
condition non synergique [80]. Comme le montre esgemple, l'addition d'un agent
synergiqgue permet de disposer d'une combinaisg@enta d'extraction plus efficace pour la

séparation des lanthanides que I'action d'un ligaisdseul.
4.2.2. Extraction solide/liquide
4.2.2.1.Généralités sur I'extraction solide/liquide
L'extraction solide/liquide consiste a mettre egspnce une solution contenant le soluté a
extraire avec un matériau, pour le transfert deateté de la phase liquide aux sites actifs du
matériau constituant la phase solide. L'extracsiolide/liquide peut étre utilisée pour la pré-

concentration, la séparation ou encore pour lesteainde soluté d'une phase liquide a une

autre phase liquide.
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L'extraction solide/liquide décrit I'associatiorue molécule de soluté M avec un site de
reconnaissance, noté S, formant le complexe Mi8n $équilibre suivant :

Mo + S = M-S
Avec (l) : Espece se trouvant en phase liquide

(s) : Espece se trouvant en phase solide

Le coefficient de distribution D, mesuré a I'éduriéi, caractérise le partage du soluté M entre
la phase liquide et la phase solide. Il dépendatnité du solide pour le soluté M et de la

quantité de groupements extractants présente fardenmasse de matériau. Il est défini par :

D, :m—& (Eq. 9)

éq
Avec D,, : Coefficient de distribution du soluté M (LKy
Ods: Quantité de soluté M adsorbé par unité de masselide (mol.kd)

[M]¢q : Concentration du soluté M en solution a I'édpudi (M)

La sélectivité est liée a la reconnaissance pnéfietle du soluté M par rapport a un soluté
M, de structure relativement proche. Le coefficiemtsélectivité du solide est donné par le
rapport des coefficients de distribution des dealutés considérés. Dans des conditions

expérimentales données, le coefficient de séléétast défini par :

D
Ovi,iv, =—DM1 (Eq. 10)
M,

Avec a,, ,, : Coefficient de sélectivité

L'extraction liquide/liquide est, a I'heure acteell plus utilisée pour la séparation ou la pré-
concentration de par sa simplicité de mise en omtvsa robustesse.

Toutefois, ['utilisation de I'extraction solidedligle présente de nombreux avantages par
rapport a l'extraction liquide/liquide [81 - 83].nEeffet, elle permet de limiter la
consommation de grandes quantités de solvants igugemnet par conséquent la récupération
et le traitement des différents solvants. Elle aets moins onéreuse du fait d'une faible
consommation de réactifs.

De plus, elle est rapide, simple et plus pratiqueedtre en ceuvre. Elle peut étre également

couplée a la technique d'analyse et permet de sksplequipements compacts.
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Parmi les différents matériaux, nous retrouvons deBactants classiques de I'extraction
liquide/liquide immobilisés sur un support de tygilece ou polymere organique. La recherche
de matériau sélectif en extraction solide/liquigecencentre également sur ['utilisation de

polyméres a empreinte.

4.2.2.2.Les matériaux les plus classiques

De nombreux supports solides ont été développésligatraction solide-liquide. Nous nous

limiterons a quelques exemples utilisés dans ledeadanthanides et permettant d’illustrer la
diversité des approches.

Parmi les différents matériaux, nous retrouvons siggports de type silice ou polymeére
organique sur lesquels sont immobilisés les exrst classiques utilisés en l'extraction
liquide/liquide.

Trois approches sont possibles pour la préparaimrces solides fonctionnalisés : (i) la
fonctionnalisation du support par imprégnation) (& fonctionnalisation du support par
greffage sur la surface du support ou encore [@i)fonctionnalisation du support par

condensation d'organosilane par voie sol/gel.

Le support utilisé doit présenter certaines caratigues : (i) l'inertie vis-a-vis des ions

retenus, (i) la stabilité aux actions chimiquesaek actions physiques, (iii) une surface
spécifiqgue conséquente et (iv) une morphologie i€ pour un compactage optimal dans

le cas de la mise en colonne du matériau.

De nombreux supports commerciaux ont été immobkilieds les gels de silice ou encore
polymeres de type polyacrylate. Ainsi on peut dilans le premier cas, les silices imprégnées
[84], dopées [85] ou fonctionnalisées [86 - 88]emcore I'Amberlite XAD7 fonctionnalisé
par le CMPO et le TBP [89] et I'Aberchrom CG71 iggmé par le HEH[EHP] pour la
seconde catégorie [90].

Des silices fonctionnalisées ont également étégpé&s par co-condensation du ligand silylé
et du tetraéthoxysilane [91]. Des essais de prémagton des sites de complexation ont été
effectués pour améliorer la sélectivité par l'idtrotion, dans le milieu réactionnel, du¥id
ou de I'EF".

Enfin, on recense également l'utilisation de sufgpdybrides composés d'un copolymeére
styréne-divinylbenzéne immobilisé sur des partgeuwde silice et fonctionnalisés par divers
extractants : le TOGDA [92 - 94], le CMPO [92, @hj les bis(triazinyl)pyridines [96].
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Ces études montrent essentiellement la séparatiinanides légers / lanthanides lourds.

4.2.2.3.Une nouvelle classe de polyméres extraxtalds polyméres a empreinte

ionique

4.2.2.3.1. Principe

Un polymére & empreinte est défini comme un matépassédant des cavités spécifiques
d’'une molécule cible ou template. Dans le cas @aiér ou la molécule cible est un ion

métallique, I'empreinte est alors appelée empramigue.

Le principe des empreintes moléculaires reposd'isyression d'une molécule cible dans
une matrice synthétique polymérique. La réalisatles polyméres imprimés repose sur un
ensemble d'étapes : (i) une étape de préorgamgatiadant laquelle les groupes fonctionnels
sont positionnés, (ii) la polymérisation permetféamation de cavités spécifiques et (iii)
I'extraction du template. Le polymere est syntééfispartir d'un mélange de monomeres
fonctionnels qui interagissent de facon covalente nmn covalente, et d'un agent de
réticulation qui assure la rigidité de la structpoair la bonne tenue mécanique du polymere
imprimé. Dans le cas d'une impression covalengefdections polymérisables sont liees par
des liaisons covalentes a la molécule cible alars dans I'approche non covalente, le
complexe de pré polymérisation se forme in situ gegs liaisons hydrogenes, ioniques, de
Van der Waals ou de coordination avec un métal.edppolymérisation, une matrice
polymérique est obtenue contenant ainsi la molécillie. Cette molécule cible est ensuite
extrait de la matrice polymérique, dans des coonlitiadaptées a la nature de la liaison
monomere-template, laissant ainsi des sites denmaigsance vacants possédant une
complémentarité de forme et de taille par rappart tamplate. Une représentation

schématique de la technique des empreintes moidsubst présentée dans la figure 1.11.
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Figure 1.11 : Représentation schématique de la syimése de polymére imprimé a empreinte moléculaire
[97, 98].

Le principe de la technique des empreintes ionigestsanalogue a celui des empreintes
moléculaires. Les polymeres a empreinte ioniqud slestinés a la reconnaissance d'ions
métalliques. lls présentent les mémes propriétébuftesse, stabilité, etc ...) que les
polyméres a empreinte moléculaire. Toutefois, deblpmes de solubilité du métal dans le
mélange réactionnel peuvent survenir. Il faut égel® noter que la desextraction du métal
n'‘est pas toujours efficace aprés l'impressiongaiepeut éventuellement conduire a un

relargage lors des études de reconnaissance.

La sélectivité dans le cas des polyméres a empraoniique est attribuée a différents
facteurs : (i) les interactions spécifiques engrédand et I'ion métallique, (ii) le nombre et la
géométrie de coordination de I'ion métallique) (@i charge et (iv) la taille de I'ion métallique
[99].

4.2.2.3.2. Mode d'impression

Quatre approches ont été utilisées pour la créali®nsites de reconnaissance pour les

polyméres a empreinte ionique :

(i) les polymeres linéaires comportant des groupgsmehélatants pour les métaux, dont le

premier exemple a été rapporté par Nistatlal. [100 - 102]. Nishideet al. ont synthétisé un
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polymére en présence de métal a partir de polyfghwyridine) et de 1-4 dibromobutane. Les
différents polymeres ainsi obtenus reconnaissesfemntiellement les ions métalliques dont
I'impression a été réalisée. Ohgjaal. ont également utilisé cette approche pour la £gdlue
polymére imprimé & partir de chitosane et d'épittydrine en présence de £d103]. Les
résultats obtenus, lors de la mise en colonne deobgmére, montre que le Cd est extrait

sélectivement en présence d&at de HG".

(i) l'immobilisation chimique qui consiste en ljoression d'un complexe binaire de lion
métallique comportant des ligands présentant desipgments polymérisables. Aprés la
polymérisation, les ligands sont chimiquement imiligds dans la matrice polymérique.
Cette approche a été employée pour la préparatmnpalymeres imprimés pour la
reconnaissance du &det ce pour la séparation T&5d**. Les polyméres ont été synthétisés
a partir d'acide diéthylenetriamine pentaacétigligarfd), de divinylbenzene (agent de
réticulation) [104 - 106] en présence de®Gd.es résultats obtenus montrent que ces
polyméres présentent une bonne sélectivité pougddolinium vis-a-vis du lanthane.

Cependant, I'effet d'empreinte obtenu par cettecgpe est peu prononce.

(iii) l'impression en surface a été introduite pakagiet al.[107, 108]. Les polyméres sont
préparés par polymérisation en émulsion impliqguanimonomere fonctionnel, un agent de
réticulation, un tensioactif et le template. Le m@re fonctionnel et amphiphile forme un
complexe avec le template a linterface milieu aglmilieu organique. Apres
polymérisation, le template est extrait. Ainsi, dgtes de reconnaissance sont crées a la
surface du polymere.

Uezu et al. ont utilisé cette approche pour la reconnaissate® lanthanides [109]. Les
résultats montrent que le polymeére imprimé parylgpdosium extrait sélectivement ce métal
en présence de lanthane et de cérium.

L'impression en surface a été développée danstld'@uéliorer I'extraction du template et la
reconnaissance. En effet, la polymérisation coneuaigénéral a une répartition des sites de
reconnaissance aléatoire, tant en profondeur cguéiace et les phénomenes de diffusion
empéchent le template d'accéder aux sites de raigzance situés en profondeur. Toutefois,
I'effet d'empreinte obtenu par cette approche @stgsononcé par rapport aux polyméres non
imprimés et les polyméres obtenus présentent dexcitas d'adsorption relativement faibles
[107, 110, 111].
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(iv) le trapping qui consiste en limpression d’'wbomplexe ternaire de l'ion métallique
comportant a la fois des ligands ne présentantdeagroupements polymérisables et des
ligands présentant des groupements polymérisabéedigand présentant des groupements
polymérisables permet la polymérisation tandis tpugre ligand est piégé dans la matrice
polymérique. Bijuet al, Kala et al. et Gopoikrishnaet al. ont rapporté la synthese de
polyméres & empreinte ionique pour la reconnaissdndy" [112, 113], de I'EY [114, 115]

et du Nd* [116] respectivement. Les différents polyméres siaiobtenus extraient
sélectivement le lanthanide dont I'impression aréatisée. Une représentation schématique
de la synthése de ces polymeres est donnée daggrial.12.

Il faut noter que les polyméres imprimés prépamgscptte approche présentent des capacités
d'adsorption et des sélectivités supérieures @sebtenues par les autres approches pour

l'impression [116].

Figure 1.12 : Représentation schématique de la syimése de polymére & empreinte ionique par I'approche

du trapping.

4.2.2.3.3. Les polymeéres a empreinte ionigue appligués auksardes

L'utilisation de polymeres imprimés pour l'extractides lanthanides est un vaste domaine
dont les exemples sont nombreux dans la littérature

Nous pouvons trouver des polymeéres pour la recesaace du ceérium, du néodyme, du
samarium, du gadolinium, du dysprosium, de l'erbiomnencore du lutécium. Différents

exemples sont présentés dans le tableau I.8.
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Les études de sélectivité ont été réalisées paéthode du batch process. Les coefficients de
sélectivité ont été obtenus par calcul des rappaes coefficients de distribution.
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Tableau 1.8 : Polyméres synthétisés pour la reconissance des lanthanides.

3+ N . . s
L . | Synthése Impression Initiation Mono,mer?/Agent de Selectivited . Réf.
imprime réticulation lons testés NIIP 1P

Chitosanef-(2,3- P TS

+ . ce'/CoICs'] 0,58/1,26/0,30/ 2,29/32,43/15,04/
Ce" | core-shell  surface AIBN (t pms}ﬁfr’i‘r{]%iﬁgi;gi)lane CIFe 1z 0,30/1,10/3,03 9,54/4,12/16,17 [117]

3+ . . La>*/Ce”IPrY/ 1,36/1,13/0,52/ 71,22/63,05/31,73/
Nd masse trapping (a) AIBN (t Styrene/ DVB St EC 0.93/0,72 33,00/28.77 [118]

. . A Y¥La®*/Cce™l 140,04/112,29/94,81/
Snt masse trapping (a) AIBN (t Styrene/ DVB Nd/EG / 83,33/72.31 [119]

+ immobilisation L .
Gd® masse | " pimique (b) AIBN (t) | dérivé du DTPA/ DVB La / > 20 [105]
G masse | 'mmobilisation | o\ iy | gerivé du DTPA/ DVB Ey 7 > 20 [104]

chimique (b)
G | masse 'Tmr?]?('}'feat('g)” AIBN (t) | dérivé du DTPA/DVB | LAIN/EFLL® |  6,3/1,8/0,8/1,5 > 20/2,5/0,5/2,0 [106]
Dy masse trapping (@) |  AIBN (/ Styréne/DVB Wa® N /Lu® | 2,49/2,52/2,52/2,99  66,82/116,22/175,96/82,65 J112
Dy** masse trapping (a) |  AIBN (t Styréne/DVB W.a®*/Nd**/Lu®* | 3,08/3,39/2,50/2,81] 105,3/173,7/450,0/253,F  [1[13]
Acide
Dy** émulsion surface AIBN (ty dioleylphosphorique/ / / / [109]
DVB

+ , Y*IDy**/Ho>/ 2,94/1,13/1,80/ 6,57/5,93/7,08/
Er masse trapping (a) AIBN (t MMA/ EGDMA T Tme 1.14/1,10 8.87/3.30 [114]

+ . . Y*IDy*'IHo™/ 0,39/1,27/0,95/ 49,20/78,32/35,77/
Er masse trapping (a) AIBN (r Styréne/DVB Tms* 0.49 21.44 [120]

3+ 3+ 3+
£ masse trapping (3) | AIBN (1) MMA/ EGDMA Y*IDy 3/+Ho / 2,71/1,44/1,22/ 4,80/2,17/2,14/ [115]
Tm 0,84 1,55
Fe*'IMg®ICca’/ 51,8/17,3/4,14/
Lu masse trapping (c) | AIBN (t -/ EGDMA AIF/La> NG TY*/ / 16,0/26,5/17,9/20,0/ | [121]
Gd*'/Dy*"/Tm** 50,3/307,2/8,03

NIIP : polymére non imprimé, IIP : polymére a enipte ionique.
DVB : divinylbenzéne, EGDMA : éthylene glycole dithécrylate, MMA : méthyl méthacrylate, HEMA : 2-hgatyéthylméthacrylate, DTPA : acide diéthylénerriae penta
acétique, AIBN : azobisisobutyronitrile.
() : Ligands utilisés : 5,7-dichloroquinoline-8-&t 4-vinylpyridine, (b) : Polymérisation du compdede lanthanide non isolé avec le dérivé du DT@A, Ligands utilisés :
acétylacétone et 4-vinylpyridine, (t) : Polymérisatinitiée thermiquement, (p) : Polymérisatiortige photochimiquement, (r) : Polymérisation iréti&diochimiquement,

(/) : Initiation non précisée
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Les coefficients de sélectivité obtenus pour ldgmeres imprimés sont plus élevés que ceux

obtenus pour les polyméres non imprimés, ce qutedreffet d'empreinte.

Notons que Zhanegt al. indiquent que le polymére imprimé peut étre t&étia plusieurs
reprises [117]. Apres 5 régénérations, aucune pkgtécacité d'extraction significative n'est

observée.

Intéressons nous a lI'exemple du polymére pour danraissance de l'erbium [120]. Les
coefficients de sélectivité obtenus pour le polyenémprimé sont rappelés dans le tableau 1.9.
Les facteurs de séparation obtenus pour deux ¢xitac l'acide di-2-éthylhexyl

phosphorique [122] et le 2-éthylhexyl-éthylhexylhygenophosphate [123], utilisés en

extraction liquide/liquide sont également présentiss le tableau |. pour comparaison.

Tableau 1.9 : Coefficient de sélectivité ) pour le polymére imprimé (IIP) (conditions : 0.05g, pH 7.5) et
coefficient de sélectivité pour deux extractants ilisés en extraction liquide/liquide des lanthanide
(D2EHPA et EHEHPA).

Coefficient de sélectivitéo(Er3+ /Ln3+)
Ln®* D2EHPA
1P EHEHPA
HCI HCIO,
Dy** 78,32 4,41 4,37 5,40
Ho®* 35,77 2,10 2,30 2,70
Tm* 21,44 2,50 2,50 3,30
Y3* 49,20 - 1,40 1,37

Globalement, les coefficients de sélectivité obtepour le polymére imprimé sont supérieurs
aux facteurs de séparations obtenus pour le D2EEtPIA EHEHPA utilisés en extraction

liquide/liquide des lanthanides.

Les difféerents polymeéres imprimés pour la recorsaise des lanthanides démontrent ainsi
tout leur intérét des polymeres imprimés dansrBetion sélective d'un lanthanide donné vis-
a-vis des autres lanthanides par rapport a un mokrmon imprimé compte tenu de

I'amélioration des coefficients de sélectivité. plas, lI'exemple détaillé montre tout le
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potentiel que peuvent présenter les polymeéres imgxipar rapport aux extractants utilisés en
extraction liquide/liquide.
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5. Objectifs de la thése

Les approches de synthése paralléle constituenaltermative efficace dans la recherche de
nouvelles cibles fonctionnelles. Cependant, cesrompes conduisent a I'obtention d'un
nombre considérable de cibles potentielles, urecgéh en fonction de leurs propriétés doit
alors étre réalisée. Ainsi, ces approches de syatb@nt associées a des méthodes de criblage
rapide. L'efficacité de ces approches réside détabbration d'outils analytiques de criblage

rapide.

Dans le cadre de recherche de ligands pour Iekdaites, I'approche utilisée a consisté a
mettre au point des outils de criblage rapide pla@tude de bibliothéques générées par
synthése parallele. Ces travaux de thése s'amicalgour de deux projets, I'un consacré au
criblage d'une bibliotheque de ligands, l'autre se@né a [I'étude d'extraction d'une
bibliotheque de polyméres.

Pour chaque projet, la démarche adoptée a corstteelopper une méthodologie adaptée au
criblage, notamment en termes de quantités requesede sensibilité, permettant de
sélectionner les candidats les plus prometteut§sgue du criblage, ces candidats ont alors

été caractérisés en termes d’affinité pour un kmtke donné, a savoir I'europium.

Dans la premiéere partie de cette thése, une biglgpte synthétisée par le Service de Chimie
Bioorganique et de Marquage du CEA Saclay et leotatbire des Systemes Chimiques

Fonctionnels de Strasbourg et composée d'une imenda ligands, présentant des fonctions
phosphorées a été étudiée. Les ligands de cettetbédmue ont été synthétisés a I'échelle du
milligramme. Comme nous l'avons vu précédemmeastidehniques classiquement utilisées

pour appréhender l'interaction lanthanide/ligarguigrent des quantités de métal et de ligand
importantes. Il n'est donc pas envisageable deurgca ces techniques. L'électrophorése
capillaire, de par sa faible consommation d'écHantise révéle intéressante. Toutefois, les
appareils commerciaux sont équipés de détecteur¥isi¥le ; ces derniers ne présentant pas
la sensibilité suffisante pour I'étude de systemast I'un des partenaires n'est disponible
gu'en faible quantité. L'électrophorese capillaivaplée a la spectrométrie de masse ICP/MS
constitue une alternative de par les récents dppeloents en termes d'interface. Ainsi, il est
possible de bénéficier de I'efficacité de sépamagibde la faible consommation d'échantillon

de I'électrophorése capillaire, et de la hauteib#ités de la détection par spectrométrie de

masse. L'objectif de cette premiére partie a ététedeer le potentiel du couplage de
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I'électrophorése et de la spectrométrie de masselgtude de cette bibliotheque. Parmi les
différentes méthodes électrophorétiques possibtes fa détermination de constantes de
complexation, nous nous sommes orientés vers tféfgwreése capillaire d'affinité compte

tenu de sa simplicité de mise en ceuvre et d'acoesi@anées expérimentales. La démarche
employée a consistée, d'une part, a réaliser dage de la bibliotheque pour mettre en
évidence les ligands les plus prometteurs et @audrt, a décrire si possible les équilibres en

présence relatifs a ces derniers.

La seconde partie de cette these a été consad@eegherche de polymeéres permettant
I'extraction des lanthanides. Une bibliotheque Bgtisée par le Laboratoire des Systemes
Chimiques Fonctionnels de Strasbourg et composée dinquantaine de polymeres a été
étudiée, et ce dans le but d'évaluer l'influence diférents composants (monomére et agent
de réticulation) de ces polymeres pour la recosaaice de I'europium. Les polyméres ont été
synthétisés a raison de cing cent milligrammes whalotre objectif, dans cette partie, a été
de mettre au point un protocole d'extraction sdigi@de de I'europium a la fois rapide et peu

consommateur d'échantillon afin de mettre en éwdedes polymeres les plus prometteurs de

par leurs propriétés d'extraction.
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déetermination des constantes de complexation
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1. INTRODUCTION

Dans la recherche de ligands présentant une &fjoatr I'europium, la stratégie retenue par
le Service de Chimie Bioorganique et de Marquag€HA de Saclay et le Laboratoire des
Systemes Chimiques Fonctionnels de Strasbourg aisténa utiliser des approches de
synthése parallele conduisant a I'obtention d’'uhemotheque d’'une trentaine de ligands
contenant des fonctions phosphorées.

Dans ce contexte, notre but était de proposer liemative aux méthodes conventionnelles
telles que la spectrophotométrie UV-Visible, lagmitométrie, ou encore la spectroscopie de
fluorescence, qui associerait rapidité d’analysdadile consommation de ligand pour la
détermination de I'affinité des différents ligands.

Nous nous sommes orientés vers le développememt altii basé sur I'électrophorése
capillaire d’affinité couplée a une détection p&PIMS. Les récents développements en
termes d'interface mais aussi d'instrumentatiomptent a I'électrophorése capillaire couplée
a la spectrométrie de masse ICP/MS de constituealiernative aux méthodes classiquement
utilisées. Le couplage CE-ICP/MS permet d'allieffitacité de séparation par électrophorése
capillaire et la haute sensibilité ainsi que lagiufité de I'analyse élémentaire de la détection

par spectrométrie de masse.

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précedétctrophorese capillaire d'affinité a
prouvé son potentiel pour la détermination de artes de complexation parmi lesquelles
nous pouvons citer les constantes d'associatioalftigeand [1 - 4], métal/biomolécule [5 - 8],
médicament/protéine [9, 10] ou encore les conssasheeprotonation de bases faibles [11, 12]
et son intérét pour le criblage de bibliothequecds#es antimicrobiennes potentielles, par
exemple [13]. Ainsi, apres avoir rappelé brievenlerprincipe de I'électrophorése capillaire
d'affinité, nous détaillerons la mise au point a& €ouplage a I'lCP/MS ainsi que des
conditions d’analyse. Dans une troisieme et deenpartie, le criblage de nombreux ligands
présentant des fonctions variées oxyde de phosphiséer de phosphonate, acide
phosphonique, acide carboxylique,... sera réalisé pélectionner les motifs complexant les
plus prometteurs. Ensuite, pour les ligands présenine affinité pour I'europium, une étude
plus approfondie permettant d’accéder aux constaapparentes de formation des complexes
de l'europium sera présentée et les résultats ca@m@aceux obtenus en spectrophotométrie
UV-Visible.
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2. ELECTROPHORESE CAPILLAIRE

2.1.Principe de I'électrophorese capillaire

Le principe de I'électrophorese capillaire repose k& migration d’especes chargées en
solution, sous l'effet d’'un champ électrique.

La séparation des especes, par électrophoreselacapilest fonction de la migration
différentielle des especes, migration due a deéxpimenes, I'électrophorese caractérisée par
la mobilité électrophorétique §) des especes chargées, principalement fonctiotewte
densité de charge, et I'électroosmose conduisaneamnobilité électroosmotiqueinduite

par la présence de charges a la surface du cegillai

2.1.1. Electromigration - Mobilité électrophorétique

La mobilité électrophorétique correspond a la mtgbipropre des espéeces chargées ; elle
apparait comme le facteur de migration de ces espérs |'électrode de signe opposeé.

En électrophorese, toute espece chargée est soamée forces opposees :

* une force électrostatique
F.=q.E (Eq. 1)

Avec q: Charge de l'ion (C)
E : Champ électrique appliqué (Vin

* une force de frottement due a la viscosité du milie
Fe=6m.n.r.v, (Eq. 2)

Avec 7 : Viscosité dynamique du milieu (Pa.s)
I : Rayon de Stokes de I'espéce chargée assimilge sphére (m)

V., : Vitesse électrophorétique (ri)s
La vitesse électrophorétique est donnée par ltoela

Ve, =ty -E (Eq. 3)

Avec /1,,: Mobilité électrophorétique (m2:sv?)

66




Chapitre 2

Sous l'effet des deux forces (1) et (2), il s'étak état d'équilibre.
q.E=6m.n.1.v, (Eq. 4)
L'espéce chargée prend alors un mouvement unifetrae combinant les équations (3) et

(4), la mobilité électrophorétique s'exprime aleefon I'équation suivante :

q

= 1 Eq. 5
6rmr.n.r (Ea. 5)

/'Iep

La mobilité électrophorétique dépend de la dendaécharge de l'ion et des différentes
propriétés relatives a |'électrolyte (pH, tempémtumodificateur organique, composition

ionique de I'électrolyte).
2.1.2. Electroosmose - Mobilité électroosmotique

La mobilité électroosmotiquecpirésulte du phénomeéne d’électroosmose. L'électrossm
permet le mouvement de l'ensemble de I'électrol@@n origine se situe au niveau de
I'interface paroi interne du capillaire/électrolyien effet, dans le cas d’'un capillaire de silice,
la paroi interne est chargée négativement poupHesupérieurs a 2. Ceci est di a la présence
des groupements silanols qui se trouvent sous foliss®ciée. Il se forme ainsi au voisinage
de la paroi interne du capillaire une double couéleetrique constituée d’'un excédent de
cations solvatés provenant de I'électrolyte (figlirg). La double couche est constituée d'une
premiere couche de cations absorbés a faible distda la paroi du capillaire (couche de
Stern ou couche compacte) et d'une seconde coluhaiffuse de cations mobiles (couche
diffuse).

Lors de l'application d'un champ électrique palali@ l'interface capillaire/électrolyte, les
cations excédentaires de la couche compacte neepieuwigrer du fait des interactions
électrostatiques avec les charges de surface prda du capillaire. En revanche, les cations
excédentaires de la couche diffuse, plus mobilesadud'interactions électrostatiques plus
faibles avec les charges de surface de la paraiagillaire, se mettent en mouvement et
migrent dans le sens du champ électrique en directé la cathode. lls entrainent alors les
molécules de solvant par friction, provoquant aursivéritable écoulement de I'électrolyte de
vitesse linéaire,, de I'anode vers la cathode appelé flux électrodisme.
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Sein de la solution
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Double couche

Silanols de surface

Figure II.1 : Représentation schématique de la paianterne du capillaire et de la double couche forrée

au voisinage de celle-ci.

La vitesse électroosmotique,, est proportionnelle au champ électrique applidtiie est
donnée par la relation :

Voo = oo - E (Eq. 6)
Avec ,,: Mobilité électroosmotique (m2'sv™)

E : Champ électrique appliqué (Vin

La relation de Helmholtz - Smoluchowski permet derde la vitesse électroosmotique :

=it le (Eq.7)
m.n
oU;@o=-fZ€§%$i (Eq. 8)

Avec ¢, : Constante diélectrique de I'électrolyte
£, : Permittivité du vide (E.m™)
{ : Potentiel zéta (V)

n : Viscosité dynamique de I'électrolyte (Pa.s)

Le potentiel zéta représente le potentiel a laasearfiu capillaire.
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La mobilité électroosmotique est proportionnellepatentiel zéta, lui méme étant relié a la
densité de charge par unité de surface et a lsmaisle la double couche électrique selon la
relation :

0.0

{=— (Eq.9)
£ . &

Avec 9 : Epaisseur de la double couche (m)

o : Densité de charge par unité de surface {.m

A partir des équations (8) et (9), la mobilité éleosmotique peut s'exprimer selon :

0.0
1
La mobilité électroosmotique dépend de la compmsitide ['électrolyte (nature et

(Eq. 10)

eo

concentration des ions, pH et modificateur orgamjiqule la nature du capillaire et de la
température.

Par conséquent, le flux électroosmotique seradlireys la cathode lorsque la paroi interne du
capillaire sera chargée négativement. Par corgrdluk électroosmotique sera dirigé vers
I'anode lorsque la paroi interne du capillaire str@rgée positivement.

Expérimentalement, la mobilité électroosmotique déterminée a partir du temps de
migration ts, que mettra une espece neutre (eau, alcool benoeylignéthanol,
diméthylsulfoxyde, ...) pour parcourir la longuéute capillaire jusqu'au détecteur.

La mobilité électroosmotique s'exprime alors sddéoformule :

L.l
V.t

Heo = (Eg. 11)

Avec L : Longueur totale du capillaire (m)
| : Longueur du capillaire jusqu'au détecteur (m)
V : Difféerence de potentiel appliquée (V)

t., - Temps de migration d'une espece neutre (S)

L'écoulement électroosmotique présente un prddil, @ontrairement aux profils paraboliques
trouvés en chromatographie liquide. Il résulte,cdeprofil plat, une faible dispersion des

analytes et donc une meilleure efficacité.
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La modification de surface des capillaires estdargnt utilisée afin de réduire I'adsorption
des analytes sur les parois du capillaire. Towefelle permet aussi d’améliorer les
séparations (gain en temps, en efficacité, en Hétéy de par la modulation du flux
électroosmotique qu’elle engendre.

Deux approches sont possibles pour modifier laaserfdu capillaire, soit le revétement
dynamique, soit le greffage permanent [14]. La mdlevsurface, formée apres traitement, doit
étre stable dans les conditions d’analyse.

Le greffage permanent consiste a immobiliser ugrpéte soit par liaison covalente soit par
immobilisation thermique. Les revétements forméasceaype de greffage sont stables dans le
temps et ne nécessitent pas d'étape de régénédati@vétement entre les séparations. Dans
le premier cas, le greffage fait en général appeh &ilane bifonctionnel (dont un des plus
populaires est ley-méthacryloxypropyltriméthoxysilane) qui assureea liaison entre la
surface du capillaire et le polymére, généralenpeatiuit par polymérisation radicalaine

situ [15]. Alternativement, les liaisons Si-O-Si peutétre remplacées par des liaisons Si-C,
obtenues par réaction de Grignard, qui conferertcapillaires ainsi modifiés une meilleure
résistance a I'hydrolyse en milieu basique [16]cés réactions s’ajoutent bien souvent des
étapes de prétraitement (attaque chimique, lixomat...) destinées a améliorer le greffage.
La plupart de ces procédures de greffage permamdesissitent donc plusieurs étapes et sont
donc consommatrices de temps. De plus, la repribditét et 'homogénéité de ces
modifications directement dans le capillaire santv&nt sujettes a caution.

Le greffage thermique reste lui plus marginal etsiste en I'adsorption d’'un polymeére sur la
surface (généralement le polyvinylalcool) dont ifaisbn avec la surface du capillaire
deviendra permanent aprés sa cristallisation iechar chauffage.

Une autre alternative consiste a utiliser le rewé® dynamique [17]. Ce type de
modification de la paroi du capillaire est simplapide a mettre en ceuvre et réversible. La
durée de vie du revétement peut étre amélioréeupar étape de régénération entre les
séparations. Il consiste a immobiliser un composé la surface du capillaire par des
interactions non-covalentes, électrostatiques, dptilvbes ou des liaisons hydrogéne entre les
groupements silanols et le composé.

Le modificateur de flux est le plus souvent un paodye cationique, anionique ou neutre, ou
encore un surfactant cationique, neutre ou zwittégue, qui est alors immobilisé sur la
surface du capillaire par l'intermédiaire d’inteians non covalentes (électrostatiques,
hydrophobes ou liaisons hydrogéne). L’équilibrenetéversible, la présence du modificateur

de flux dans I'électrolyte est souvent indispensabl
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Les polymeéres cationiques, et principalement cesss@dant des ammoniums quaternaires
tels que le polybréne ou le bromure de cétyltriji@inmonium, connaissent une réelle
popularité.

Parmi ces polymeéres, certains présentent néanrmapmstabilité de revétement suffisamment
importante pour que leur présence ne soit pas s&icedors de la séparation. C’est le cas
notamment du polybréne [18 - 22] et du poly(chlerde diallyldiméthylammonium) [23 -
26]. L'intérét de ce type de revétement résidematant dans le couplage avec des détecteurs
externes telle que la spectrométrie de masse, ilegisrmettent également de minimiser les
interactions entre ces molécules et les solutés422- 30]. Il est cependant nécessaire de
régénérer le revétement formé par le polybrene fplggiemment qu'un revétement formé par
le poly(chlorure de diallyldiméthylammonium) [3Ifoutefois, l'utilisation d'un revétement
formé d'une couche de polybréne, d'un polymérendmie et d'une seconde couche de
polybréne permet d'améliorer considérablement dailge du revétement par rapport a un
revétement formé d'une seule couche de polybréBe [Rfaut également noter que des
molécules spécialement congues pour le revéteraemtpommeées molécules « scorpions » et
ayant la particularité de se lier a la surface damgpremier temps par liaison hydrogene et
interactions ioniques pour former a terme une diaisovalente avec les silanols ont été
développées. Ces molécules allient ainsi la sit@lide mise en ceuvre du revétement

dynamique et la stabilité dans le temps du greffagg
2.1.3. Vitesse de migration apparente - Mobilité apparente

En l'absence de tout autre phénomene, ['électrogsmet I'électromigration sont
responsables de la vitesse apparente avec laquadl@spéce migre dans le capillaire. Elle
s'exprime alors selon :

Vago = Happ - E = Vep * Ve (Eq. 12)
Avec v, : Vitesse apparente (1i)s

o - Mobilité apparente (m2V/s?)
D'apres les équations des différentes vitessegGBgt (12), la mobilité apparente peut donc

s'écrire ;

Happ = Hep + Heo (Eq. 13)
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Celle-ci peut étre déterminée expérimentalemenaréirpdu temps de migration de l'espéce
chargée considérée jusqu'au détecteur.
La mobilité apparente est alors déterminée a pdetitexpression suivante :

L.l

app g Mg

(Eq. 14)

Avec t . :temps de migration de I'espece chargée (s)

Il est dés lors possible de déterminer expérimentaht la mobilité électrophorétique d'une
espece chargée a partir de son temps de migratida &emps de migration d'une espéce
neutre selon :
_ L1 1
Hep = Happ ~ Heo = T . [t_ - t_] (Eq 15)

mig eo

2.2.Electrophorese capillaire d'affinité
2.2.1. Isotherme de complexation

La méthode consiste a suivre les variations de litdélectrophorétique d’un soluté dues au
phénomene de complexation engendré par I'ajoutidetifies croissantes d'un autre composeé
dans I'électrolyte de fond. Dans notre cas, nousnawchoisi de suivre les variations de
mobilité électrophorétique effective des ligandogghorés en fonction des concentrations

croissantes en Blprésent dans I'électrolyte.

Il est nécessaire que les mobilités électropharécdu ligand et du complexe formé soient
significativement différentes pour étre en mesuobskrver une modification de la mobilité
électrophorétique effective. De plus, les tempsesgaires pour atteindre I'équilibre doivent
étre inférieurs au temps d'analyse, ce qui esasedes systemes labiles avec des cinétiques

d'échanges rapides [33, 34].
Toutefois, les espéces sont en equilibre durantiégortocessus de séparation, évitant ainsi les

phénomenes de dissociation, méme dans le cas d@otas relativement faibles.

La mobilité électrophorétique est donc une caretigue de I'équilibre qui se forme.
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L'expression générale de la mobilité électrophquéti d'un analyte est fonction des
différentes formes chimiques en solution.
Soient deux composés A et B, présents pour l'urs déchantillon et pour l'autre dans
I'électrolyte. La formation possible de complexadtiples entre ces deux composés peut étre
considérée selon I'équilibre de complexation suivan

iA+jB AB,

avec i et j deux nombres entiers positifs allanirde premier de 0 a m et pour le second de O

an, m et n étant eux aussi deux nombres entisitfpo

En supposant que le milieu soit suffisamment dpoér assimiler activité et concentration
d'une espece donnée, les constantes de complexeal@bines a ces equilibres s'expriment de
la maniéere suivante :

_ _[AB]

= _ . Eq. 16
(A -[B] (B4 16)

B.

Avec [AB;] : Concentration a I'equilibre de I'espé¢B; (M)
[A] : Concentration a I'équilibre de I'espécéM)
[B] : Concentration a I'équilibre de I'esp& €M)

Si les équilibres sont rapides, les espéces indiliels ne peuvent étre déterminées
séparément. Au cours de la séparation par élecirépl capillaire, un seul pic est observé
dont la mobilité électrophorétique effective sel@safonction de la mobilité et de la fraction

molaire de chacune des formes chimiques présentesleation (figure 11.2).
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Figure 11.2 : Principe de la détermination de la mdilité électrophorétique effective du ligand lors @

>

Temps de migration

I'ajout de quantités croissantes de métal dans leas de systéme labile.

(% ligand se trouvant dans I'échantillon inje(! ,métal se trouvant dans I'électroly'® complexe)

Ainsi, dans le cas ou A est le composé injecté etlBi présent dans I'électrolyte, la mobilité

électrophorétique effective du composé/&’;, tenant compte de toutes les formes chimiques

de ce composé en solution, peut s'écrire :
A n m
oy = Xn - Hopa + D D Xag - Hepas (Eq. 17)
=1\ i=1
Avec X, : Fraction molaire du composé A libre

M., : Mobilité électrophorétique du composé A libre@n.v)

X

AB, - Fraction molaire des formes complexées du cogmpos

Hepag, * Mobilité électrophorétique des formes complexdesomposé A (m2sV™)

En tenant compte des différentes constantes diggu{Eg. 16), la mobilité électrophorétique
effective du composé A peut s'exprimer en foncttlen la concentration de A et de la
concentration de B selon :

b 35,41 {61 s

=L\ i=1

143354, [ [e)

=1 \i=1

Iu?p = (Eq 18)
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Dans le cas d'un complexe métal : ligand de staeddtite 1 : 1, la mobilité électrophorétique
effective peut alors s'écrire de la fagon suivante

,uA — IuepA + ,3 ) [B] ' luepAB
P 1+ 3.[8]

Avec ,ue‘;, . Mobilité électrophorétique effective du composdors de I'ajout de quantités

(Eq. 19)

croissantes en composé B dans I'électrolyte (hvzY

La connaissance dg,,, est accessible a partir de la mesure de la mélléctrophoretique

du composé A en absence de composé B dans I'§eetro

L'isotherme de complexation ainsi obtenue permetdiier la mobilité électrophorétique

effective ,ueAp du composé A, déterminée expérimentalement auféreliftes constantes

apparentes de complexation et aux mobilités élpbtétiques des différentes especes du

composé A.
2.2.2. Traitement mathématique

L’étude de la migration du composé A dans diffé&segliectrolytes contenant des quantités
croissantes du composé B permet d'établir une earésentant I'évolution de la mobilité
électrophorétique effective du composé A en fomctie la concentration en composé B de

I'électrolyte.

La concentration du composé A est maintenue cotesten pratique, la concentration initiale
en composeé B de I'électrolyte est assimilée anaaatration en composé B libre & I'équilibre.
Cette approximation n'est bien entendu valablesjl& concentration initiale en composé B
est trés supérieure a celle du composé A et/oa gbhstante de complexation est faible. La
connaissance de la concentration en composé Apaeshdispensable dans la mesure ou elle
n‘apparait dans aucune des équations envisagéesvaimche, cette approximation ne peut
étre faite lorsqu'une fraction non négligeable dmposé B est complexée. Dans ce cas, il

s'avere nécessaire de recalcu[Bﬂ, calcul pour lequel il est nécessaire de conndire

concentration initiale du composé A.

De plus, les différentes analyses doivent étresées dans des électrolytes couvrant une large
gamme de concentrations en composé B afin d'obltestitherme de complexation dans sa
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globalité. Idéalement, l'isotherme de complexatiébute et se termine par un plateau, ce qui
n'est pas toujours réalisable compte tenu notamngentla chaleur produite dans des

électrolytes trés chargés en sels.

2.2.2.1.Constante de complexation pour un complex@al : ligand de

steechiométrie 1 : 1

Lorsque la concentration du composé B a I'équilittmas I'électrolyte est assimilable a la
concentration initiale du composé B libre, I'éqoiattle la mobilité électrophorétique effective
du composé A peut étre utilisée directement powelermination des constantes apparentes

de complexation par régression non linéaire ou Bons des formes linéaires suivantes :

_ A
=g le] (Eq. 20)
ep epAB
1 1 1 1
= Tt Eqg. 21
'u:i; _'uep/-\ ﬂ('uepAB _:uepA) [B] :uepAB _:uepA ( q )
Bl .1 et (Eq. 22)

,U‘?p - :uepA - luepAB - :uepA ﬁ (/JepAB - /'IepA)

A _
luep luepA

sl - F (1 = g )+ B tegna = Hepn) (Eq. 23)

Le tableau II.1 regroupe les représentations goyas relatives a chacune des expressions

ainsi que les méthodes de calcujpdet de |4, (AB).
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Tableau 1.1 : Représentations graphiques des expssions (20) a (23) conduisant a des fonctions lirkes

et a la détermination dep et (Upag ~ Hepa) @ Partir de la pente et de I'ordonnée a l'origine

Expression Représentation graphique S Hepas ~ Hepa
A Déterminée en
Isotherme M en fonction dgB] pente présence d'un
Hon ™ Hepne large exces de B
1 : 1 ordonnée 1
Xy-réciprogques —,ue‘:) i en fonction de[E] —pente P—
y-réciproque —/,1 eA}) [‘B,]UepA en fonction de[B] ﬁ . elnte
- Moy = Hepa : A _ _ ordonnee
X-réciproque T en fonction deg,, = fa pente “pente

Ces différentes équations sont équivalentes dams l®rmes algébriques. Cependant, la
précision expérimentale sur les variables indépatedeou liées affecte la corrélation de facon
differente. La précision de la corrélation sur &eur [B] sera affectée differemment quand

elle est exprimée au numérateur ou au dénominafeutaines de ces droites donnant plus de
poids statistique aux mesures réalisées aux fadaesentrations ou la précision est la plus
faible (x-réciproque et xy-réciprogues), les diffiétes constantes ne seront pas identiques. Il
est donc nécessaire d'adopter une valeur moyentzead@stante de complexation calculée a
partir des différentes équations. L'erreur assod@ene ainsi l'incertitude due au modéle

utilisé.

Par ailleurs, ces fonctions linéaires permettentdéeeler la présence d'équilibre d'ordres
supérieurs, la forme linéaire x-réciproque étanplles sensible pour mettre en évidence de
tels cas. En effet, dans le cas d'un équilibretaielsiométrie 2 : 1, Bowset al. [35, 36] ont
décrit trois modeles différents de complexation, ppuvent étre identifiés selon I'allure de la
fonction linéaire x-réciproque :

- la complexation non coopérative, pour laquetiedupation d'un site n'influe pas sur les sites

restant disponibles. Les sites sont indépendagisr¢f11.3 C).
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- la complexation coopérative, pour laquelle I'quation d'un site favorise I'occupation des
sites restant disponibles. Les complexes d'ordiesédevés sont alors stabilisés (figure 11.3 D
et E).

- la complexation anti-coopérative, pour laquelbedupation d'un site géne 'occupation des
sites restant disponibles. Les complexes d'ordi@agréleves sont stabilisés (figure 1.3 A et
B).

Figure 11.3 : Représentations linéaires obtenues po cing systémes simulés a deux sites de type cooyid
(D, E), non coopératif (C) et anti-coopératif (A, B [36].
x-réciproque (a), y-réciproque (b), xy-réciproq(es

[B] et /JeA}, sont exprimées en M et $@nt.s™.V* respectivement.

La représentation linéaire x-réciproque permet ddacdéceler la présence de complexe
d'ordre supérieur 1 : 2 ou 2 : 1 mais aussi lareatoopérative (/K12 ou Ki1/Kz; < 4) ou

anti coopérative (K/Ki» ou Kji/Ky; > 4) de la complexation. Toutefois, il existe wsc
particulier ou la représentation x-réciproque nenet pas de déceler la présence de complexe
d'ordre supérieur (K/Ki; ou Kii/Kz1 = 4) avec des espéces présentant des mobilités
identiques [37]. En pratique, ce cas est extrémémmme. Cependant, si le rapport des
constantes est proche de 4, I'écart de linéarigereb du a la présence de complexes

successifs peut ne pas étre identifié du fait desies expérimentales.

Les représentations linéaires réciproques perneteméterminer a la foj$ et pep ag alors
que la méthode de lisotherme implique la nécessiee déterminer la mobilité
électrophorétique du complexe AB au préalable,yrar mesure en présence d'un tres large

excés de composé B dans I'électrolyte. Les repidtsmms linéaires réciproques sont alors

78




Chapitre 2

utilisées pour la détermination de la constanteaspype de complexation et de la mobilité

électrophorétiqgue du complexe formé.
2.2.2.2.Constantes de complexation successives

Dans le cas de complexes multiples, I'isothermeotieplexation ne peut étre modélisée qu'en
utilisant une régression non linéaire contrairenantas d'un complexe de stoechiométrie 1 :
1. L'équation de l'isotherme de complexation dersak de complexes multiples est rappelée :

lio +Z(zm1; B, .[Al.[8] -uepABjj

j=

1+§@ 2 A .[B]j]

j=1

Mo = (Eq. 18)

L'équation de l'isotherme de complexation comp@rte inconnues c'est-a-difiy et [kp aig;
pour j allant de 1 a n, n étant l'ordre du dermiemplexe. Pour la détermination de ces
différentes inconnues, la régression non linéagreessite I'acquisition d'au moins (2 n + 1)

concentrations différentes en composé B danstiélgte.

Il est a noter que les incertitudes associées anbilités électrophorétiques des différents
complexes B, aigj SONt bien plus importantes que celles associéeg;gouisque les mobilités
sont fortement corrélées aux constantes de contmlexat ne peuvent étre déterminées de

facon indépendante.

L'équation de l'isotherme de complexation dansatede complexes successifs AB gBAst
la suivante :
i = Feon P [B]. Hepno * Bar - ['3]2 Hepna
1+ B, .[B]+ B - [B]
_ Hepn + Ky [B] Mepns T Kip - Ky [B]2 - Hepap
1+ K, .[B]+ K, .K,, .[B]

(Eq. 24)
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3. DEVELOPPEMENT D’'UN SYSTEME PERMETTANT D’'EVALUER RAPIDEMENT

L’ AFFINITE POUR UN METAL

3.1.Présentation des ligands

La figure 1.4 présente les ligands synthétiséslpaBervice de Chimie Bioorganique et de
Marquage du CEA Saclay (ligands 1 a 18) et le Latoine des Systémes Chimiques
Fonctionnels de Strasbourg (ligands 19 a 24).
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Figure 1.4 : Différents ligands synthétisés.

Compte tenu du caractere hydrophile variable dd&rednts ligands, ceux-ci ont été
solubilisés dans un mélange méthanol (Carlo Erba)fans des proportions variant entre

10/90 et 65/35 (v/v). Chaque solution de ligandianibtenue a été utilisée comme échantillon
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lors des analyses par CE-ICP/MS détaillées pamite.d.a concentration de chaque solution
est donnée dans le tableau I1.2.

Tableau 11.2 : Concentration de chaque solution déigand.

Ligand Concentration (uM) Ligand Concentration (LM)

1 192 13 197
2 288 14 83
3 185 15 59
4 - 16 106
5 - 17 115
6 - 18 45
7 - 19 207
8 - 20 190
9 - 21 235
10 184 22 -

11 198 23 .

12 147 24 .

(-) : L'absence de données indique que le ligaaghm'étre solubilisé quelle que soit la proportiegthanol/eau

utilisée.
3.2.Appareillage utilisé

Les différentes études ont été effectuées a ldide appareil d'électrophorése capillaire a
détection UV P/ACE MDQ (Beckman Coulter) piloté padogiciel 32 Karat Software. Des

capillaires en verre de silice fondue de 75 umidmdtre interne et d’'une longueur de 75 cm
(Composite Metal Services Ltd) ont été utilisesdeette étude ; le capillaire étant recouvert
d’'une gaine de polyimide lui assurant la soliditéaesouplesse nécessaires a sa manipulation.
Avant la premiere utilisation, chaque capillairété rincé 3 minutes avec du méthanol, puis 5

minutes avec de |'eau ultra pure, et enfin 3 msaiec une solution de soude 1 M.

Pour les ligands possédant des atomes de phospimarelouble détection par UV (longueur

d’onde) et par ICP/MS & m/z = 31 (signal 8B) a été envisagée. La détection par ICP/MS
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est assurée par un spectrometre de masse couplglasma inductif (Agilent 7500 ce) piloté
par le logiciel Mass Hunter, dont les paramétregotetionnement sont récapitulés dans le

tableau I1.3.

Tableau 11.3 : Conditions optimales de fonctionnemet pour I'lCP/MS.

ICP/MS
Puissance du plasma 1550 W
Débit du gaz plasmagene 15,0 L.thin
Débit du gaz auxiliaire 0,9 L.min
Débit du gaz de nébulisation 1,0 L.min
Débit du gaz de make up 0,3 L.iin
Température chambre de nébulisation 2°C

3,0 s pour’P

Temps d'intégration
P J 0,3 s pour®n

3.3.Mise au point de l'interfacage CE-ICP/MS

Le point-clé du couplage de I'électrophorese caipdllet de la spectrométrie de masse a
ionisation par plasma est linterface. L'interfacecessite I'apport d'un liquide de
compensation ou solution conductrice. Ce derniempe d'assurer le maintien du courant
dans le capillaire. Il permet également de compdedaible débit a la sortie du capillaire, ce
deébit étant de I'ordre du microlitre par minutengiile débit devient alors compatible avec le
débit d'un nébuliseur Micromist de 100 pL.tifAnalab). L'effet de succion du nébuliseur
est alors compensé. Il faut cependant noter qupdta de ce liquide de compensation
entraine une dilution importante de I'échantillon.

Le liquide de compensation quelle que soit sa caitipa contient 2 pg.t d'In** pour

contrdler la stabilité du couplage par suivi dynsil a m/z = 115.

L'interface utilisée au cours de ce travail est@senté sur la figure 11.5.
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YErs
Capillaire de séparation thermostaté : FICP/MS : 5%
Silice fondue 75 pm i.d. % 75 cm — ’
<)
DETECTION UV —+ Y
micro nébuliseur : 100 pL.min L(;’ )
o e — &‘Q_ ,.---""
) déhit ~ 50-1000 nL.min"! % l
- L. —
V Elimination : 95%
DETECTION ICPIMS
Echantillon Entrée du capillaire
Electrolyte *—— Liquide de compensation pour le couplage

Hauteur du liguide de compensation ;.. ;

Figure 11.5 : Interface utilisée.

L'interface se présente sous la forme d'une ci@ux voies sont destinées a l'entrée et a la
sortie du capillaire. Le liquide de compensation asheminé par une des deux voies
perpendiculaires au capillaire, I'autre voie sen@alintroduction d'une électrode de platine. Il
se forme autour du capillaire une gaine de liquideompensation concentrique a laquelle est
appliguée la différence de potentiel lors de |zas&fon.

Le liquide de compensation est introduit par awgpkation du nébuliseur.

La position du liquide de compensation est exprimp@&erapport a la hauteur de l'entrée du

capillaire @Ah). Arbitrairement, la hauteur de I'entrée du dajpé vaut zéro.

La hauteur du liquide de compensation a été détéengrace a la méthode mise au point par
J. Chamouret al, c’est-a-dire en minimisant I'aspiration de |'dtetyte dans le capillaire due
au nébuliseur et en éliminant le refoulement damscapillaire [38]. Deux méthodes

différentes ont été utilisées pour éliminer I'agfion et le refoulement.
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La premiére méthode permet de détecter l'aspiratiomontenu du capillaire en repérant le
signal d'un élément. Elle consiste a remplir lelzpe avec une solution aqueuse de chlorure
de cobalt (Sigma) 4,6 mg’L Le débit du liquide de compensation étant égadra, un signal

de cobalt est observé a cause de 'aspiration piesau fur et a mesure de I'augmentation du
débit du liguide de compensation, ce signal dimijusgu’a atteindre la valeur initiale du
bruit de fond, ce dernier étant mesuré au préakablebsence de cobalt. La hauteur du liquide
de compensation par rapport a celle de I'entréeagillaire est ajustée de fagon & compenser
I'aspiration et ainsi minimiser le signal du cob&lEo aspiré jusqu’a atteindre la valeur du
bruit de fond.

Un liquide de compensation composé d'acide formiueM, pH 3,8 et 2 pg.L d'In** a été
utilisé pour la détermination de la hauteur. Ilit& gréparé par dilution de la solution d'acide
formique 100 mM pH 3,8 dans de l'eau ultra purepat dilution de la solution d'fh

10 mg.L* ; la concentration finale en acide formique étim6 mM et la concentration dfn
étant de 2 ug.L La solution d'acide formique 100 mM, quant & ,eHeété préparée par
dilution d'acide formique Normapur, 99-100 % (Pbajpdans de I'eau ultra pure. Le pH de
cette solution a été ajusté a un pH de 3,8 avecsahgion de soude 1 M, préparée a partir
d'hydroxyde de sodium en pastilles (Carlo Erba)sddm I'eau ultra pure. La solution dn
10 mg.L*! a été préparée a partir d'un standard certifl 060 mg.L* (CPI International) dans
de I'acide nitrique 2 % en volume préparé a pdticide nitrique supra pur, 65 % (Merck) et
d'eau ultra pure.

La figure 11.6 (a) représente l'intensité du sigmaf°Co obtenue en fonction deh.

La deuxieme méthode permet de détecter le refouleererepérant le courant. Elle nécessite
I'utilisation d'un liquide de compensation et d'atectrolyte de séparation de conductivités
différentes. Une différence de potentiel de 15 kVators appliquée entre les deux extrémités
du capillaire et le courant mesuré en positionlies fpasse. Le liquide de compensation est
ensuite suréleveé par incréments et le courant estiré apres 2 min pour chaque hauteur.

Un électrolyte composé d'acide formique 25 mM, pB, 8le chlorure de sodium 30 mM
préparé dans un mélange méthanol/eau 10/90 (v/@jéautilisé ainsi qu'un liquide de
compensation composé d'acide formique 5 mM, pHe8Bug.L! d'In**. L'électrolyte utilisé

a été préparé dans un mélange méthanol (Carlo Erba)ultra pure 10/90 (v/v) ; I'ajout de
méthanol permettant d'éviter la précipitation dgarids dans le capillaire de séparation. Cet
électrolyte a été préparé par dilution des solstidfacide formique 100 mM pH 3,8, de

chlorure de sodium 300 mM de telle sorte que lacentration en acide formique soit de 25
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mM et la concentration en chlorure de sodium seit3@ mM. La solution de chlorure de
sodium 300 mM a été préparée a partir de chlorarsodium, 99 - 100,5 % (Carlo Erba) dans

de I'eau ultra pure.

La figure 1.6 (b) représente l'intensité du courabtenue en fonction d& h, qui est la

différence de la hauteur de I'entrée du capilleirée la hauteur du liquide de compensation.
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Figure 11.6 : Intensité du signal d’une solution deCoCl, 4,6 mg.L* & m/z = 59 (signal di°Co) en fonction
de Ah (a), Intensité du courant électrique d’'un électrtyte acide formique 25 mM, pH 3,8, NaCl 30 mM en

solution dans un mélange méthanol/eau 10/90 (v/v) éonction de Ah (b).

Le signal di & l'aspiration diiCo est éliminé pour un& hauteur de - 7,1 cm. De plus, le
courant augmente a partir de cette valeusldece qui indique une diminution de la résistivité
du capillaire provenant du refoulement du liquide @bmpensation dans le capillaire. En

conclusion, une valeur deh de - 7,1 cm est conservée pour I'ensemble deléét

3.4.Mise au point des conditions d’analyse

Les ligands de la bibliothéque nous ont été foumnigsaison de quelques milligrammes.
L'électrophorese capillaire d'affinité semble bemtaptée aux criblages de bibliotheque de
ligands. Toutefois, la plupart des études menéedemtrophorese capillaire d'affinité couplée
a I'lCP/MS consistent a injecter le métal dans lecttéolyte contenant des concentrations
croissantes en ligands. Cette méthode possedeimsanvénients. D’une part la présence du
ligand dans I'électrolyte requiert des quantite§iginds bien supérieures a celles nécessaires
si celui-ci est présent dans I'échantillon. D’aufpart, si le ligand est présent dans

I'électrolyte, la détermination des constantes a@mexation pour chaque ligand conduira a

86




Chapitre 2

la préparation et surtout au conditionnement degillales avec autant de gammes

d’électrolytes que de ligands a étudier. Dans feammtraire, une seule gamme d’électrolytes
présentant des concentrations croissantes en se¥ait nécessaire pour étudier I'ensemble
des ligands. Dans cette étude, nous avons donsid¢lopition originale ou le ligand injecté et

analysé dans un électrolyte contenant des contiensacroissantes en métal. Ce choix est
rendu possible de par la nature des ligands ét(iiiésds phosphorés) et la bonne sensibilité
de détection de I'lCP/MS dans le cas du phosph@eei constitue une économie de ligand et

un gain de temps considérable.
3.4.1. Modification de la surface interne du capillaire

L'utilisation d'un capillaire dont la surface imerest modifiée a été envisagée afin d'éviter
I'adsorption de I'europium sur un capillaire desivierge.
L'adsorption de I'europium a été étudiée d'une @arun capillaire vierge et d'autre part sur

un capillaire dont la surface interne est modifiée « coating » dynamique de polybréne.

Le polybréne (figure 11.7) a été choisi pour labdlig¢ du revétement engendré due a
I'adsorption de ce dernier via plusieurs pointstefactions. Ainsi, il peut étre utilisé en pré-
« coating », ce qui permet d'envisager le coupldgel'électrophorese capillaire avec la
spectrométrie de masse, peu tolérante a l'intraxtude tels composés.

2 Br
Hs;C CH
3 \_Ni_/ 3
\/\/\/\+
N

ch/ \CH3

Figure 11.7 : Formule du polybréne.

3.4.1.1.Procédure expérimentale

Le polybréne (Aldrich, 95 %) est sous forme bromiira donc été nécessaire d'échanger les
ions bromures par des chlorures, afin de ne pasneméger les électrodes suite a I'oxydation
des bromures. Les ions bromures ont été échangétepaons chlorures par l'intermédiaire
d'une résine échangeuse d'anions AG MP-1, sousfdiions chlorures, capacité totale : 1,0

meg.mL* de lit de résine (Bio-Rad).
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Une solution de polybrene a 0,5 % en masse a éfapre dans de |'eau ultra pure (systéme
purificateur Millipore). Un fort excés de résineh@ageuse d'anion a été ajouté a la solution.
L’échange d’ions a été réalisé sous agitation miamgne pendant 4 heures. La solution a

ensuite éteé filtrée sur des filtres de 0,45 pmageasunique (Millipore).

La surface interne du capillaire a été modifiée mmétement dynamique, c'est-a-dire par
passage de la solution de polybréne sous formauwhkl@ 0,1 % en masse dans le tampon
formiate 25 mM pendant 25 minutes. Le capillairéralement été rincé avec le tampon

formiate 25 mM, pendant 3 minutes, pour éliminexdés de polybréne dans le capillaire.

Des solutions de chlorure d'europium, EL&H,0, (Aldrich, 99,99 %), de concentration 0,1,
1,5 et 10 mM ont été préparées dans un tamporidterd5 mM.

Chaque solution a été poussée dans un capillair@p@iquant une pression de 5 psi. Le front
de sortie a été détecté par suivi du signal & ni/z3=(signal dé>*Eu) par ICP/MS.

3.4.1.2.Evaluation du greffage

Deux criteres essentiels ont été retenus pour évéunécessité d’'un greffage cationique de
la surface du capillaire : (i) la prévention d’uagsorption éventuelle d’Blipar interaction

avec les silanols de surface, (ii) le temps d’asmlgonditionné par le flux électroosmotique.

Pour répondre a la question de I'adsorption, leslses de percée d'une solution d'europium 1
mM dans un capillaire vierge et dans un capilldioat la surface interne a été modifiée par
« coating » dynamique de polybréne ont été réalistesont présentées dans la figure 1.8
apres normalisation des intensités par l'intenditéplateau suivant le front de sortie de

I'europium.
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Figure 1.8 : Courbes de percée obtenues par passagl'une solution de chlorure d'europium 1 mM :
influence de la nature du capillaire.

Capillaire greffé ¢), capillaire vierge-), 75 cm x 75 um d.i.

Pression d’élution : 5 psi, Détection : ICP/MS & m/153.

La comparaison de ces courbes semble indiquer ojy'ih pas d'adsorption significative de

I'europium a la surface du capillaire, et ce, quglie soit sa nature.

Parallelement a cette étude, une évaluation dgsstelfanalyse a été réalisée. Pour ce faire, un
électrolyte composé d'acide formique 25 mM, pH &,&le chlorure de sodium 30 mM en
solution dans un mélange méthanol/eau 10/90 (vét§ gréparé.

L'injection d'eau ultra pure a permis de détermiagemps de migration des especes neutres.
Le flux électroosmotique a été déterminé a paitijettions d’eau ultra-pure, réalisées dans
ces deux types de capillaires. Celui-ci est dingés la cathode lorsque la paroi interne du
capillaire est chargée négativement et dirigé Vanede lorsque la paroi interne du capillaire
est chargée positivement. Ainsi, dans le cas dipillaire chargé négativement, l'injection est
réalisée a l'anode et l'ordre de migration est égmpeces positives, especes neutres et espéces
négatives. Dans le cas d'un capillaire dont laasarest chargée positivement, l'injection est

réalisée a la cathode et cet ordre est inversé.
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En d’autres termes, on peut supposer que la compdexpar I'europium va engendrer une
diminution du temps d’analyse sur un capillairesdiee et une augmentation de celui-ci sur
un capillaire modifié par le polybrene.

Dans les conditions d'analyse, il s'avere queube électroosmotique pour un capillaire vierge
est de 1,07.1& m2.s*.vY. En revanche, ce flux est de 3,35%1912.s*.V"* pour le méme
électrolyte et un capillaire greffé au polybréne flux électroosmotique obtenu pour le
capillaire greffé au polybréne est trois fois pluportant que pour le capillaire vierge.

Il est donc possible de mener les études avec pillab@ vierge du fait de I'absence
d'adsorption significative de I'europium a la soefalu capillaire. Cependant, compte tenu du
gain de temps considérable réalisé par I'utilisatie capillaire dont la surface a été modifiee

par du polybrene, ce type de capillaire sera étjpsur I'ensemble de I'étude.
3.4.2. Détermination de la concentration maximale en ewop

Nous avons choisi de maintenir la concentrationclkelorures constant. Nous avons alors
déterminé la concentration maximale en chlorure sddium dans ['électrolyte, et par

conséquent, la concentration maximale en chlorietgopium EuGL.6H,0.

Des courbes de percée de solutions de chlorureogiem 1 mM en présence de différentes
concentrations de chlorure de sodium 10, 30 et BDont été réalisées dans un capillaire
greffé au polybréne pour étudier l'influence dedacentration en sel.

Pour ce faire, des solutions de chlorure d'eurodiumM contenant différentes concentrations
de chlorure de sodium 10, 30 et 50 mM ont été pésadans le méme tampon. Chaque
solution a été poussée dans un capillaire grefigodybrene, en appliquant une pression de 5
psi. Le front de sortie a été détecté par suivisimal & m/z = 153 (signal d&%Eu) par
ICP/MS.

Les courbes de percée sont présentées dans la fiduaprés normalisation des intensités par
l'intensité du plateau suivant le front de sored'duropium.
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Figure 1.9 : Courbes de percée obtenues par passagl'une solution de chlorure d'europium 1 mM dans

un capillaire greffé au polybréne : influence de laoncentration en sel.
En absence de NaC#], NaCl 10 mM ¢), NaCl 30 mM ¢), NaCl 50 mM ¢).

Capillaire : 75 cm x 75 um d.i.
Pression d’élution : 5 psi, Détection : ICP/MS & m/153.

En comparant les courbes, les expériences réaliséeste concentration en chlorure de

sodium (50 mM) montrent un temps de sortie du feinine pente différents de ceux obtenus
a plus basses concentrations. Aucune explicatigreneétre avancée a ce stade.

En tenant compte de ces résultats, la concentratiaximale en chlorure de sodium dans

I'électrolyte ne devra donc pas excéder 30 mM.

Afin de déterminer si un excés de chlorure de sudie conduira pas a un échauffement trop
important dans le capillaire par effet Joule, muss électrolytes contenant différentes
concentrations en chlorure de sodium (compriseseebitet 300 mM) ont été préparés.
L'électrolyte utilisé était donc composé d'aciderfigue 25 mM, pH 3,8 et de chlorure de
sodium préparé dans un mélange méthanol/eau 10/)0; (la surface interne du capillaire

ayant été modifiée par greffage dynamique de pétydr

Pour chaque concentration en chlorure de sodiurteae ultra pure a été injectée trois fois.
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La mobilité électroosmotique et le courant génénélgs différents électrolytes sont présentés
dans le tableau I1.4.

Tableau 11.4 : Mobilité électroosmotique et courant pour différentes concentrations en chlorure de
sodium.

Conditions de séparation : - Capillaire de silieedue 75 cm x 75 um d.i. - T = 25 °C - Injectidh5 psi, 5 sec

(21 nL) - Détection UV a 200 nm - Electrolyte : deiformique 25 mM, pH 3,8 en solution dans un ngdan
méthanol/eau 10/90 (v/v) contenant des concentrati@riables en NaCl - Solution de greffage : cositjmn
identique a lI'électrolyte, polybréne sous formeodlte 0,1 % en masse en solution dans un mélange
méthanol/eau 10/90 (v/v)

Voltage Mobilité électroosmotigue Remarque concernant la stabilité
[NaCl] (mM) —
(kV) (m2.s~.V™) du courant
30 -21 (2,30 £ 0,02).10 Stable 56 pA
60 -21 (2,37 £ 0,06).1 Montée 52— 55 pA
100 -11 (1,78 + 0,10).10 Montée 62— 75 pA
300 -7 (1,96 + 0,60).1% Montée 100— 150 pA

A partir de 100 mM de chlorure de sodium, les teahgpsnigration de I'eau ultra pure ne sont
plus reproductibles. Les courants associés a chajeetion d'eau ultra pure ne sont plus
stables ; la chaleur produite par effet Joule ntépdus dissipée durablement a partir de 100

mM de chlorure de sodium.

En tenant compte de ces résultats et des résisiais des courbes de percée, la concentration
maximale en chlorure de sodium possible dans télgte est de 30 mM, impliquant une
gamme de concentration en Egl6H,O comprise entre 0 et 10 mM.

3.4.3. Récapitulatif des conditions expérimentales

Les conditions retenues pour la détermination destantes apparentes de complexation par
couplage CE-ICP/MS sont récapitulées dans le tablea
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Tableau 1.5 : Conditions optimales pour la détermnation de constantes apparentes de complexation par

électrophorese capillaire.

Ligands solubilisés dans un mélange méthanol/eau
Echantillons [ligand] < 300 uM ou eau ultra pure (marqueur de flux

électroosmotique)

Injection Voie hydrodynamique 0,5 psi, 5 sec (21 n

Capillaire de silice fondue 75 cm x 75 pm d.i. (@€5 um)
Capillaire Surface interne modifiée par « coating » dynamigiee
chlorure de polybréne (0,1 % en masse)

Acide formique 25 mM pH 3,8 en solution dans unangke
méthanol/eau 10/90 (v/v)

Electrolyte contenant EuGl6H,O (variant entre 0 et 10 mM) et NaCl
(concentration nécessaire pour maintenir la comagon en

chlorures constante [TkE 30 mM)

Voltage V=-(20x1)kVv
Température 25 °C
o ~Acide formique 5 mM pH 3,8
Liguide de compensation 1 oo 3s
2 pug.L"d'In
Détection UV a 200 nm et/ou ICP/MS a m/z = 31Infét = 115)

3.4.4. Performances de la méthode

3.4.4.1.Reproductibilité des analyses

La reproductibilité de la méthode a été évaluée adtirpdu calcul de la mobilité
électroosmotique moyenne et de son écart-type igssbeEterminés a partir de 3 injections
d'eau ultra pure pour chaque électrolyte. En rdwantinjection des ligands n'a pas été
répétée trois fois de fagcon systématique dans ehéigatrolyte, et ce quel que soit le ligand.
Pour évaluer l'erreur liée a la mobilité apparetdejgand 14 a été injecté 3 fois dans les
électrolytes contenant 0, 2,5 et 9 mM d'europiuourRhacun de ces électrolytes, la mobilité
électroosmotique et la mobilité apparente du ligantsi que les écarts-types associés a

chacune d'entre elles ont été calculés. Les résualbdenus sont présentés dans le tableau I1.6.
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Tableau 1.6 : Mobilités électroosmotiques et mobités apparentes du ligand 14 dans différents
électrolytes composés d’acide formique 25 mM, pH 8, en solution dans un mélange méthanol/eau 10/90
(VIV) ; [Cl ]t = 30 mM et contenant EuC).6H,0.

[Eu®] (mM) Mobilité électroosmotique Mobilité apparente
dans I'électrolyte Heo (M2.82.Vh) Happ (M2.81.V)

0 (2,90 + 0,05).10 (4,63 + 0,06).10
CV=17% CV=17%

25 (3,00 + 0,02).18 (3,76 + 0,02).10
CV=07% CV=05%

9 (4,09 + 0,06).10 (3,50 + 0,03).10
CV=15% CV=05%

Les coefficients de variation restant inférieur@ &, ceci démontre la reproductibilité des
temps de migration. Par conséquent, I'erreur exygériale sur la mobilité apparente attribuée
a chaque ligand, et quel que soit I'électrolyt@iétge traduira par un écart-type relatif de 2 %

associé a chaque valeur de mobilité apparente.

L'erreur expérimentale liee a la mobilité électroqgtique sera calculée a partir de I'équation
suivante:

s, =./8° +¢8° (Eq. 25)

uep uapp Heo
Avec s, : Ecart-type associé a la mobilité électrophotgtiq

2

ey Variance associée a la mobilité apparente

S

sﬁeo : Variance associée a la mobilité électroosmotique

3.4.4.2 Limites de détection

Il nest pas possible de définir une limite de déta absolue en électrophorése capillaire
d’affinité car celle-ci est fonction de plusieurarametres. Outre le nombre d’atomes de
phosphore, qui sera bien entendu identique pourgand donné, la limite de détection va
étre affectée par tous les phénoménes contribuahélargissement de pic: diffusion

(fonction du temps de migration), adsorption éveliéusur les parois du capillaire, cinétiques

de complexation, ...
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La limite de détection est estimée a partir dedatéur du pic correspondant au ligand et du
bruit de fond des électrophérogrammes obtenus glmamue injection de ce ligand dans les
différents électrolytes.

Dans la pratique, la limite de détection est esti@artir de la relation :

- (3 asignal du blanc) ' [I Igand]
H

LD (Eq. 26)

picduligand Misignaldublanc

Avec o . Ecart-type associé a la hauteur moyenne dgne lile base

signaldu blanc
[Iigand] : Concentration du ligand

H : Hauteur du pic du ligand

picduligand

N Hauteur moyenne de la ligne de base
Les limites de détection obtenues par ICP/MS pemsemble des ligands et des électrolytes
sont inférieures a 40 uM, dépendant des difféer@msnomenes évoqués a l'origine de
I'élargissement des pics. Ceci correspond a destitgsade ligand inférieures a la picomole

(0,84 pmol). Le couplage CE-ICP/MS est donc adaptéermes de sensibilité au criblage de

bibliotheque de ligands disponibles en faible giti@nt

4. ETUDE DE LA COMPLEXATION DE L 'EUROPIUM PAR LES LIGANDS

PHOSPHORES

4.1.Procédure expérimentale

Les électrolytes utilisés sont constitués de 25 disdtide formique (Prolabo) pH 3,7, de
EuCk.6H,O (Aldrich) de concentration allant de 0 a 10 mMdet NaCl (Carlo Erba)
permettant de maintenir la concentration en ché&gwonstante et égale a 30 mM en solution
dans un mélange méthanol (Carlo Erba) /eau ultra d0/90 en volume.

Toutes les solutions utilisées pour les lavages filtnées avant utilisation (filtres de 0,45 pm

a usage unique, Millipore).

Avant la premiére utilisation, chaque capillairé mscé 3 minutes avec du méthanol, puis 5

minutes avec de |'eau ultra pure, et enfin 3 msaigec une solution de soude 1 M.
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Le capillaire est quotidiennement conditionné parincage avec de l'eau ultra pure pendant
5 minutes. La surface interne du capillaire estiffdmpar passage d'une solution composée
de I'électrolyte et de l'inverseur de flux pend2tminutes. Le capillaire est finalement rincé
avec l'électrolyte seul, pendant 3 minutes, poumigér I'excédent de polybrene dans le
capillaire.

Entre chaque séparation, le revétement formé pavolgbréene a la surface interne du
capillaire est régénéré par un rincage avec latisalucomposée de I'électrolyte et de
l'inverseur de flux pendant 10 minutes, puis paringage avec I'électrolyte seul pendant 3

minutes. Chaque rincage est effectué en appliquaapression de 20 psi.

Les ligands ont été injectés et analysés en CEMSHRelon les conditions décrites dans le
tableau 11.5. De par la double détection, il essgilole de mesurer le temps de migration du
ligand par suivi du signal & m/z = 31 (signal®i®) par ICP/MS et le temps de migration des
especes neutres par détection UV a 200 nm. Le teimpsigration moyen de l'eau ultra pure
a été déterminé a partir de trois injections di#éa pure pour chaque électrolyte. Quant au
temps de migration du ligand, il n'a été déterngu&a partir d'une seule injection de la
solution mere de ligand pour chaque électrolyte.

Expérimentalement, la mobilité électrophorétiqudigand est déterminée grace a I'équation
(15) vue au paragraphe 2.1.3.

4.2.Criblage rapide des ligands : mise en évidence d'en éventuelle

complexation

Pour mettre en évidence une éventuelle complexatiorcriblage rapide des ligands a été
réalisé. Il s'agissait d'évaluer l'affinité desféhiénts ligands afin d'en dégager les plus
efficaces. Chaque ligand, sous condition de satélidans un mélange hydro-alcoolique, a été
injecté, dans un premier temps, dans I'électralgt&ontenant pas d'europium (ligands 1 a 3
et 10 a 21), puis dans un second temps, danstitdige contenant 10 mM d’europium. Il a
alors été possible de déterminer d'une part la litlglectrophorétique du ligand libre, et
d'autre part, la mobilité électrophorétique effeetdu ligand en présence d'europium. A titre
d'exemple, les électrophorégrammes obtenus pojackion du ligand 14 dans I'électrolyte ne
contenant pas d'europium et l'injection de ce miggaed dans I'électrolyte contenant 10 mM

d'europium sont présentés dans la figure 11.10.
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Figure 11.10 : Electrophérogrammes obtenus par injetion du ligand 14 dans un électrolyte ne contenant
pas d'EU** et dans un électrolyte contenant 10 mM d'EXf.

Conditions de séparation : - Capillaire de silioedue 75 cm x 75 pm d.i. - T = 25 °C - [ligand #4383 pM -
Injection : 0,5 psi, 5 sec (21 nL) - Détection PU®S a m/z = 31 - Electrolyte : 25 mM d'acide foyoe, pH
3,8, dans un mélange de chlorure de sodium et ldeuch d'europium tel que la concentration en almes soit
égale a 30 mM en solution dans un mélange métleanol10/90 (v/v) - Solution de greffage : électrelyt

contenant du polybréne sous forme chlorure 0,1 ¥h&sse.

La mobilité électrophorétique effective de ces idards dans les deux électrolytes est

présentée dans la figure 11.11.
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Figure 11.11 : Mobilité électrophorétique effective des 15 ligands en fonction de la concentration en
europium dans I'électrolyte.

En absence d'europium)( en présence de 10 mM d'europiusi (

Conditions de séparation : - Capillaire de silioadue 75 cm x 75 um d.i. - T = 25 °C - [ligargiB00 pM -
Injection : 0,5 psi, 5 sec (21 nL) - Détection PU®IS a m/z = 31 - Electrolyte : 25 mM d'acide foqoe, pH
3,8, dans un mélange de chlorure de sodium et ldeuck d'europium tel que la concentration en alres soit
égale & 30 mM en solution dans un mélange métlemol10/90 (v/v) - Solution de greffage : électrelyt

contenant du polybréne sous forme chlorure 0,1 ¥h&sse.

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe 2.2, lailitoélectrophorétique effective peut
étre reliée a I'affinité pour le métal (Eq. 18).r3des conditions expérimentales, les ligands
neutres, a savoir les oxydes de phosphine et tessede phosphonate (ligands 1 a 3 et 10 a
13), ne présentent pas de variations significatileela mobilité électrophorétique effective en
fonction de la concentration en europium de l'étdgte. Les variations de la mobilité
électrophorétique effective observées sont derbode 7.13° m2.s'.V™, ce qui est de l'ordre

de l'erreur expérimentale. Les oxydes de phosplanhis esters de phosphonate semblent ne
pas posseder d'affinité significative pour I'eunopidu fait vraisemblablement de I'énergie
d'hydratation élevée de I'europium®E¢ 3535 kJ.mot [39]) et du faible caractére donneur

des groupements P=0 et P=S.
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En revanche, les ligands de type acide carboxylajla acide phosphonique (ligands 14 a
21) présentent des variations significatives denddilité électrophorétique effective, ce qui
démontre une complexation de l'europium. La mabil@ectrophorétique effective est
significativement réduite (ligands 16 et 19) vamesitive (ligands 14, 15, 17, 18, 20 et 21),
ceci étant en accord avec la réduction de la chaggative due au ligand lors de la
complexation et la formation de complexes de clargmsitives. La mobilité
électrophorétique effective étant reliée a I'aférpour le métal, il semble donc que les ligands
15, 20 et 21 soient les plus affins pour I'europium

Pour chaque analyse, le volume injecté représdntd2le la solution de ligand. Considérant
3 réplicats pour chaque électrolyte, moins de 18a¢{ijgand sont nécessaires pour réaliser le

criblage.

Par ailleurs, le temps de conditionnement du capll est globalement d'une heure par
électrolyte (équilibre du capillaire et étape dgémeration du revétement formé par le
polybrene). De plus, les temps d'analyse sont ceneptre 6 et 10 min et entre 10 et 25 min
pour l'électrolyte ne contenant pas dEwet I'électrolyte contenant 10 mM d¥u
respectivement. Prés de deux heures sont doncsadeasspour évaluer |'affinité d'un ligand
considérant 3 réplicats pour chaque électrolyteditmnnement du capillaire compris.

Le temps consacré au conditionnement du capiliapeésente prés de 50 % du temps global
pour I'évaluation de l'affinité d'un ligand. Daresprit d'un criblage plus rapide, ce temps de
conditionnement devrait étre diminué voire supprif@éur ce faire, il serait envisageable
d'utiliser des capillaires greffés de facon permémeu encore de modificateurs de flux dits
« scorpions » [32].

Ce criblage permet donc de sélectionner les ligaqis présentent une affinité pour

I'europium, en prés de deux heures et avec moid$ ag pour chaque ligand.

4.3.Détermination des constantes apparentes de compleian

Aucune étude n'a été realisée pour déterminer kes ges différents ligands. Nous ne
pouvons pas prédire avec exactitude I'état globgbrdtonation des différents ligands a pH
3,7. Ainsi, les ligands 14 a 18 peuvent existeissoume d'un mélange de plusieurs especes

partiellement déprotonées, alors que les liganda 24 peuvent se comporter comme des
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zwitterions. Considérant le premier pKa des acjolessphoniques autour de 2 et le second
autour de 7 en solution aqueuse, la forme prédarterattendue dans le cas des ligands 14 a
18, 20 et 21 est la forme -B®- [40, 41]. Le composé 19, quant a lui, est atteswlis forme
totalement déprotonée en considérant un pKa deapgorté pour des groupements de type
PO(OH)(OR) [40, 41]. Finalement, seul I'équilibré™ L' === ML?*" est considéré.

Une étude plus approfondie des ligands 14 a 2hwisaéterminer les constantes apparentes

de complexation a été réalisée.

Pour mener cette étude, plusieurs électrolytesébtimtpréparés contenant 25 mM d'acide
formique, pH 3,8, dans un mélange de chlorure dausoet de chlorure d'europium tels que
la concentration en chlorures soit égale a 30 mMaution dans un mélange méthanol/eau
10/90 (v/v) ; la concentration en europium varidonc de 0 a 10 mM.

Chaque ligand a été injecté dans les différentstrélgtes. L'analyse a été réalisée selon les
conditions décrites dans le tableau I.5. Il a @lété possible de déterminer la mobilité

électrophorétique effective du ligand en présereerdpium pour chaque €électrolyte.
Un seul pic a été observé sur les différents d@pbiirégrammes quelle que soit la
concentration en europium de I'électrolyte, ceigdique des cinétigues d'échange rapides,
correspondant a la formation de complexes labiles.

4.3.1. Mise en évidence de la stcechiométrie des comimxeés
Les électrophérogrammes obtenus, représentamniné du signal a m/z = 31 en fonction de

la mobilité électrophorétique effective, pour diffgts électrolytes sont présentés dans la

figure 11.12 dans le cas du ligand 14.
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Figure 11.12 : Electrophérogrammes obtenus par injetion du ligand 14 en fonction de la concentratioen
Eu® dans I'électrolyte.

Condition de séparation : - Capillaire de silicadae 75 cm x 75 um d.i. - T = 25 °C - [ligand 1483 uM -
Injection : 0,5 psi, 5 sec (21 nL) - Détection PUMS a m/z = 31 - Electrolyte : 25 mM d'acide foyoe, pH
3,8, dans un mélange de chlorure de sodium et ldeuch d'europium tel que la concentration en almes soit
égale a 30 mM en solution dans un mélange méthlanoll0/90 (v/v) ; la concentration en europiumargrde

0 a 10 mM - Solution de greffage : électrolyte emaint du polybréne sous forme chlorure 0,1 % ersenas

Ces électrophérogrammes illustrent le déplacementpid du ligand en fonction de la

concentration en europium dans |'électrolyte, dgéuoigne de la complexation.

Pour rappel, le tracé de la forme linéaire x-rémipie du modéle de formation d'un complexe
de stoechiométrie 1 : 1 permet de déceler la présg¢'gquilibre d'ordres supérieurs [36]. La
forme linéaire x-réciproque a donc été représemée chaque ligand dans le but de mettre en
évidence d'éventuels équilibres d'ordres supérieues différents tracés obtenus sont

présentés dans la figure 11.13.
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Figure 11.13 : Transformation linéaire x-réciproque de l'isotherme de complexation des différents ligals
en présence de concentrations croissantes en eunapi dans I'électrolyte.

(a) Ligand 14 &), ligand 16 @) et ligand 17 )

(b) Ligand 15 @), ligand 18 @), ligand 20 @) et ligand 21 )

Conditions de séparation : - Capillaire de silioadue 75 cm x 75 um d.i. - T = 25 °C - [ligargiB00 pM -
Injection : 0,5 psi, 5 sec (21 nL) - Détection PU®S a m/z = 31 - Electrolyte : 25 mM d'acide foyoe, pH
3,8, dans un mélange de chlorure de sodium et ldeuch d'europium tel que la concentration en almes soit
égale a 30 mM en solution dans un mélange méthanol10/90 (v/v) - Solution de greffage : électrelyt
contenant du polybréne sous forme chlorure 0,1 ¥h&sse.

La mobilité électrophorétique effective du ligarsd exprimée en m2’sv, la concentration en europium en M.
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Comme le montre la figure 11.13 (a), les représimbia x-réciproques sont linéaires pour les
ligands 14, 16 et 17. La linéarité de la reprédamtac-réciproque témoigne de la formation
d'un complexe de staechiométrie 1 : 1 pour cesdigiaDans ce cas, I'équation de la mobilité
électrophorétique effective du ligand pour la fotima d'un complexe de stoechiométrie 1 : 1
est directement utilisée par régression non lieéair sous l'une de ses formes linéaires vues

au paragraphe 2.2.2.1 pour la détermination detaotes apparentes de complexation.

Par contre, comme le montre la figure 11.13 (b}, leprésentations x-réciproques ne sont pas
linéaires pour les ligands 15, 18, 20 et 21. La-lodarité de la représentation linéaire x-
réciproque permet de supposer la présence d'égsilid'ordres supérieurs, et donc la
présence de complexes successifs. Compte tenusieitdure de ces ligands qui présentent
deux fonctions complexantes (deux phosphonates fesurigands 15, 18 et 21 et un
phosphonate et un iminoacétate pour le ligand 20Jes conditions d'étude qui peuvent
favoriser, dans certains cas, la formation d'esp@odynucléaires, I'espéce dinucléairgLM
est envisageable. Dans ce cas, l'isotherme de ematfn ne peut étre modélisée qu'a partir

de la régression non linéaire contrairement audeascomplexes de stoechiométrie 1 : 1.

Apres analyse de l'allure de la représentationcipréque, il est possible de classer les
ligands en deux groupes, I'un regroupant les ligand adoptent une stcechiométrie métal :

ligand 1 : 1 et l'autre rassemblant ceux qui senlf@mer des complexes successifs.

4.3.2. Etude des complexes de stcechiométrie 1 : 1

Pour chaque ligand, les représentations linéaieebigbtherme ont été tracées ainsi que la
régression non linéaire. La linéarité des difféesnteprésentations linéaires témoignent de
I'exactitude du modele de formation d'un complegesbechiométrie métal : ligand 1 : 1. A
partir de la mesure des mobilités électrophorétigeiectives du ligand, la régression non
linéaire et les transformations linéaires de lsome ont été utilisées pour déterminer la

constante de complexation apparente ainsi que hililBaélectrophorétique du complexe.
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4.3.2.1.Détermination des constantes de complaxatipartir de I'isotherme de

complexation

L’isotherme de complexation du ligand 14 est pré&&esur la figure 11.14. L'ajustement a été
réalisé par régression non linéaire a l'aide duciegOrigin et la constante de complexation a
été obtenue par convergence en minimisant la fomaireur X%). Le choix d'un coefficient

de pondération de 1 se justifie par le fait querdl@ associée aux différentes mobilités

électrophorétiques effectives est constante splialge de concentration en europium étudiée.

1,00E-08

5,00E-09 - $ R
0,00E+00 -

" -5,00E-09 -

Hep™ (M2.5™V7)

-1,00E-08 -

-1,50E-08 -

-2,00E-08 \ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00E+00 2,00E-03 4,00E-03 6,00E-03 8,00E-03 1,00E-02 1,20E-02

[Eu®T (M)

Figure I.14 : Variation de la mobilité électrophorétique effective du ligand 14 en fonction de la

concentration en europium dans I'électrolyte.

Les isothermes correspondant aux composés 16 ehtlété traitées de facon identique et

I'ensemble des résultats est récapitulé dans ledaahl.7.
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Tableau 11.7 : Récapitulatif des constantes de confxation apparentes et des mobilités électrophoréfies

du ligand seul et du complexe déterminées par réggsion non linéaire pour les ligands 14, 16 et 17.

Mep L Mep ML 2
(m?.stvh (m?.stvh X
14 216+0,11 (-1,76+0,09).f0 (2,4+0,5).10 1,04.10'
16  2,02+0,07 (-1,84+0,04)%0 (1,6+0,3).10  1,58.10"
17  3,09+0,03 (-2,05+0,04)%0 (1,24+0,03).18 1,61.10"

Ligand log B11

La figure I1.15 présente les isothermes de compiexales ligands 16 et 17. L'isotherme de
complexation du ligand 17 présente un plateau ancentrations en europium les plus
élevées, ce qui n'est pas le cas de lisothermeodglexation des ligands 14 et 16,
vraisemblablement du fait de leur affinité moingportante pour I'europium. Il est a noter que
I'équation 19 montre que la mobilité électropharéé du complexedd v et la constante de
complexation K; sont fortement corrélées et ne peuvent étre détéas séparément. Pour
une estimation plus précise de la constante de lexapon, il est donc nécessaire de disposer
d'un grand nombre de points dans la plage de ctnatiens en europium ou l'espece ML est
prédominante. Pour les ligands 14 et 16, la plagecahcentration ou l'espéce ML est
prédominante n'est pas couverte (absence de plateas lors, les erreurs associées a la
constante de complexation;Ket la mobilité électrophorétique du complexg . sont

probablement plus grandes que celles annoncéesjéss au traitement mathématique.
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Figure 11.15 : Variation de la mobilité électrophorétique effective du ligand 16+{) et du ligand 17 (=) en

fonction de la concentration en europium dans I'élgrolyte.

4.3.2.2.Détermination des constantes de complexatigartir des méthodes de

linéarisation de I'isotherme

Conformément a ce qui a été énoncé dans le pategfap.2.1, les transformations linéaires
de lisotherme permettent d’accéder aux constatdesomplexation. Elles ont donc été

tracées et sont présentées dans la figure I1.1§ ldazas du ligand 14.
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Figure 11.16 : Transformations linéaires de lisotherme de complexation du ligand 14 en présence de
concentrations croissantes en europium dans I'éleciyte : x-réciproque (a), y-réciproque (b) et xy-
réciproques (c).

La mobilité électrophorétique effective du ligared exprimée en frs*.V?, la concentration en europium en M.

Les constantes de complexation apparentes ainsileguenobilités électrophorétiqgues du
complexe déterminées a partir de la régressionlinéaire et des transformations linéaires

sont récapitulées dans le tableau I1.8.

Tableau 11.8 : Récapitulatif des constantes de cond@xation apparentes et des mobilités électrophoréfiies
du complexe déterminées lors de I'étude de complei@n de I'europium par les différentes représentatins

pour le ligand 14.

Représentation Equation R2 IPg Hep e (M°.S7.V7)

_ 17 610°- 34010°x

Régression Y T+ 144105 0,9864 2,16 2,4.19
x-réciproque y=- 16110°x - 63610°° 0,8810 2,21 2,18.10
y-réciproque y=- 25310"x - 15810° 0,9598 2,20 2,17.10

xy-réciproques y=- 15310°x - 26610’ 0,9856 2,24 1,98.1
Valeur moyenne 2,20+0,04 (2,2 +0,2)*10
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Dans les conditions d'étude, une constante apganeoyenne de complexation de I'europium
par le ligand 14, issue des différents traitememaghématiques, peut étre calculée :fog=

2,20 = 0,04. De maniere identique, une mobilit€tétphorétique moyenne du complexe peut
étre déterminée a partir des différentes représensa Dans les conditions d'étude, cette

mobilité électrophorétique est la suivante; w = (2,2 + 0,2).10 m2.s'.v™,

Le méme raisonnement a été conduit pour les ligd®dst 17. Les résultats obtenus sont

récapitulés dans les tableaux I1.9 et 11.10 posiilgands 16 et 17 respectivement.

Tableau 11.9 : Récapitulatif des constantes de cond@xation apparentes et des mobilités électrophoréfiies
du complexe déterminées lors de I'étude de complei@n de I'europium par les différentes représentatins

pour le ligand 16.

Représentation Equation R2 IPg Hep e (MP.S7.V7)
Régression  y =B410" - 17310-%( 0,9959 2.02 1,63.10
1+ 11010°x
x-réciproque y=- 12710°x— 40210° 0,9508 2,10 1,31.19
y-réciproque y=- 30810'x- 25410° 0,9789 2,08 1,39.1
xy-réciproques y=- 23910°x — 33910’ 0,9979 2,15 1,09.10
Valeur moyenne 2,09 + 0,06 (1,4 +0,2).10
Tableau [11.10 : Récapitulatif des constantes de coplexation apparentes et des mobilités

électrophorétiques du complexe déterminées lors dEétude de complexation de l'europium par les

différentes représentations pour le ligand 17.

Représentation Equation R2 1Pg. Hep m (MP.ST.VT)

_ 20510° - 15110°x

Régression Y T+ 12210°x 0,9983 3,09 1,24.1
x-réciproque y=- 11910°x - 394107 0,9931 3,08 1,26.1
y-réciproque y=- 30610'x - 24010* 0,9994 3,11 1,22.10

xy-réciproques y=- 25310'x — 30310’ 0,9979 3,08 1,25.19
Valeur moyenne 3,09 £ 0,02 (1,24 +0,02).70
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On constate que les différentes formes linéaire®daation de l'isotherme conduisent a des
résultats trés proches de ceux obtenus dans Igrpphe précédent. Toutefois, I'obtention des
valeurs def3;1 et [y ML N'est possible qu’a condition de supposer la vatii|b, | comme

étant exacte et non entachée d’erreur.

4.3.3. Etude des complexes successifs 1 :1let2:1

Dans ce paragraphe seront étudiés les ligands mbrmdes complexes successifs. Les
électrophérogrammes obtenus, représentant l'itéedsi signal a m/z =31 en fonction de la
mobilité électrophorétique effective, pour diffételectrolytes sont présentés dans la figure

[1.17 pour le ligand 15.

8500,0

7500,0 A
Sans Eu®

6500,0 ’ME\UL__WWW_M,MJ\\/W
1 mM Eu*

5500,0 -
4500,0 1
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2500,0 -

Intensité du signal a m/z = 31 (unité arbitraire)

1500,0 T T T T T T
-4,00E-08 -3,00E-08 -2,00E-08 -1,00E-08 0,00E+00 1,00E-08 2,00E-08

Hep (M2s™VH)

Figure 11.17 : Electrophérogrammes obtenus par injetion du ligand 15 pour différents électrolytes.

Conditions de séparation : - Capillaire de silioedue 75 cm x 75 pm d.i. - T = 25 °C - [ligand %9 uM -
Injection : 0,5 psi, 5 sec (21 nL) - Détection PSS a m/z = 31 - Electrolyte : 25 mM d'acide foyoe, pH
3,8, dans un mélange de chlorure de sodium et ldeuch d'europium tel que la concentration en almes soit
égale a 30 mM en solution dans un mélange méthlanoll0/90 (v/v) ; la concentration en europiumargrde

0 a 10 mM - Solution de greffage : électrolyte emaint du polybréne sous forme chlorure 0,1 % ersenas
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Les électrophérogrammes obtenus par l'injectiondiféérents ligands dans les électrolytes
mettent ici encore en évidence le déplacement d@udes ligands en fonction de la

concentration en europium dans I'électrolyte, dgémuoigne de la complexation.

A partir de la mesure des mobilités électrophougseffectives du ligand 15, la régression
non linéaire tenant compte de la formation d'unene 1 : 1 (Eq. 19) et la régression non
linéaire tenant compte de la formation d'un compléx 1 et d'un complexe 2 : 1 (Eq. 25) ont
été utilisées pour modéliser l'isotherme de congiler de ce ligand (Figure 11.18).

On constate que I'ajustement de l'isotherme de t®rapon est nettement amélioré en tenant
compte de la formation d'un complexe 1 : 1 et domplexe 2 : 1)¢ = 2,66.10°%) au lieu

d'un seul complexe 1 : ¥{= 1,91.10'%), comme le montre la figure 1.18.

Figure 11.18 : Variation de la mobilité électrophorétique effective du ligand 15 en fonction de la
concentration en europium dans I'électrolyte en p@nt I'hypothése de la formation d'un seul complexee
stoechiométrie 1 : 1 (ligne pointillée) ou en posatihypothése de la formation de complexes successWML
et M,L (ligne pleine).

La régression non linéaire tenant compte de la dtion d'un complexe 1 : 1 et d'un

complexe 2 : 1 a été utilisée pour déterminer astantes de complexation apparentes ainsi

111




Chapitre 2

qgue les mobilités électrophorétiques des compléxasés. Elle est présentée par la figure

[1.19 dans le cas du ligand 15.

Figure I1.19 : Variation de la mobilité électrophorétique effective du ligand 15 en fonction de la

concentration en europium dans I'électrolyte.

Les constantes apparentes de complexation et lédité® électrophorétiques déterminées
sont récapitulées dans le tableau 11.11. Dans lesdittons d'étude, la mobilité

électrophorétique du ligand 15 est la suivantg i g (- 2,41 + 0,06).18 m2.s".v™.

Tableau I1.11 : Constantes apparentes de complexati . (i = 1 oui = 2) et mobilités électrophorétiques

Hes(MiL) des différentes espéces, calculées pour le lighh5.

ML ML
Complexe _ )
(i =1) (i =2)
log Biz 46+0,2 2,2+0,3

Hepmi (M28VY  (1,3+£0,2).16 (2,4 +0,3).10
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Les erreurs associées aux constantes de complexsatit relativement importantes avec un
écart-type relatif de prés de 15 % pour la secarmiestante, et ce, pour les raisons de
corrélation de variables évoquées lors de I'étedecomplexe de stoechiométrie 1 : 1 dans le

paragraphe 4.3.2.1.

Le diagramme de distribution des espéces librdges du ligand 15, dans les conditions

expérimentales, est présenté dans la figure 11.20.
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O T T T
0,00E+00 2,00E-03 4,00E-03 6,00E-03 8,00E-03 1,00E-02
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Figure 11.20 : Diagramme de distribution relatif au ligand 15.
Espéce L{-), espéce ML), espéce M. (—)

D'apres ce diagramme, la fraction de l'espéce Meirdatson maximum a 89 % a une
concentration en europium de 0,5 mM, les propostide L et ML étant approximativement

de 4 et 7 % respectivement. Pour la concentratioeueopium la plus élevée, soit 10 mM, les
especes ML et M sont en équilibre dans un rapport 39 : 61. Lestespéces contribuent

donc de maniere significative a la mobilité élephrorétique apparente du ligand.

Le méme raisonnement a été conduit pour les ligd8J20 et 21. Toutefois, le ligand 15
représente le seul cas ou lintroduction d'un sdcaomplexe conduit a une nette

amélioration de la corrélation. En effet, les diéidtes tentatives de modélisation en intégrant
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les deux espéces ML et,Mconduisent soit a des estimations non réalistes |a constante
de complexation I et la mobilité électrophorétique du complexelLMaccompagnées
d'écarts-types relatifs supérieurs a 100 % pouidasds 20 et 21, soit a des divergences pour
le ligand 18. Dans ces trois cas, la seule présdice espece ML permet de modéliser les
courbes avec une bonne corrélation. Ceci sembldgoa pontradictoire avec les résultats
obtenus dans le paragraphe 4.3.1 ou les transfiomsat-réciproques indiquaient clairement
une absence de linéarité.

On peut donc supposer que l'isotherme de comptaxalians la gamme de concentration en
europium étudiée, présente peu d'informationsivelata la formation du second complexe,
ce qui pourrait expliquer le fait qu'il n'est passgible de déterminer la constante de
complexation K; et la mobilité électrophorétique du complexgd M

Afin d'illustrer ce dernier propos, nous avons gs@nté l'incidence sur la forme des courbes
x-réciproques théoriques de la constante de corafiexKy; dans le cas du composé 15 en
conservant les autres parametres identiques atoeunés par régression non-linéaire. Ces

courbes sont présentées sur la figure 11.21.
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Figure 11.21 : Transformations linéaires x-réciproques de l'isotherme de complexation théorique en

fonction de la constante de complexation K.

avec [y = - 2,41.10 nP.s™V? pepm = 1,3.10° s V7 pep . = 2,4.10° stV Ky = 3,98.10 M et
Ky =16.16M" (m); 99516 M* (m); 5.1G M* (m); 2516 M* (m); 1,6.16 M™* (m); 1,6.16 M™* (m) ;
1,6.1G M (m).

La mobilité électrophorétique effective du ligarsd exprimée en m2’sv, la concentration en europium en M.
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Il faut noter que la courbe présentant les symb(i@geprésente le cas ou les constantes
microscopiques sont équivalentes. Ainsi, on coestqe I'écart de linéarité de la
représentation x-réciproque du modeéle de formatfiom complexe 1 : 1 est d’autant plus
important que la constante de complexatigndst faible. Il s’ensuit qu’une faible abondance
de l'espece M suffit & permettre la détection d'un équilibrecaedaire grace a la
transformation x-réciproque mais il reste cependiifitile de conclure quant a des valeurs
significatives caractérisant cette espece, puiliguige contribue que marginalement a la

mobilité mesurée.

Les résultats obtenus sont récapitulés dans leaahl.12.

Tableau 11.12 : Récapitulatif des constantes de cophexation et des mobilités électrophorétiques dudand

seul et du complexe déterminées par régression ndinéaire.

Mep L Mep ML 2
(m?.stvh (m?.stvh X
15 414+008 (-24+02).70 (1,86+0,06).18 1,91.10°
18  3,87+0,05 (-2,34+0,07)80 (1,01+0,03).18 3,92.10°
20 360+0,05 (-29+02).F0 (1,15+0,06).18 1,17.10'®
21  344+0,05 (-24+02).70 (1,49+0,06).18 1,20.10'®

Ligand log B11

Il est a noter que dans le cas du ligand 19, audategmination de constante n’a été possible.
Les électrophérogrammes, représentant l'intensitéignal a m/z =31 en fonction de la
mobilité électrophorétique, pour différents éleltims (figure 11.22) montrent que les
difféerences de mobilité électrophorétique effectivabservées apres le premier ajout
d’europium dans I'électrolyte, sont de I'ordre @ereur expérimentale. Ceci semble suggérer

que la totalité du ligand est complexée dés le @eajout d'europium dans I'électrolyte.
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Figure 11.22 : Electrophérogrammes obtenus par injetion du ligand 19 pour différents électrolytes.

Conditions de séparation : - Capillaire de silioedue 75 cm x 75 um d.i. - T = 25 °C - [ligand #3207 uM -
Injection : 0,5 psi, 5 sec (21 nL) - Détection PU®IS a m/z = 31 - Electrolyte : 25 mM d'acide foqoe, pH
3,8, dans un mélange de chlorure de sodium etldeuch d'europium tels que la concentration enrcins soit
égale a 30 mM en solution dans un mélange métlemoll0/90 (v/v) ; la concentration en europiumardrde

0 a 10 mM - Solution de greffage : électrolyte emaint du polybréne sous forme chlorure 0,1 % esenas

Ce ligand présentant différents groupements iofeésatson affinité pour I'europium sera
dépendante du pH. Il serait alors envisageabl®uler jsur les conditions d'étude, c'est-a-dire
l'utilisation d'un électrolyte de plus bas pH pdeécrire les équilibres en présence.

4.3.4. Récapitulatif des constantes apparentes de comipbexa

Les constantes apparentes de complexation ainsilaumobilité électrophorétique des
différents complexes sont récapitulées sont leetabll.13.
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Tableau 11.13 : Constantes apparentes de complexatm et mobilité électrophorétique des différents
complexes (Electrolyte: acide formique 25 mM, pH 8, en solution dans un mélange méthanol/eau 10/90
(VIV) ; [Cl 7]t =30 mM ; T = 298 K).

Hep L Hep ML HMep mpL
Ligand log K11 log K21
(m2.stv (m2.stv (m2.stv
14 (-1,76+0,09) .18  (2,2+0,2) .16 2,20 + 0,04 n.d. nd.

15 (-2,41+0,05).18 (1,3+0,1) .18 46+0,2 (24+03).15 22403
16 (-1,84+0,04).16 (1,4+0,2) .16 2,09 + 0,06 n.d. nd.
17 (-2,05+0,04).16 (1,24+0,02).18 3,09 +0,02 n.d. n.d.

18 (-2,34+0,07).1% (1,01+0,03).18 3,87+0,05

19 (-3,0+0,2) .18 / / ! !
20 (-2,9+0,1) .18 (1,15+0,06) .18 3,60 + 0,05 ’ ’
21 (-2,4+0,1) .18 (1,49 +0,06) .18 3,44 + 0,05 ’ ’

n.d. : Non détecté
(/) : Non déterminée par cette méthode

(*) : L'espéce ML ne peut étre exclue de par I'étude de l'alluradeprésentation x-réciproque

Les valeurs de mobilité électrophorétigue des uiffés ligands sont en accord avec
I'nypothese ou les ligands sont partiellement dépeés et portent une charge globale
négative. Les différentes valeurs de mobilité étgdiorétique, comprises entre - 2,9 et
- 1,7.108 m2.s'.v, semblent bien refléter I'état de charge de agnlils : 14, 16 < 17 < 15,
18, 20, 21. La complexation induit une diminutianld mobilité électrophorétique comme le
montrent les valeurs obtenues pour les différeasgeces complexées ML eblM comprises
entre 1,0 et 2,4.10 m2s'.V'. Ces résultats sont en accord avec la formatiespdtes

complexées positives.

4.4.Prise en compte de I'effet de force ionique

Afin de garantir un flux électroosmotique relativemh constant, nous avons choisi de

maintenir la concentration en chlorures dans ltétdgte constante [42]. Cette contrainte
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conduit a des variations de force ionique d’'un tébdgte a l'autre. Afin de vérifier si ces
faibles variations affectent la détermination desstantes de complexation, la détermination
de celles-ci a force ionique nulle a été realisaasdles deux cas: (i) dans le cas de la
formation d’un complexe 1: 1 ou le ligand 14 a &iéisi comme exemple et (ii) dans celui
de la formation de deux complexes successifs dehspoaétrie métal : ligand 1: 1 et 2: 1,

qui n'est représenté dans cette étude que paydedils.

Dans le cas de I'équilibre de complexation suivant

M3+ + L- ML2+
I'expression de la constante prend alors la foruneasite :
2+ 2+ 2+
,8101 = [ML ] L = :811 L (EQ- 28)

|M3+|,|L‘| . J/M3+ . yL_ J/M3+ . yL_

A force ionique faible (voire modérée), on peulisgr la théorie des interactions ioniques

spécifiques (SIT) telle que :

A.Z2.A1 N .
logy =——++ Y€ (,j).m Eq. 29
9% 1+ 15T j21(1) , (Eg. 29)

Avec y; : Facteur d’activité exprimé en molalité

A : Egal 4 0,509

e(i,j): Coefficient d’interaction entre lion i et un ion de charge opposée
(¢(i,j) < 1 kg.mol*)

m; : Molalité de I'ion j

En premiere approximation, on peut négliger le gesfnj).m; et I'expression (29) devient

alors :

AT
1+ ],5.\/|_

soitlogy,. =-D,log y,.=-9.Detlogy, . =-4.D

log y = -2z°.D avecD = (Eq. 30)
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En combinant les équations (28) et (30), on obtlexpression de la constante a force

ionique nulle en fonction de la constante apparente
B =B, 10°° soitlog B, =log B, +6D (Eg. 31)

La prise en compte de I'effet de force ioniquelaunobilité se traduit au moyen de la théorie

de Debye-Huickel-Onsager par I'équation (32) :

2z.e.L
A B (Eq. 32)
J

Avec ,ugp’i : Mobilité électrophorétique a dilution infinie
,u:p’i : Mobilité électrophorétique effective du ligand L
i : Ligand étudié
j :lons présents dans I'électrolyte
z : Charge des ions présents dans I'électrolyte
n : Viscosité dynamique du milieu

L, : Longueur de Bjerrum (égale A7dans 'eau)

Ces corrections étant appliquées pour chaque @lgetr les constantes de complexation a
force ionique nulle ont été calculées par régressamn-linéaire. Les résultats sont récapitulés

dans le tableau suivant :

Tableau I1.14 : Constantes de complexation de I'e@pium et mobilités électrophorétiques des différemts

especes, calculées a force ionique nulle.

. HEDOL UepoML ,UepoMzL
Ligand o1 1 y 1 1 log B log B2,
(m°.V=.sY) (m°.V=.sY) (m2.stvY
14 -1,64.10° 3,26.10° 25 - -
15 -2.41.10° 1,38.1¢° 4.6 2.52.10° 6,7

A partir de ces valeurs, il est possible de redalclies constantes de complexation dans les
différents électrolytes. Leurs valeurs moyennesnmarée a celle trouvées précédemment,

sont récapitulées dans le tableau 11.15.
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Tableau 11.15 : Comparaison des constantes de comgpation de I'europium par les ligands 14 et 15 en

tenant compte ou non des variations de force ionigu

Sans prise en compte des  Avec prise en compte des

Ligand variations de force ionique variations de force ionique
log B11 log K21 log B11 log K21
14 2,20+£0,04 - 20-2,1 -
15 4,6 £0,2 2,2+0,3 55-58 15-1,6

Comme cela était prévisible, on constate que leatians de force ionique ont d’autant plus
d’effet que les especes sont chargées. Ainsi,ssvdgeurs obtenues dans le cas des ligands
mono anioniques sont tres proches, elles sembberstasstimées dans le cas des ligands plus

chargés.

4.5.Détermination des constantes de complexation par sptrophotométrie
UV-visible : Validation des résultats obtenus par €E-ICP/MS

Afin de valider les résultats obtenus par la méhGE-ICP/MS mise au point, I'affinité de

deux ligands vis-a-vis de l'europium a été déteémipar spectrophotométrie UV-visible. Les
études ont été realisées a l'Institut de Chimieéeldhire de I'Université de Bourgogne,
Dijon. La validation a été réalisée sur deux ligarices ligands choisis sont le ligand 1 pour
lequel aucune affinité pour I'europium n’a été dite en CE-ICP/MS et le ligand 17 formant
un complexe de stoechiométrie métal : ligand 1arisdes conditions expérimentales.

Les titrages ont été suivis par spectrophotoméiieVisible entre 250 et 500 nm dans un
milieu méthanol/tampon formiate 25 mM pH 3,7 10(80/) en maintenant la concentration
en chlorures égale a 0,1 M et le pH a 3,8 afin efgaduire au plus pres les conditions

expérimentales utilisées lors des mesures éleairépues.

D'apres les résultats obtenus par la méthode CBVISHes oxydes de phosphine et les esters
de phosphonate présentent peu ou pas d'affinité PEwopium dans un milieu hydro-
organique composé a 90 % deau. Ces résultats somfirmés par ['étude
spectrophotométrique realisée sur le ligand 1. Hiet,eaucune variation spectrale

significative n'est observée lors de 'additiorutbpium dans les conditions expérimentales.
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Le ligand 1 présente donc une faible affinité pd@uropium dans les conditions

experimentales.

D'apres les résultats obtenus par la méthode CEMSPe ligand 17 forme un complexe de
stcechiométrie métal : ligand 1 : 1 ; la constapi@gagente de complexation associée étant la
suivante : log;; = 3,2 £ 0,1. Ce résultat est confirmé par I'étsjlectrophotométrique menée
sur ce ligand. En effet, des variations spectr@&ggissement progressif, effet bathochrome
subi par la bande d'absorption maximale du ligaB@iZanm) sont observées lors de l'addition
d'europium dans les conditions expérimentales ¢edgmontre une complexation (Figure
[1.23). Le traitement des différents spectres parldgiciel Specfit met en évidence la
formation d'un complexe de stcechiométrie métafjand 1 : 1. La constante apparente de
complexation associée a I'équilibre de formatiomeleomplexe est la suivante : Ipg = 3,1

+ 0,2. La valeur obtenue est donc en parfait acawet celle déterminée par la méthode CE-
ICP/MS. Par ailleurs, 2 mL d'une solution de carig a 0,35 mM soit 150 pg de ligand sont

nécessaires pour réaliser cette étude.

Figure 11.23 : Titrage spectrophotométrique du ligand 17.

Conditions : solvant : méthanol/acide formique elutioon aqueuse, 25 mM, pH 3,7 10/90, | = 0,1 MQNaT
=298,2 (2), [17}:= 0,35 mM, [EuC]iot = 4,04 mM, b =2 mL, | =1 cm. Spectres corrigés par la dilutid -
10:0,29, 0,58, 0,87, 1,16, 1,74, 2,32, 3,48, 46638, 8,7 équivalent d'El

L'accord des résultats obtenus par spectrophot@midtf-Visible et par CE-ICP/MS permet
donc de valider la méthode CE-ICP/MS mise au ppour la spéciation de l'europium tant
sur l'aspect qualitatif (nombre et stoechiométris @spéces en présence) que l'aspect
quantitatif (détermination de constantes apparefgamplexation avec précision).

121




Chapitre 2

5. CONCLUSION

Dans ce chapitre, le couplage CE-ICP/MS a étésatjhour le criblage de la bibliotheque de
ligands phosphorés mise a disposition par le CEAalday et le Laboratoire de Conception
et Application de Molécules Bioactives de Strashour raison de quelques milligrammes
chacun.

Nous avons montré que le couplage mis au point @etan détection de ces ligands par
I'intermédiaire du phosphore de maniere trés sknslies limites de détection ICP/MS
obtenues sont inférieures a 40 uM. Les études égatmn par CE-ICP/MS ont été réalisées
a I'échelle du nanogramme, ou les techniques glassiprésentent un manque de sensibilité.
De ce fait, ce résultat nous a permis de propasemethode de détermination des constantes
de complexation par électrophorése d’affinité oligand a étudier constitue I'échantillon et
ou I'europium se trouve dans I'électrolyte. Ceanstitue un double avantage :

- d’'une part, une réduction de la consommation ldétllon d'un facteur pouvant aller
jusqu'a 10000 environ par rapport a la spectrophétoe UV-Visible, par exemple. Les
consommations d'échantillon et d'électrolyte sespectivement de quelques nanolitres et de
quelques microlitres, constituant ainsi un avantager un criblage peu consommateur de
matiere.

- dautre part, une réduction significative des pemd’analyse, due a [utilisation
d’électrolytes identiques pour tous les ligandslys#s. En effet, la principale limitation de
I'électrophorese capillaire est de posséder depdetie conditionnement et de ringage tres

supérieurs aux temps d’analyse.

Nous avons également montré que l'affinité de mEmnbs peut étre rapidement évaluée par
analyse des variations de mobilité électrophoreétiqans 2 électrolytes, 'un ne comportant
pas d’europium et I'autre contenant 10 mM de cé¢hiamde. Cette étape ne nécessite que 2 a
15 ng de composeé et environ deux heures d'anaaees de conditionnement du capillaire
comprises. Pour un criblage encore plus rapideéengps consacré au conditionnement du
capillaire pourrait étre réduit par l'utilisatior d¢apillaires greffés de facon permanente ou

encore de modificateurs de flux dits « scorpions ».

Le criblage des ligands nous a permis de séleaiolas plus efficaces dont l'affinité a été
mesurée. Nous avons montré qu'en milieu majoriteerg aqueux, les oxydes de phosphine et
les esters de phosphonate ne complexent que iodsnfient I'europium. De plus, nous avons
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montré que dans les conditions expérimentalesstiinécessaire que le ligand possede des
fonctions présentant une acidité relativement fpaer observer une complexation.

Pour les ligands présentant une affinité pour dpium, une étude plus approfondie a montré
que ces ligands possedent des staechiométries affiuhig®s multiples et variées vis-a-vis de
'europium. Globalement, les ligands présentant d@mection complexante forment des
complexes de stoechiométrie 1 : 1. Dans le casigasds présentant plusieurs fonctions
complexantes, nous avons montré que ceux-ci seemblaionduire a la formation de
complexes successifs de stoechiométrie métal :didanl et 2 :1. Cependant, seul le ligand
bisphosphonate (15) a permis la détermination dedeex constantes. Dans les autres cas, il
semble que les variations de mobilité électroplguét engendrées par I'hypothese d'un
second complexe ne soient pas suffisantes pouriaetéla corrélation. Par conséquent, les
isothermes de complexation ont également été nsgadiselon I'hypothése d’'un complexe
unique et de stoechiométrie 1 : 1.

L’ensemble de ces ligands a été positionné sur éotelle d’affinité pour faciliter la

comparaison (Figure 11.24).

1 COH
SN O a 20
/P\ HO||
PR Ph o PN\ _-COH
g _Ph
/_/ “Ph o
0, 2
\\P HO_| [|_oH
N P NP 21
pr Ph o} HO OH
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P H
/_/7 ph N
Ox
/P\ O\
PN Ph \p<OH
ve, N'® o o0 OH ot 18
Ph\(IDEt Np=0 Ho\IF! P—OH
p=0 HO” I
10 12 14
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VA =0 Ph/ \Ph
pr |
OH OH
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11 13 HO 16 OH (l)H o 15
< < Z R—OH
_ — HO.C 2 17 Z
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Figure 11.24 : Constantes de complexation des ligals étudiés dans ce travail.

L'approche a été comparée a I'étude par titragetrgphotométrique de deux ligands, I'un

présentant peu d'affinité pour I'europium et l'adbrmant un complexe de stoechiométrie 1 :
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1 dans les conditions expérimentales. Les résulfaitsnus ont montré un excellent accord
entre les deux méthodes, ce qui démontre le peteti cette méthode pour les études de

spéciation.

La méthode de spéciation mise au point par CE-IGPédparait donc comme une alternative

aux méthodes classiques pour étudier des systeomé$uh des partenaires est disponible en

faible quantité, ce qui est compatible avec I'étddesystémes dont I'un des protagonistes est
disponible en faible quantité.

De plus, l'utilisation de la détection multi-€léntare par spectrométrie de masse permet
d'envisager d'étendre la méthode a d'autres claksdigand présentant des hétéroatomes

autre que le phosphore, tels que l'iode.
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1. INTRODUCTION

Dans la recherche de polymeres présentant unetigééepour les lanthanides, la stratégie
adoptée a consisté a réaliser une bibliotheque oségpde pres d'une cinquantaine de
polyméres obtenus en synthése paralléle, dans tled'bualuer l'influence des différents
facteurs intervenant dans la synthése d'un polyrfreomomere, agent de réticulation). Ces
différents polyméres ont été synthétisés par leotatbire des Systemes Chimiques
Fonctionnels de Strasbourg. Notre démarche a dénsisdévelopper une méthodologie
adaptée au criblage de cette bibliotheque, notamheretermes de quantités requises et de
sensibilité, permettant de sélectionner les canslites plus prometteurs pour I'extraction
solide/liquide des lanthanides. A l'issue du cgklaces candidats ont alors été caractérisés en
termes d’affinité pour un lanthanide donné, a sakeiropium.

Ainsi, apres avoir rappelé brievement le principd'éxtraction solide/liquide et les différents
composants d'un polymere influencant les propriétéetraction de ce dernier, nous
présenterons le criblage des polymeres en fondeoleur affinité pour I'europium. De par ce
criblage, les polymeres les plus prometteurs sesélgctionnés. Dans une troisiéme partie,
une étude visant a accéder aux capacités d’extradds polyméres sera réalisée pour les plus
affins de l'europium. Dans une quatriéme et deenpértie, la sélectivité EAEUW**/Lu** sera
évaluée pour les polymeéres a base d'un des trai@méres acides retenus lors de I'étape du

criblage en utilisant leetraacrylate pentaérythritol comme agent de réticutatio

2. PRINCIPE DE L 'EXTRACTION SOLIDE /LIQUIDE

Tous les systéemes étudiés en extraction solidédkgune présentent pas le méme
comportement. Les phénoménes d’adsorption peuvemtabordés par leur comportement
isotherme. On distingue deux types d'adsorptiondiftérent selon la nature des interactions
mises en jeu : l'adsorption physique et I'adsomptibimique. L'adsorption physique est un
phénomene réversible impliquant des interactionislela de type Van der Walls entre le
soluté et le solide. Plusieurs couches peuveniaéiserbées a la surface du solide au cours de

ce processus d'adsorption. L'adsorption chimiquanga elle, implique des liaisons fortes
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entre le soluté et le solide. Une seule coucheeaggenéral, adsorbée a la surface du solide au

cours de ce phénomene.

2.1.Formes des isothermes

La relation entre la quantité d'un soluté adsorba surface d'un solide et l'activité de ce
dernier en phase liquide en contact avec le solidene température donnée, est appelée
isotherme d'adsorption. Les isothermes d'adsorptiggrésentent par la quantité de soluté
adsorbé par unité de masse de solide en fonctida cencentration en solution de ce méme

soluté a I'équilibre. lls constituent une aide ddacription des phénoménes d'adsorption.

Les isothermes d'adsorption présentent, en génése,zones, chacune correspondant a un
mode de fixation particulier sur le solide (Figuhél). La premiére zone représente
l'adsorption du soluté jusqu'a formation d'une noowche, la surface et les pores du solide
étant totalement recouvert. La seconde zone camels@ l'adsorption du soluté sur la
monocouche, soit en multicouche. La troisieme ddavec la pénétration du solvant dans

les pores du solide.

ZONE 3

Pénétration du solvant

Qads

ZONE 2

Adsorption multicouche

ZONE 1

.
/Adsorption monocouche

[soluté]q

Figure 111.1 : Allure générale d'une isotherme d'adsorption.

La forme des isothermes suggere le type d'intenactre le soluté et le solide. Gileisal.
[1] ont proposé une classification des isothernedsnsleur forme : l'isotherme de type « C »
(partage constant), l'isotherme de type « L » (bawig et lisotherme de type « S »

(sigmoide). La figure 111.2 décrit les différenigpes d'isotherme.
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Figure 111.2 : Classification des isothermes seloGiles et al. [1] adapté de [2].

- Isotherme de type « C »

Les isothermes de type « C » (figure Ill.2 (a)) ts@mprésentées sous la forme d'une droite
passant par l'origine, caractéristique d'une affimonstante du soluté pour le solide. Le
rapport entre la concentration du soluté adsorbéelié en équilibre en solution, appelé

coefficient de distribution ou de partage, est tamsquelle que soit la concentration initiale

en soluté.

- Isotherme de type « L » et « H »

Ce type d'isotherme est le plus freguemment reméohes isothermes de type « L » (figure

[11.2 (b)) sont concaves ce qui reflete une dimimuitdu rapport entre la concentration du

soluté adsorbé et celle en équilibre en solutiasglee la concentration augmente. Cela
suggere une saturation progressive des sites l#urdsr et a mesure de 'adsorption, et donc
une capacité d’adsorption par le solide limitée.

Les isothermes de type « H » (figure 111.2 (c))soat qu'un cas particulier des isothermes de
type « L » et présentent une pente a l'originefods, ce qui indique une trés forte affinité du

soluté pour le solide.

- Isotherme de type « S »

Les isothermes de type « S » (figure IIl.2 (d)) tsmprésentées par une courbe sigmoide
présentant un point d'inflexion. Ce type d'isothermst le résultat d’au moins deux

mécanismes opposés. Il indique une affinité vagiahol solide pour le soluté et décrit soit une
adsorption coopérative (les molécules adsorbéesrif@mnt 'adsorption ultérieure des

molécules suivantes), soit la présence d'un conguéti défavorable a [linteraction

131




Chapitre 3

soluté/solide (interaction soluté/compétiteur oumpétiteur/solide). A ['épuisement du

compétiteur, I'adsorption du soluté est alors fepéar.
2.2.Modélisation des isothermes

Plusieurs modéles théoriqgues ou empiriques peu@amt utilisés pour caractériser les
propriétés de la reconnaissance et la distribud@msites d'adsorption (hétérogénéité des sites
d'adsorption). Chaque modeéle exprime la relatianeda quantité adsorbée et la quantité en
solution du soluté M a I'équilibre dans un solvanine température donnée et repose sur
différentes hypothéses quant a la distributionsites.

Les deux modeles les plus couramment utilisés Isomtodele de Langmuir et le modele de
Freundlich. lls sont employés uniquement pour kcdption des isothermes de type « L » ou
de type « H ». Le modéle de Langmuir n'est valahle dans le cas d'une adsorption
monocouche. Quant au modéle de Freundlich, il péat appliqué aussi bien dans le cas

d'une adsorption monocouche que dans celui d'us@@itbn multicouche.
2.2.1. Modéle de Langmuir

Le modéle de Langmuir repose sur quatre hypothe¢gde solide présente une capacité
d'adsorption limitée (ii) chaque site est équival@e méme énergie), (iii) chaque site ne
retient qu'une seule molécule de soluté (adsorptionocouche) et (iv) I'occupation d'un site
ne dépend pas de l'occupation des sites voisiraq(ehsite est stériquement indépendant).
Considérant une surface présentant une capacitémalaxd'extractiorg, (en mol.g") avec
une constante d'extraction K (eriMI'isotherme de Langmuir est définie par la iefat

g, K .[solute’iéCI
1+K .[soluté]éq

(Eq. 1)

qads =

Avec gags: Quantité de soluté adsorbé par unité de masselidie (mol.q)

[solutd¢q Concentration du soluté en solution a I'équiligivie
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Un traitement classique des données de l'isotheonsiste a tracer le rapper%— en
solutg,

fonction degags pour donner la droite de Scatchard correspondarmpeartir de I'équation de la
droite, il est possible de déterminer la constafe&traction ainsi que la capacité maximale

d'extraction du solide.

[so?ﬁ:K'qm_K'qads (Eq. 2)
Ainsi, K correspond a I'opposé de la pente geqt obtenue a partir du rapport « ordonnée a
I'origine sur pente ».
Comme cela a été évoquée dans le Chapitre Il (papagr 2.2.2.1), le traitement par
linéarisation doit étre considéré avec précautmnle poids statistigue donné aux différents
points de la droite différe. Il est donc souveréf@rable d’'utiliser des méthodes d’ajustement
des paramétres par régression non linéaire.
Dans certains cas, la linéarisation de I'équatieridotherme ne conduit pas a une droite,
mais a une courbe convexe.
La non-linéarité observée peut traduire I'existate@lusieurs classes de sites d'adsorption. Il
est alors possible de généraliser l'isotherme dgrair par la relation :
& On K .[soluté]éOI
Jes = ,Z; 1+K, .[solutd,,

Avecp : Nombre de classes de sites d'adsorption

(Eq. 3)

Omi : Capacité d’extraction des sites i

K; : Constante d’extraction associée aux sites i.

Cependant, un ajustement parfait de ce modéle ot d@montrer a priori I'existence de
plusieurs classes de sites d'adsorption car tostehdrme concave qui progresse

asymptotiquement vers un maximum peut étre ajystéene équation de Langmuir a p sites.
Pour les solides présentant deux types de sitesafgtion, il est possible de délimiter deux

régions linéaires représentant d'une part, des site reconnaissance de haute affinité et

d'autre part, des sites de reconnaissance de &fifisie (figure 111.3).

133




Chapitre 3

Sites de haute affinité

qads —
—==K,.q, - K;.
[Solutdéq 1 anl 1 Qads

Sites de basse affinité

qads —
=K, . q, — K, . q
[ lut 'leq 2 m, 2 ads

Qags/[SOlUtE]¢q (mol.g™*.L.mol™)

Qads (m0|gl)

Figure 111.3 : Exemple de représentation de Scatcha obtenue pour un solide présentant deux classegd

sites d'adsorption.

Toutefois, la détermination graphique des diffésergarametres (capacité maximale
d'extraction et constante d'extraction associéeBague site) dépend de la délimitation des
différentes régions linéaires. Le modele dit deLdmgmuir peut étre alors utilisé par

convergence des données expérimentales et desedotirepriques déterminées a l'aide de
I'équation suivante :

O, - Ky .[soluté]éOI . O, - K2 .[soluté]éOI

1+K, . [solutd,, 1+K,.[solutd,, (Eq.4)

qads =

Cependant, il semble difficile d'utiliser le modéle bi-Langmuir lors de la comparaison de

polymeres présentant différentes concentratiorsoré.
2.2.2. Modéle de Freundlich

Le modéle de Freundlich est empirique et il repese I'hypothése d'une distribution

continue de I'énergie des sites d'adsorption, preea compte I'’hétérogénéité de ces derniers.
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L'équation de l'isotherme de Freundlich est dorpeida relation :
Oogs = @ [solutd'é“eI (Eq. 5)
Avec gags: Quantité de soluté adsorbé par unité de masselidie (mol.q)
[solutdeq : Concentration du soluté en solution a I'eéqualifivl)

a : Facteur pré-exponentiel

m: Index d'hétérogénéité

Le facteur pré-exponentialrend compte de la capacité ainsi que de I'affiditgpolymeére ¢

= gmx K).

L'index d'hétérogénéitin est compris entre 0 et 1. Plus il est proche delus le systéme
présente des sites d'adsorption homogenes avecdistrébution étroite des constantes

d'affinité. Dans le cas ou la valeur de m tend verkisotherme devient linéaire.

D'aprés I'équation de ce modele, lisotherme ned péeindre un plateau de saturation

contrairement au modele de Langmuir.

L'équation de l'isotherme de Freundlich peut étrédrisée de la fagon suivante:

logq,, =loga+m.log [soluté]éq (Eq. 6)

Le tracé de loggags en fonction de log solutdeq permet de déterminer les differents
paramétres (figure 111.4). Le modele de Freundindst valable qu'a faible concentration en
soluté, zone ou le tracé est linéaire, compte thnfait que l'isotherme de Freundlich ne peut
atteindre un plateau de saturation. Le tracé lggtermet de déceler la région de

concentrations ou le modéle est valable.

135




Chapitre 3

Zone linéaire

Iog Qads

log [soluté]g,

Figure 111.4 : Exemple de linéarisation de l'isotheme de Freundlich.

Les parametres a et m permettent de calculer Idrede sites d'adsorption présentant une

constante d'extraction; KKelon I'équation :
N, = 23.a.m.[1-m?). K™ (Eq. 7)

Il est alors possible de tracer la courbe de dhistion de I'affinité représentant N (K) = f (log

K) (figure IIL.5).

lOg K min loQ K max

N (K) (mol.g™)

\k

log K

Figure 111.5 : Exemple de courbe de distribution des constantes d'association.
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La distribution de l'affinité est déterminée suuteune gamme de constantes d'extraction.
Toutefois, en pratique, la distribution des conttard'extraction est limitée. Les limites de
constantes d'extraction sont données par les nligeconcentrations a I'équilibre du soluté,

utilisées lors de I'établissement de Il'isotherme :

_ 1
Kmin - |SO|Ut ,!éqmax (Eq 8)
-1
e [SOIUtééqmin (Eq 9)

La surface sous la courbe entre les limitesHgget log Knax représente le nombre de sites
dont les constantes d'extraction associées sonprizas entrémin et Knax Ce nombre peut
étre déterminé par l'intégration de la fonctionKY éntre logKmin et logKmax, conduisant a

I'équation suivante :

N =a.(L-m?). (Kor - Kom) (Eq. 10)

Moy (Kmin = Kmax)

La constante d'extractiorK ..« associée au nombre moyen de sites dont les

min ~ Kmax)

constantes d'extraction sont comprises engtig & Knax €st donnée par I'équation :

(M) (K" = K
K AmoV(Kmin_Kmax) _(m_lJ ( Kr;“rr':'l _ Kn_,];l:( j (Eq 11)

Cette équation est obtenue en intégrant entig @€ Knax le produit du nombre de sites &t
de la constante d'extraction; iKKorrespondante, divisé par le nombre de sites ¢t

constantes d'extraction sont comprises engtig & Knax

Si Kmin et Kmax sont identiques pour différents solides, il estsalpossible de comparer leurs

constantes d'association moyentes,, et leurs nombres moyens de sites

= Kmax) ?

d'adsorption,N

Moy (Kmin = Kmax)
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3. INFLUENCE DES DIFFERENTS COMPOSANTS D'UN POLYMERE

Cette partie est consacrée a la présentation &fésedits composants d'un polymére pouvant

avoir une influence sur les propriétés d'extractierce dernier.

3.1.Solvant

Le solvant porogene permet de créer un réseau rpaceoix a l'intérieur du polymére [5 - 7].
Dés lors, la diffusion des molécules cibles estilifae. Sans porogéne, les polymeres sont
denses et solides, les sites de reconnaissandektawifficiles a atteindre [6].

Selon la nature du solvant et de la quantité ergydgés la synthése du polymeére, la taille et
la structure des pores seront différentes [8]. @iig, ces différences ne semblent pas avoir
d'influence significative sur la sélectivité desymeeres. La surface spécifique, le diamétre et
le volume des pores reflétent l'influence du salvhe solvant doit étre capable de solubiliser
le monomere ainsi que la molécule cible. Les patasd@le ce dernier telles que sa constante
diélectrique ou sa capacité a former des liaisoygdrdgenes vont avoir une influence sur
I'existence, le type et la force d'interactiongems monomeres fonctionnels et la molécule
cible. Les solvants possédant une constante digjeetfaible favoriseront les interactions
ioniques ou dipdle/dipdle. La capacité donneur ceepteur de liaison hydrogéne favorisera
les interactions de ce type entre la molécule @ble monomere fonctionnel.

Le solvant doit favoriser les interactions moléctilde - monomeére ainsi que la stabilité du
complexe de pré-polymérisation formé. Lorsque dasdns hydrogenes ou des liaisons
ioniques sont engagees dans le complexe de préngobation, I'utilisation de solvants non
protiques et peu polaires seront préférés pouerlat compétition entre le monomere et le
solvant et donc la déstabilisation du complexe depwlymérisation en cas d'utilisation de
solvant accepteur ou donneur de liaison hydrof@nk0]. L'utilisation d'un solvant accepteur
ou donneur de liaison hydrogéne dans ce cas, ergganid formation d'un polymére moins

sélectif de par la diminution des interactions etdrmolécule cible et le polymere.

Il faut également noter que la reconnaissance dwrolécule cible est plus efficace dans le
solvant de polymérisation. En effet, le méme stmgcimicroscopique est adoptée lors de la
reconnaissance que celle adoptée lors de la sgntHes interactions entre la molécule cible
et les monomeres fonctionnels étant alors represlditlidentique [11, 12]. Le comportement
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du polymere est donc influencé par le solvant parie alors d'effet d'impression du solvant

porogéne [13].
3.2.Agent de réticulation

De nombreux agents de réticulation peuvent étreagdsy notamment le divinylbenzene
(DVB), I'éthylene glycol diméthacrylate (EGDMA) ou encore le
(N,N"-alkylenbis(acrylamide). L'agent de réticudat permet d'assurer la stabilité mécanique
du polymeére imprimé. Il affecte non seulement ladtre tridimensionnelle du polymere
mais aussi la sélectivité de ce dernier. Une siraatigide du polymere est nécessaire pour la
conservation des sites de reconnaissance [14]efsit une certaine flexibilité de I'ensemble
des chaines pour l'accés aux sites de reconnagsagac des cinétiques rapides est également
nécessaire. Pour un polymére hautement réticuledéilité des chaines est amoindrie et
donc les sites de reconnaissance sont moins dolesssiGénéralement, le pourcentage de
'agent de réticulation est supérieur a 80 % (ndak)s le polymeére. La conservation de la
forme et de la taille de la cavité dépend de lanea¢t du taux de I'agent de réticulation [9, 10,
15]. Le choix de I'agent de réticulation sera doncompromis entre la rigidité de la structure
et la flexibilité des chaines.

Kalaet al.ont comparé l'influence de la nature de I'agerneteulation sur la reconnaissance
de I'EF* d'un polymére imprimé [16]. Différentes combinaisanonomére fonctionnel/agent
de réticulation styrene/divinyloenzene, 2-hydroky&néthacrylate/ éthylene glycol
diméthacrylate ou méthylméthacrylate/éthyléne dlgiméthacrylate ont été utilisées pour la
copolymérisation. En termes de sélectivité, la séga suivante est observée
styréne/divinylbenzéne > 2-hydroxyéthylméthacrykstteylene glycol diméthacrylate >
meéthylméthacrylate/éthylene glycol diméthacrylateette séquence est attribuée a la
différence de rigidité des polymeéres, due a la eés de cycles aromatiques dans le
polymere styréne-DVB par rapport aux chaines atiphas présentes dans les deux autres
polymeres. lls montrent ainsi que plus la matrgterigide, plus la sélectivité est élevee.
Garcia et al. ont étudié linfluence du ratio monomeére/agent rdgculation pour des
polyméres imprimés pour la reconnaissance dd* @G¥]. lls ont étudié linfluence de ce
dernier a travers des polyméres synthétisés a rpadiune composition
acrylate/divinylbenzéne/styréne variant entre 1424t 18/85/0, la quantité de Bkt de
solvant étant fixes. La sélectivité¢ des polymeregnaente lorsque le pourcentage de

divinylbenzene augmente, jusqu'a prendre une vde®;5. Cela s'expliquerait par le fait que
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la rigidité du polymere augmente, et donc une eosadion de la forme et de la taille de la
cavité. lls montrent alors que plus la matriceriggtie, plus la sélectivité est élevéee. Ainsi, la
diminution du taux de réticulation conduit a unabdité physique moindre des cavités

formées lors de l'impression.

Par ailleurs, la nature de l'agent de réticulattomditionne la mouillabilité du polymeére
imprimé par les solvants des différents échansllol a été montré que les résines
commerciales polyvinylpyridine-divinyloenzéne extr# les lanthanides, mais avec des
constantes d'extraction faible [18]. Cela provierttbablement du fait de I'nydrophobicité du
divinylbenzene. Garciat al. ont alors remplacé le divynylbenzene par de llétigy glycol
diméthacrylate ou par le (N,N"-alkylénebis(acryide) (1, 2 ou 3) dans le but d'obtenir un
polymére moins hydrophobe pour la préparation dgnp&re imprimé pour la reconnaissance
du G&"* [17].

La proportion d'agent de réticulation présente denmélange de pré polymérisation est
fonction de BonomeréNagent de réticulaior 1/5 (Mol/mol), ce qui signifie que I'agent daadation

est en exces dans le matériau fini pour optimisdreffet de stabilité du polymere. Le
pourcentage massique de l'agent de réticulatioswgstrieur a 80 %. Un polymere imprimé
réticulé aboutit & un matériau rigide. De ce figis, empreintes sont conservées, mais tout en
gardant une flexibilité de I'ensemble des chairmes pacces aux sites de reconnaissance. En
revanche, pour un polymére hautement réticulé|eililité des chaines est amoindrie et

donc les sites de reconnaissance sont moins aglesssi

3.3.Monomere

Les monomeres sont choisis en fonction de leuraitipa interagir avec les groupements
fonctionnels du template [9, 10, 15]. Dans le cas dmpreintes ioniques, les monomeres
utilisés doivent également satisfaire au nombr@ & géométrie de coordination de l'ion
métallique. Le nombre de points d'interaction jomerdle important dans la reconnaissance
ionique [17]. En jouant sur les différentes carasti§ues fonctionnelles des différents
monomeres, il est possible d'améliorer I'affinitéaesélectivité du polymere imprimé pour le

template.
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4. PRESENTATION DES POLYMERES

Quarante-huit polyméres ont été synthétisés pdraleoratoire des Systemes Chimiques
Fonctionnels de Strasbourg, a raison de 500 mguohae tableau Ill.1 rassemble I'ensemble
des polyméres synthétisés.

Les agents de réticulation ont été choisis de facétudier l'influence de la nature des atomes
donneurs O, N et S (agents de réticulation 1, 4 aifisi que le nombre de fonctions
polymérisables (agents de réticulation 1 - 3). in@momeres, quant a eux, ont été choisis de
facon a étudier l'influence de la nature des atodoemeurs (monomeres B a H) ainsi que la

nature de la fonction acide (monomeres B et F a H).
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Tableau Il1.1 : Polyméres synthétisés.

¢ -
0 0
o ° 0 ° Ny o H o o
Jﬁr"“"”ﬁ( /A[r‘d?")v Ar"k"” tﬁ“ﬁ tﬁ”vs\”ﬁ HJLN%“JW
0 o g o g 0 0 |

0 0
< <

« agent de réticulation 1 « agent de réticuta®io « agent de réticulation 3 » « agent de riatiion 4 » « agent de réticulation 5 » « agentéieulation 6 »
« sans monomere Ax 1A 2A 3A 4 A 5A 6 A
)\ 1B 2B 3B 4B 5B 6B
COOH
« monomere B »
NH
F T 1C 2C 3C 4C 5C 6C
« monomere C »
N
A 1D 2D 3D 4D 5D 6D

« monomere D »

NH,
/\W 1E

o) 2E 2E 4 E 5E 6 E
« monomere E »
CF,
COOH 1F 2F 3F 4 F 5F 6F

« monomere F »

| H
N
L!T7<\S°3'" 1G 2G 3G 4G 5G 6G

(0]
« monomere G »

OH
O=g

P~oH
P 1H 2H 3H 4H 5H 6 H

« monomere H »

« agent de réticulation » : 1, éthyléne glycol éinacrylate ; 2tetraacrylate pentaérythritol ; 3, triacrylate pentakriyol ; 4, N, N'-Ethyléne-bisacrylamide ; 5, N-Blis(acryloyl)cystamine et
6, 1,4-di(acryloyl)piperazine.

« sans Monomére A» : aucun monomeére engagé dagatlese du polymeére, « monomeére » : B, acide &ylpFbpénoique ; C, 3-amino-propéne ; D, 2-propérilen; E, 2-propénamide ; F,
acide 2-trifluorométhylpropénoique ; G, acide aamyldo-2-méthyl-2-propane sulfonique et H, acideyfdhosphonique.
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Les différents polyméres synthétisés ont été olst@an polymérisation en masse. La réaction
de polymérisation a été réalisée dans le DMSO & @&hdant 24 heures, par polymérisation
radicalaire initiee thermiquement grace a la présatiazobisisobutyronitrile, et ce a partir
d'un mélange monomere/agent de réticulation 1/4l/fnad) pour les polymeres. Les
polyméres ainsi obtenus ont été lavés successivgmaemne solution d'acide chlorhydrique,
de I'eau ultra pure et du méthanol. Seule la fsaatie granulométrie 100 - 250 um de chaque
polymére, obtenue aprés broyage et tamisage,tiitée pour I'ensemble des études.

5. CRIBLAGE DES POLYMERES

Dans un premier temps, il s'agissait d'évaluefiigd des différents polyméres afin d'en
dégager les plus efficaces et ainsi apprécierldénice des éléments de la matrice
polymérique (agent de réticulation, monomere). tiqeole rapide et peu consommateur de

polymeére a donc été mis au point.

5.1.Procédure expérimentale

Pour le criblage rapide des polyméres, I'extractierd,165 pmol d'Eli (soit 32,9 uM) a été
étudiée. Le sel de chlorure d'europium (E&H,O, Aldrich, 99,99 %) a été dissous dans une
solution d'acide chlorhydrique 0,01 M préparée rimpdiacide chlorhydrique 37 % (Riedel de
Haén). Cette solution a été diluée cinquante faisume solution de chlorure de sodium 0,01
M préparée a partir de chlorure de sodium, 99 500 (Carlo Erba). Le sel de chlorure
d'europium est donc en solution dans une solutiprease de (NaH") CI' 0,01 M, pH 3,8.

La solution de chlorure d'europium ainsi obtenétéadiluée par deux et ce avec du méthanol
(Carlo Erba). Dans un tube en verre, cette solytomL) a été mise en contact avec 20 mg
de polymére. L'utilisation du mélange méthanol/Balb0 (v/v) permet un meilleur contact

entre le polymere et la solution d'europium.

L'extraction a été réalisée sous agitation maguétigpendant 2 heures, durée déterminée
comme suffisante pour atteindre I'équilibre, a@260,2) °C, température maintenue a l'aide
d'un bain thermorégulé. Le mélange a ensuite éi&ifteyé & 6000 tours.mihpendant 10

minutes.
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Un aliquot a été prélevé et dilué dans l'acideiquir 2,5 % (v/v) préparé a partir d'acide
nitrique supra pur, 65 % (Merck). Il a alors ét@lgaé par spectrométrie de masse ICP/MS
(Agilent 7500 ce) piloté par le logiciel Mass Huntdont les parametres de fonctionnement
sont récapitulés dans le Tableau 111.2, et ce esunamt l'intensité du signal a m/z = 153
(signal de™*Eu).

Tableau 1.2 : Conditions optimales de fonctionnenent pour I''CP/MS.

ICP/MS
Puissance du plasma 1550 W
Débit du gaz plasmagene 15,0 L.thin
Débit du gaz auxiliaire 0,9 L.min
Débit du gaz de nébulisation 1,0 L.min
Débit du gaz de make up 0,3 L.iin
Température chambre de nébulisation 2°C
0,3 s pour®La
Temps d'intégration 0,3 s pour>Eu

0,3 s pourLu

L'étalonnage a été réalisé avec des solutions migentration en europium allant de 0 a 0,658
HUM. Ces dernieres ont été obtenues par dilutiofadmlution d'europium de concentration
32,9 uM préparée dans le mélange méthanol/solaipreuse de (NaH") CI' 0,01 M, pH
3,8 50/50 (v/v) dilué par de l'acide nitrique 2,5%v).

Pour chaque polymeére, trois extractions ont éthséss en paralléle. L'analyse par ICP/MS
de chaque surnageant a été réepétée trois foisefiraductibilité de I'extraction a alors été

calculée sur I'ensemble des neuf mesures.
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Le pourcentage d'extraction de I'ion lanthanidedéfini par la relation suivante :

:[Eu3*]i.V —[Eu™]¢ -V

% 3+
[EU™], .V

100 (Eq. 12)

Avec % : Pourcentage d'extraction de l'europium
V : Volume de solution (L)
[EU®*]; : Concentration initiale en europium dans la sotutM)
[Eu**]¢q: Concentration & I'équilibre en europium dansolation (M)

La concentration adsorbée de l'ion lanthanide pdrg calculée a partir de la relation

suivante :

= [Eu”] .V —[Eu™], .V

ads

(Eq. 13)
m

polymeére
Avec gugs Concentration adsorbée de I'ion lanthanide (rifdl.g
Myolymers Masse de polymeére pour I'essai (g)

5.2.Résultats du criblage

Les résultats obtenus pour I'extraction de 0,16®IpdtEL’" sont présentés dans la figure
.6.
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Figure 111.6 : Pourcentage d'extraction de I'europium par les différents polymeéres.
« Agent de réticulation » : 10);2, (m) ; 3 (®) ;4 (=) ; 5, (), et 6, @).

Les polyméres synthétisés a partir des agentstariledion seuls ne conduisent pas a des
pourcentages d'extraction d'europium significgtf$ %), sauf dans le cas du N, N'-éthylene-
bisacrylamide ou I'extraction atteint 30 %. Moins 200 nmol d'Eif.g* de polymére sont
extraites par ces polymeéres dans les conditionérempntales adoptées. A I'exception du N,
N'-éthylene-bisacrylamide seul, I'agent de rétitiala semble avoir peu d’influence sur

I'extraction de faibles concentrations d’europium.

Par contre, on constate un effet attendu de la@aku monomere incorporé. L'incorporation
des monoméres présentant différents groupement®saimonomeéres C a E) dans le
polymére ne permet pas d'améliorer la capacitérd&ion du polymere, par rapport aux
polymeéres synthétisés a partir des agents de lattimu seuls.

En revanche, l'incorporation des monomeres présediffiérentes fonctions acides permet
d'augmenter, de facon significative, la capacigxtdaction du polymeére par rapport aux
polyméres synthétisés a partir d'agents de rétionks a I'exception du monomere B dont les
performances restent tres faibles.

L’efficacité d’extraction semble directement liae@Ka de ces differents monomeres. Le pKa
de la fonction acide des monomeéres B, F et H est4,8e[19], 3,0 [19] et 2,6 [20]

respectivement. Le pKa de la fonction acide du mmegve G est inférieur a 2 [21].

146




Chapitre 3

L'extraction d'E&" par les polyméres des séries F, G et H est treiagi fois plus efficace
gue celle par les polyméres de la série B,. Alnssque le pKa de la fonction acide présente
dans le monomeére diminue, I'extraction de l'eunopiest plus efficace. A pH 3,8, les
fonctions des monomeéres F, G et H sont déprotora@&egui conduit a une extraction plus

efficace dans les conditions expérimentales.

En conclusion, le criblage de I'ensemble des palgmén fonction de leur affinité pour
I'europium a donc été réalisé via I'extractiondmliquide de 0,165 pmol d'europium a un pH
initial de 3,8. 60 mg de chaque polymeére ont etges®aires pour réaliser les mesures en
triplicats.

Les polyméres synthétisés a partir des monoméreesacdissociés dans les conditions
expérimentales (acide 2-trifluorométhylpropénoigaeide acrylamido-2-méthyl-2-propane
sulfonique et acide vinylphosphonique), conduisgnine extraction quasi-quantitative de

I'europium. Ces polymeres ont donc été retenus lpauite de I'étude.

6. ETUDE DE LA CAPACITE D 'EXTRACTION DES POLYMERES

Dans un second temps, il s'agissait d'évaluer dpaatés d'extraction des polyméres pour
apprécier linfluence des éléments de la matricéynpérique (agent de réticulation,

monomere, stoechiométrie monomere/agent de réimuojat
6.1.Procédure expérimentale

Pour établir les différentes courbes de saturatil@s, solutions de concentration initiale en
europium allant jusqu'a 3,5 mM ont été préparées da mélange méthanol/solution aqueuse
de (N&, H") CI' 0,01 M pH 3,8 50/50 (v/v). Le protocole d’extractiutilisé est identique a

celui décrit au paragraphe 4.1. Les modéles derhaitget de Freundlich ont été envisagés.
Les difféerents parameétres relatifs a chaque modeteété déterminés par convergence des
valeurs expérimentales et des valeurs calculéestié ge I'équation de l'isotherme de chaque
modele. L'ajustement a été réalisé par régressioniinéaire a I'aide du logiciel Origin et les

différents parametres obtenus en minimisant la  tionc erreur

02 (02 = Z (qadsexp - qadsmodéle)2 )
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6.2.Reproductibilité des extractions

Lors du criblage des polymeres, le pourcentagetrdetion de I'europium ainsi que la
concentration adsorbée ont été déterminés a plarBrextractions.

Lors de I'établissement des courbes de saturattafiser toutes les expériences en triplicats
nécessiterait une quantité importante de chacupalgmeres. Nous avons donc décidé de ne
réaliser qu’'une seule extraction a chaque foispridition de vérifier la reproductibilité de
I'extraction. Celle-ci a déja été veérifiée quel qgait le polymere utilisé a basse concentration
lors du criblage et montre des variations inféesua 8 %. Pour les concentrations plus
importantes, 3 extractions ont été realisées pdtérents polymeres, et ce pour difféerentes
concentrations initiales en europium. Pour chaquecentration, la concentration adsorbée
ainsi que l'écart-type associé ont été calculés.

Les résultats obtenus sont présentés dans le talblSa

Tableau 111.3 : Quantité adsorbée (qg9 pour chaque concentration initiale en europium.

[EW]i (UM) Chas (LMoOl.g")
1145+12

667
CV=11%
1276+4.2

1422
CV=33%
1409+53

2333
CV=38 %
1458 +54

3299
CV=38%

Les coefficients de variation restent inférieurd &, ce qui implique que la méthode est
reproductible. Par conséquent, I'erreur expérinbersiar la quantité d'europium adsorbée, et
quelle que soit la concentration initiale en eunapise traduira par un écart-type relatif de 4

% associé a chaque valeur de quantité d'europisoriaée.
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6.3.Polymeres blancs

Afin d'établir les différentes isothermes d'adsomt les polymeres de la série A,

correspondants aux matrices polymériques syntrédtis@iqguement a partir de chacun des

agents de réticulation, ont été incubés en présdaddifférentes concentrations initiales en

europium allant jusqu'a 3,5 mM.

La figure 1.7 présente les isothermes d'adsomtibtenues pour les polymeres de cette série.
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Figure 111.7 : Isothermes d'adsorption des polymérs 1 A a 6 A.
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Pour des concentrations en europium en solutionoitaptes [Eﬁf]éq > 2,0 mM et

[Eu3*]éq > 1,5 mM pour les polyméres 1 A a 3 A et 4 A a 6eBpectivement, on observe, une
augmentation importante de la quantité d'europiudsodbé qui ne reflete pas un
accroissement de son affinité pour le solide. Ddwpotheses peuvent expliquer ce
phénomene : (i) la pénétration de la solution dasgpores du solide, (ii) la composition du
bulk ne peut plus étre considérée comme constafdgeaconcentration en europium. Dans
ce cas, la compétition entre Eiet les ions Nadu sel de fond doit &tre prise en compte,

traduisant ainsi un mécanisme d’échange d’ions.

Les isothermes ont donc été considérées pour adecations [Eﬁ]éq comprises entre O et
2,0 mM pour les polyméres 1 A a 3 A et entre 0,6triM pour les polymeres 4 A a 6 A
respectivement. Malgré le faible nombre de poietsaitement mathématique a été réalisé en

appliguant les modéles de Langmuir et de Freundlich

A titre indicatif, le tableau IIl.4 rassemble lesnstantes g et K du modele de Langmuir et

les constantes a et m du modéle de Freundlich.

Tableau 111.4 : Constantes de Langmuir (g, et K) et constantes de Freundlich (a et m) détermées par

régression non linéaire pour chaque polymeére de Isérie A.

Polymére Constantes de Langmuir Constantes de Freundlich
Om (umol.g") K (mM™) a m

1A 40 £ 10 0,6 £0,3 161 06+0,1
2A 7020 05+0,2 29+2 1,1+0,1
3A 20+4 3+1 15+1 0,4+0,1
4 A 50 + 60 0,4+0,8 15+2 1,1+0,2
5A > 6500 < 0,002 13,1+0,1 1,1+£0,1
6 A > 900 <0,02 10,1+0,4 1,0+0,1

Les constantes d'extraction K obtenues par le reod@ Langmuir sont faibles pour
I'ensemble des polymeéres de la série, ce qui deémmdaible affinité de ces polymeres pour
l'europium dans les conditions expérimentales. Dansas des polyméres 5 A et 6 A, le

manque de convergence ainsi que les tres faiblesrgade K, associées a de fortes capacités
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d’adsorption théoriques semblent indiquer un phé&@ramnon-spécifique. Toutefois, cette
conclusion doit étre prise avec précaution.

Comme le suggerent les index d'hétérogénéité nnobtpar le modele de Freundlich, les
polyméres 1 A et 3 A présentent des sites de regssance hétérogenes qui ne peuvent étre
reliés ni a la nature des agents de réticulatioapyr conditions de synthése dans I'état actuel

de nos recherches.

6.4.Comparaison des polyméres fonctionnalisés

Afin d'établir les différentes isothermes d'adsiomtchaque polymere des séries F, G et H a
été mis en contact avec différentes concentratiutiales en europium allant jusqu'a 1,2, 3,5
et 2,0 mM pour les séries F, G et H respectivemeotur s'affranchir des variations de
stcechiométrie et de masse molaires dues aux différonomeéres, toutes les quantités
d'europium adsorbé sur les polymeres seront expane@ pmol par mmol de monomere.
Compte tenu des phénoménes évoqués au paragraplie s isothermes ne seront
considérées dans ce qui suit que dans la zonemdermiwations ou la composition du bulk est

considérée comme constante.

6.4.1. Vérification de la stoechiométrie monomere/agemtéteulation

La stoechiométrie finale monomere/agent de réticulaa été fixée a 0,25 en engageant un
équivalent de monomére pour 4 équivalents d’agentréiculation lors des différentes

synthéses. Les monomeres impliqués dans les stripslymeéres retenues comportant tous
un ou plusieurs hétéroatomes, ces derniers onguegtifies par analyse élémentaire Cette
analyse nous permet non seulement d’apprécieuled@ncorporation des monomeres mais

aussi de comparer les polymeres entre eux.

6.4.1.1.Procédure expérimentale

La stratégie adoptée pour la détermination de @cbkiométrie monomere/agent de

réticulation a fait intervenir la procédure expésimtale décrite dans la figure 111.8.
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Analyse élémentaire

Préparation
des échantillons

Analyse ICP/AES

Minéralisation

Analyse ICP/MS

Monomere F : acide 2-trifluorométhylpropénoique
Monomere G : acide acrylamido-2-méthyl-2-propane sulfonique
Monomeére H : acide vinylphosphonique

Figure 111.8 : Procédure expérimentale de détermingion du taux d'incorporation de monomere dans le

polymere pour les séries F, G et H.

Compte tenu des faibles quantités disponibles pbaique polymere, il a été nécessaire
d’utiliser des échantillons de polymére avec letgjliextraction du lanthanide avait déja été
réalisée. Les échantillons de polymeres ont étésishparmi ceux présentant les plus faibles
quantités de lanthanide adsorbées, n'entrainandgasriation en masse supérieure a 5 %.
Aprés élimination du surnageant par centrifugaio6000 tours.mih pendant 10 minutes
(BioBlock Scientific), le polymeére a été récupére@ 300 pL d'eau ultra pure et transféré
dans un eppendorf, taré au préalable. Le polymété aéché a I'étuve a 50 °C entre 24 et 32
heures. Le polymere a été considéré comme seawkbdEux mesures conseécutives de masse
de I'ensemble ne conduisaient plus a aucune vamiafirois échantillons ont été préparés

pour chaque polymere.

Cette étape de préparation ainsi qu'une étapesseldiion des échantillons de polymeéres des
séries G et H ont été nécessaires avant l'anabrskCP/AES (série G) ou par ICP/MS (série
H). Seule cette étape de préparation des échastitle polymeres de la série F a été réalisée

avant I'analyse élémentaire.

Différents protocoles de minéralisation ont étéégpour les polymeres des séries G et H afin
de déterminer les conditions optimales de miseo&itisn.
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Le premier protocole testé a consisté en l'attaljupolymére soit par un acide soit par l'eau
oxygénée 30 % (m/m, Carlo Erba) a haute tempéraars le cas de l'attaque du polymére
par un acide, l'acide nitrique 68 % Normapur (Ryojal'acide sulfurique 95 - 97 % (Aldrich)
ou encore l'eau régale composéee d'acide chlorhyari®gff % Normapur (Prolabo)/acide
nitrique 68 % Normapur 2/1 (v/v) ont été testéurRe faire, 20 mg de polymere déterminés
par pesée ont été mis en présence de 5 mL d'aciddeo5 mL d'eau oxygénée. La
minéralisation a été réalisée a haute tempéranamtenue a l'aide d'un bain de sable (Roth).
Le réactif de minéralisation, la température aigse la durée de minéralisation ont été

étudiés. Le tableau Il11.5 récapitule les différezgsais conduits avec ce protocole.

Tableau 111.5 : Récapitulatif des différentes condiions de minéralisation testées avec ce protocole.

Réactif Température (°C Durée (heures) Remarque
12
100 o4
Acide nitrique 150 ;i Minéralisation partielle
12
200 4
100 12
24 ) s
12 Adhérence du polymere a la

Eau régale 150 surface des parois du flacon d

1%}

24 minéralisation
200 12

24

12
100 4

1 Adhérence du polymere a la
Acide sulfurique 150 4 surface des parois du flacon d
minéralisation

1%}

12

200 7

100 12
24 . s
12 Adhérence du polymere a la

Eau oxygénée 150 surface des parois du flacon d

24 o PR
minéralisation
12

24

(1%

200

Les différentes conditions de minéralisation test@dravers ce protocole n’ont pas permis la
minéralisation du polymére quels que soient le tigala température et la durée de

minéralisation.
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Le second protocole, quant & lui, a consisté dasetill'énergie micro-ondes pour la
minéralisation. Pour ce faire, 20 mg de polymerm&edninés par pesée, ont été mis en
présence de 6 mL d'un mélange acide nitrique 68d¥nbpur /eau oxygénée 30 % (m/m)
5/1 (v/v). L'ensemble a alors été placé dans umteéa et dans le four micro-ondes
(Multiwave 3000, Anton Paar).

Un programme multi-étapes a été utilisé. Tout dfdpbda puissance micro-onde a été
augmentée progressivement jusqu’a ébullition duangd. La pression dans le réacteur
augmente donc avec la température car le réacstuure systeme fermé et étanche. Le
réacteur a alors atteint une pression maximaleOdbaBs correspondant a des températures
d’environ 200-250 °C selon les échantillons. 25 utes sont nécessaires pour y parvenir. La
pression et la température ont été maintenues peddaminutes. Enfin, I'ensemble a été
refroidi pendant 15 minutes. Ces conditions degioeset de température élevées permettent
de minéraliser le polymere. Le minéralisat a attésrécupéré ainsi que les eaux de ringage
du réacteur. Le volume obtenu a été réduit pouceainer le minéralisat par chauffage a
50 °C pendant 24 heures, la température étant emiata l'aide d'un bain de sable.

Pour chaque série de 8 minéralisations, un réablanc contenant 6 mL d'un mélange acide
nitrique 68 % Normapur /eau oxygenée 30 % (m/m) (&) a éte réalise.

Ce second protocole a donc été adopté pour la atisation des polymeéres des séries G et H.

La teneur en fluor a été déterminée par analysmetitaire du fluor (Service Central
d'Analyse, Solaize) pour chaque polymere de |a& $€ri

Pour les polymeéres des séries G et H, un aliquahdgue minéralisat a été prélevé et dilué
par de l'acide nitrique 2,5 % (v/v). Ces derniems alors été analysés soit par spectrométrie
d'émission atomique ICP/AES (Varian 720-ES) en magu'intensité du signal a la longueur
d'onde d'émission du soufre (181,972 nm), soit g@@ctrométrie de masse ICP/MS en
mesurant l'intensité du signal & m/z = 31 (signei').

Les parametres de fonctionnement de I'lCP/AES smaipitulés dans le Tableau 111.6.
L'étalonnage de la mesure par ICP/AES a été réalieé des étalons de concentration en
soufre allant de 0 & 156 uM. Ces derniers ont léténois par dilution d'une solution standard
mono-élémentaire de concentration en soufre agetifi0000 + 30 mg:t (CPI International)
par de l'acide nitrique 2,5 % (v/v).

Les parametres de fonctionnement de I''CP/MS smrapitulés dans le Tableau II1.2.
L'étalonnage de la mesure a été réalisé avectalemn® de concentration en phosphore allant
de 0 a 3,23 uM. Ces derniers ont été obtenus patiodi d'une solution standard mono
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élémentaire de concentration en phosphore certlid®® + 3 mg.L* (CPI International) par
de l'acide nitrique 2,5 % (V/v).

Tableau 111.6 : Conditions optimales de fonctionnenent pour I''CP/AES.

ICP/AES
Puissance du plasma 1200 W
Débit du gaz plasmagene 15,0 L.thin
Débit du gaz auxiliaire 1,50 L.nin
Débit du gaz de nébulisation 0,75 L.min
Temps d'intégration 5s
Longueur d'onde 181,972 nm

6.4.1.2.Taux d'incorporation du monomere dans lgmeére

Cette étude a consisté a déterminer la stoechi@méionomeére/agent de réticulation
expérimentale, ainsi que le taux d'incorporatiomdhnomere dans le polymeére dans le but de
vérifier la stoechiométrie monomere/agent de rétouh prédite a partir des quantités
engagées lors de la synthése et ce, pour les padgns&lectionnés lors du criblage. Pour
rappel, les polymeres ont été synthétisés a hotirmélange monomere/agent de réticulation
1/4 (mol/mol).

Le nombre de moles de monomere, la stoechiométrinomere/agent de réticulation
déterminée expérimentalement ainsi que le tauxcafporation du monomere dans le
polymeére pour chaque polymére des différentessénat présentés dans les tableaux II1.7 a
[11.9 pour les polyméres des séries F, G et H retspEment.
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Tableau 1.7

d'incorporation du monomére dans le polymére pour baque polymére de la série F.

. Stoechiométries monomeére/agent de t€ulation théorique et expérimentale et taux

mmol de F.g | mmol de F.¢ _ _ _ _ Taux
Agent de . . Steechiométrie Staechiométrig _
. _ de polymere| de polymeére o o d'incorporation
réticulation o » théorique expérimentale
théorique expérimental (%)
1 3,21 1,45+ 0,04 1/4,0 1/9,7 (£ 0,3) 45+ 2
2 191 1,28 +0,19 1/4,1 1/6,4 (x 1,1) 67 £ 10
3 2,25 1,96 £ 0,04 1/4,0 1/4,7 (= 0,1) 87x2
4 3,67 3,08 £ 0,04 1/4,0 1/5,0 (£ 0,1) 84+1
5 2,51 2,07 +£0,17 1/4,6 1/5,7 (£ 0,5) 827
6 3,27 2,54 +£0,04 1/4,0 1/5,4 (= 0,1) 781
Tableau 111.8 : Stcechiométries monomeére/agent de tiéulation théorique et expérimentale et taux

d'incorporation du monomere dans le polymere pour bague polymeére de la série G.

mmol de S.§ | mmol de S.g o o Taux
Agent de Staechiométrie Staechiométrig .
. . de polymere | de polymere o o d'incorporation
réticulation o . théorique expérimentale
théorique expérimental (%)

1 1,00 0,95 + 0,03 1/4,0 1/4,3 (= 0,1) 96 + 3

2 0,61 0,59 + 0,02 1/4,1 1/4,3 (= 0,1) 97 +3

3 0,71 0,70 £ 0,02 1/4,0 1/4,1 (£ 0,1) 9=+1

4 1,13 1,03 £ 0,06 1/4,0 1/4,5 (£ 0,2) 915

5 7,99* 7,12 £ 0,09 1/4,5 1/4,1 (x 0,2 100+ 0

6 1,01 0,99 + 0,03 1/4,0 1/4,1 (x 0,1) 98+3

(*) : Cette valeur tient compte de la contributim 'agent de réticulation
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Tableau I11.9 : Stcechiométries monomeére/agent de tieulation théorique et expérimentale et taux

d'incorporation du monomére dans le polymére pour baque polymere de la série H.

mmol de P.g | mmol de P.g _ _ _ _ Taux
Agent de . . Steechiométrie Staechiométrig _
. _ de polymere| de polymeére o o d'incorporation
reticulation . _ theorique expérimentale
théorique expérimental (%)

1 1,14 0,45+ 0,01 1/3,9 1/10,5 (£ 0,2) 40+1

2 0,75 0,43+0,01 1/3,5 1/6,3 (= 0,2) 58 +2

3 0,75 0,73 +£0,05 1/4,1 1/4,3 (= 0,3) 97 +6

4 1,27 0,90 + 0,04 1/4,1 1/6,0 (£ 0,2) 71+3

5 0,88 0,31 +£0,03 1/4,4 1/13,7 (x1,6) 35%4

6 1,14 1,20 £ 0,02 1/3,9 1/3,7(x0,1) 105%2

On constate que la structure du polymere est détéenpar I'affinité comparée de I'agent de
réticulation pour le monomere ou pour lui-méme Idesla polymérisation. Les résultats
montrent que l'incorporation de l'acide acrylamidpéthyl-2-propane sulfonique dans les
polyméres (série G) est totale et indépendantedatiure de I'agent de réticulation, ce qui
semble montrer une affinité similaire de I'agentrééculation pour le monomere ou pour lui-
méme, contrairement au cas des acides 2-trifluditoyipropénoique et vinylphosphonique.
Pour ces derniers, on constate un plus faible ddogorporation, notamment en présence des
agents de réticulation 1 et 2, atteignant mémes dartains cas, des incorporations inférieures
a 50 %.

6.4.1.3.Reproductibilité des syntheses

Cette étude a consisté a déterminer la stoechi@méionomeére/agent de réticulation
expérimentale, ainsi que le taux d'incorporatiomdinomere dans le polymere dans le but de
vérifier la reproductibilité de synthése. Cettedéta été réalisée sur trois lots de polymere 2

G et trois lots de polymeére 2 H.

Le nombre de moles de monomere, la stoechiométrisomere/agent de réticulation
déterminée expérimentalement ainsi que le tauxcafporation du monomere dans le
polymére pour chaque lot de polymere 2 G et chémjude polymere 2 H sont présentés dans

les tableaux 111.10 et I1l.11 pour les polymére& 2t 2 H respectivement.
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Tableau 111.10 : Stoechiométries monomeére/agent deéticulation théorique et expérimentale et taux

d'incorporation du monomére dans le polymére pour baque polymére 2 G.

mmol de S.§ | mmol de S.g _ _ _ _ Taux
. . . Stoechiométriel Staechiométrig _
Polymere | de polymere| de polymeére o o d'incorporation
o » théorique expérimentale
théorique expérimental (%)
2G-1 0,59 + 0,02 1/4,3 (£ 0,1 97+3
2G-2 0,61 0,62 £ 0,02 1/4,1 1/4,1 (£ 0,1 101 +4
2G-3 0,60 £ 0,01 1/4,2 (£ 0,2) 99 +2
_ 0,60 + 0,02
Moyenne des trois lots / / 98 +4
CVv=4%

Tableau I111.11 : Stoechiométries monomeére/agent deéticulation théorique et expérimentale et taux

d'incorporation du monomere dans le polymere pour baque polymeére 2 H.

mmol de P.g | mmol de P.g _ _ _ _ Taux
. Stcechiométrie Stoechiométrie .
Polymére | de polymere| de polymere o o d'incorporation
o . théorique expérimentale
théorique expérimental (%)
2H-1 0,43+0,01 1/6,3 (= 0,2 58 +2
2H-2 0,75 0,62 + 0,02 1/3,5 1/4,4 (£ 0,2 83+3
2H-3 0,40 £ 0,02 1/6,8 (= 0,2) 532
_ 0,49 +0,10
Moyenne des trois lots / / 66 £ 14
CV=20%

La synthese des polyméres impliquant l'acide acrigla-2-méthyl-2-propane sulfonique

semble tout a fait contrélée compte tenu de la baeproductibilité du nombre de mmol de

S.g' de polymére déterminé expérimentalement d'unehgeta l'autre, comme le montrent

les résultats obtenus pour trois lots de polymége 2

En revanche, la synthese des polymeres impliglaitié vinylphosphonique semble souffrir

d’'un manque de reproductibilité comme le suggermokfficient de variation (prés de 20 %)

associé au nombre de mmol dePdg polymére déterminé expérimentalement pour lotss

de polymére 2 H. Il semble donc indispensable deroéner pour chaque lot la composition

en monomere.
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6.4.2. Influence de la stoechiométrie

Pour évaluer l'influence de la staechiométrie momefagent de réticulation, trois lots de
polyméres H ont été synthétisés.

La staechiométrie monomere/agent de réticulatioardéhée expérimentalement ainsi que le
taux d'incorporation du monomére dans le polyméree pour chaque lot de polymére, est
présentée dans le tableau I11.11.

Les différentes isothermes obtenues sont présemtamss la figure 111.9 ; les quantités

d'europium adsorbé sur les polymeres sont exprimégsnol par mmol de monomere.
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Figure 111.9 : Isothermes d'adsorption des polymérs 2 H-1 ¢),2H-2 @¢)et2 H - 3 @).

Les isothermes des polyméres 2 H - 1 et 2 H - Stintraitées par le modele de Langmuir.
Le tableau I11.12 rassemble les constantgettK du modéle de Langmuir.

Tableau 111.12 : Constantes de Langmuir (g, et K) déterminées par régression non linéaire poutes
polyméres2H-1et2H - 3.

. Constantes de Langmuir
Polymere X I
Om (LmMol.mmal) K (mM™)
2H-1 330 +20 30+12
2H-3 325+13 510+ 170
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Les capacités maximales d'extraction, obtenues dardraitement des isothermes par le
modéle de Langmuir, sont de 330 et de 325 pmol.Mmelmonomeére pour les polyméres 2
H-1et2H - 3respectivement.

Par contre, les constantes d’extraction differemgément. Ceci peut étre expliqué par le
défaut de points dans la partie ascendante deudbe&oconduisant a des valeurs entachées
d’'une erreur importante. Néanmoins, il est intéaatsle constater que ces deux polymeres
semblent se comporter de fagon identique, comnmeoletre la modélisation unique réalisée
sur la figure 111.9 (g,= 325 + 16 pmol.mmai de monomére, K = 110 + 47 miy

Compte tenu du faible nombre de points de l'isotieedu polymere 2 H - 2, il n'a pas été
envisageable d'appliquer un modele, quel gqu'il Jamttefois, I'existence d'un plateau semble
se dessiner autour de 400 pmol.mMmde monomeére, valeur légérement supérieure a celles
trouvées pour les autres polyméres. Ce polyméreblsemionc présenter une capacité
maximale d'extraction supérieure a celles obtepoes les deux autres polymeres. Il semble
donc qu’outre I'augmentation d’'unités complexant8scorporation de monomere en plus
grande quantité influence I'extraction. On pourmitvisager I'hypothése gu’une plus forte
réticulation, favorable a la meilleure tenue duypwre, est défavorable a I'extraction. A ce

stade, il n’est cependant pas possible de conclure.

6.4.3. Influence de I'agent de réticulation

6.4.3.1.Polyméres a base d'acide 2-trifluorométtoggnoique

Les différentes isothermes obtenues pour les pasrde la série F sont présentées dans la

figure 111.10 ainsi que les modélisations associées
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Figure I11.10 : Isothermes des polyméres 1 F a 6 FPoints expérimentaux ¢) et modéle de

Langmuir (—).

Le tableau I11.13 rassemble les constantgetcK du modéle de Langmuir pour chacun de ces

polymeéres
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Tableau 111.13 : Constantes de Langmuir (g, et K) déterminés par régression non linéaire pouchaque

polymeére de la série F.

Polymere Constantes de Langmuir Staechiométrie monomere/agent

gm (umol.mmor) K (mM™) de réticulation
1F 48 + 3 16 +3 1/9,7 (£ 0,3)
2F 94 +6 26 +8 1/6,4 ( 1,1)
3F 706 36 + 17 1/4,7 (+ 0,1)
4 F 106 + 8 8+2 1/5,0 (£ 0,1)
5F 90 +9 7+2 1/5,7 (+ 0,5)
6F 90+9 9+3 1/5,4 (+ 0,1)

Comme nous l'avons vu précédemment, la capaciratdon du polymere semble influencée
par la stcechiométrie monomere/agent de réticuladiorpolymeére (taux d'incorporation du
monomere dans le polymere).

Les polymeres 2 F a 6 F présentent des capaciésattion maximales nettement supérieures
a celle obtenue pour le polymére 1 F (48 umol.nfpopolymeére qui présente un taux
d’incorporation de monomere tres inférieur aux eaipolymeres. Toutefois, I'hypothése d’'une
réticulation diminuant la capacité d’extraction $denremise en cause. En effet, les agents de
réticulation inclus dans les polymeéres 2 F et 3résg@ntent respectivement 4 et 3 fonctions
polymérisables. Cependant, la capacité d’extracimsemble pas différer de celles des autres

polyméres, a I'exception du polymeére 1 F.

6.4.3.2.Polyméres a base d'acide acrylamido-2-n&tpropane sulfonique
La figure 111.11 présente les différentes isothesrobtenues pour les polyméres de la série G.
Le modéle de Langmuir a été appliqué pour le madet de chaque isotherme, et ce, malgré

un nombre de points limité dans la partie ascermddes isothermes des polymeéres 2 G, 3 G
et5G.

162




Oags (Mmol.mmol™) Oags (WMol.mmol™)

Qags (HMol.mmol ™)

Chapitre 3

350

300

(16)

Heo—i

w0l — 1

200 {/
150
100 «

50 1

0,0

400

0.5 1,0 15

[Eu®]eq (MM)

350 |
R
/ot

250
200 |
150 -
100 1

50 |

BG)

0,0

250

0,5 1,0 15
[Eu®Teq (MM)

200

(5G)

150 ff !

100 4

50 1

0,0

Figure 111.11

0.5 1,0 15

[Eu®]eq (MM)

Isothermes des polyméres 1 G a 6 GPoints expérimentaux ¢) et modéle de

Langmuir (—).

Uadgs (LMol.mmol™) Oads (HMol.mmol™)

Gags (Mmol.mmol™)

450

400 ~
350 ~

300 1

250 4
200 -
150
100 -

50 -

(26G)

0,0

450

0,5 1,0
[Eu®]eq (MM)

15

400 ~
350 ~
300 ~

250 1 /1

200/
150 §
100 1

50 1*

(4G)

0,0

0,5 1,0
[Eu®]eq (MM)

15

200
180
160
140
120
100 §/
80 - ‘;“
60
40
.

20 4

(6G)

0,0

0,5 1,0
[Eu®']eq (MM)

15

Les isothermes sont de type H selon la classifinatie Giles [1], décrivant ainsi une forte

affinité de ces polymeéres pour I'europium danstegitions expérimentales. Compte tenu de

cette forte affinité (> 100 mN), il n'est pas possible de conclure quant auxwalee la

constante d'extraction de chaque polymere.
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Les capacités maximales d'extraction obtenues lpomodéle de Langmuir sont récapitulées

dans le tableau I111.14.

Tableau 111.14 : Capacités maximales d'extraction éterminées par régression non linéaire a partir du

modéele de Langmuir pour chaque polymere de la sérié.

Polymere Constantes de Langmuir Stoechiométrie
gm (umol.mmom) | K (mM™) | monomére/agent de réticulation
1G 270 £ 50 >200 1/4,3 (+ 0,1)
2G 310 + 20 >200 1/4,3 (£ 0,1)
3G 310 + 10 >200 1/4,1 (£ 0,1)
4G 290 + 40 >100 1/4,5 (0,2)
5G 170+ 5 >200 1/4,1 (£ 0,2)
6 G 140 + 10 >100 1/4,1 (+ 0,1)

L'ensemble des polymeéres de cette série présemeanstoechiométries similaires, il est donc
possible de les comparer directement.

Pour les polymeres 1 G a 4 G, les capacités detdrasont similaires et de I'ordre de 300
pmol.mmol* de monomére. Ceci semble indiquer une saturat@mnsites si on admet la
formation de complexes de staechiométrie 1 : 3 Emonomeére.

Pour les polyméres 5 G et 6 G, les capacités @detitm sont deux fois plus faibles, ce qui
semblerait indiquer une influence négative des @gele réticulation engagés dans ces

polymeéres.
6.4.3.3.Polyméres a base d'acide vinylphosphonique

Les isothermes des polymeres de la série H sosepi@es dans la figure I11.12.
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Figure 111.12

Langmuir (—).

Isothermes des polyméres 1 H a 6 H.Points expérimentaux ¢) et modéle de

Les constantes de Langmuig(gt K) sont récapitulées dans le tableau I11.15.
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Tableau III.15 : Constantes de Langmuir (g, et K) déterminées par régression non linéaire pouchaque

polymére de la série H.

Polymére Constantes de Langmuir Stoechiométrie
Om (umol.mmor) K (mM™) monomeére/agent de réticulatign
1H 250 + 201 70 + 34 1/10,5 (+ 0,2)
2H 330 + 20 30+12 1/6,3 (£ 0,2)
3H 420 + 30 16 + 4 1/4,3 (+ 0,3)
4H 420 + 20 12 +3 1/6,0 (£ 0,2)
5H 365 + 40 6+3 1/13,7 (£ 1,6)
6 H 260 + 20 20+ 4 1/3,7 (£ 0,1)

Les polymeres 1 H et 6 H présentent une capaaidrdttion maximale comprise entre 260
et 400 pmol.mmé! de monomére respectivement. Ici encore, ceci sermliquer une
saturation des sites si on admet la formation depbtexes de stoechiométrie 1 : 3

EU’ : monomere.

Les différences observées dans chaque série pentrraiexpliquer par une réticulation
différente selon I' « agent de réticulation » séli

Outre la staechiométrie, le degré de réticulationégmlement influencé par la nature de
I'agent réticulant lui-méme (nombre de fonctionscidantes, flexibilité des chaines, ...). Le
degré de réticulation a une influence directe aurididité du polymere. Celle-ci doit étre
relativement importante pour assurer une bonneligtamécanique du polymére. Cependant
un compromis entre rigidité et flexibilité doit éttrouvé afin d’assurer un maintien des sites
de reconnaissance en position adéquate. Enfineritage réticulation a également une
influence sur la morphologie du polymere (taillesdpores en particulier qu’il serait
intéressant d’étudier par méthode BET d’adsorpdiezote par exemple).

Compte-tenu de ces multiples parametres, il n‘astgossible de dégager des conclusions sur

ces polymeres a ce stade de I'étude.
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6.4.4. Influence du monomere

Afin d'évaluer l'influence de la nature du monoméaecomparaison des polymeres 3 F, 3 G
et 3 H a été envisagée dans la mesure ou leur istoeithie monomere/agent de réticulation
est analogue (environ 1/4).

Les constantes de Langmuir(gt K) sont récapitulées dans le tableau I11.16.

Tableau 111.16 : Constantes de Langmuir (g, et K) déterminées par régression non linéaire poutes
polymeres 3 F, 3 G et 3 H.

Polymeére & (nmol.mmor) K (mM™)

3F 70+6 36 +17
3G 310+ 10 > 200
3H 420 + 30 16+4

Ce tableau montre linfluence du monomere sur lpacd#é d'extraction maximale du
polymere. Celle-ci ne semble pas directement liépka des fonctions acides des différents
monomeres. En effet, les pKa de ces différentestifmms sont de 3,0, inférieur a 2 et 2,6 pour
les monomeres F, G et H respectivement.

L'utilisation du monomere acide 2-trifluorométhylpenoique conduit & une capacité
d'extraction maximale d'environ 20 % de la capatitéorique, si l'on considére une
stoechiométrie 1 : 3 BlL : monomére. En revanche, l'utilisation du monomacide
acrylamido-2-méthyl-2-propane sulfonique permetttefladre une capacité maximale
d'extraction d'environ 90 % de la capacité théaidua capacité d'extraction maximale du
polymére synthétisé a partir de l'acide vinylphaspue représente 100 % de sa capacité
théorique, en considérant également une stcechiemét EG™ : monomére.

La capacité maximale du polymere est donc limit#elg choix du monomere.

En conclusion, la capacité d'extraction est fomctim choix du monomeére fonctionnel, de
I'agent de réticulation ainsi que de la stcechiométonomere/agent de réticulation.

Les performances des polymeres a base d'acidéuditoiméthylpropénoique, en termes de
capacité d'extraction, restent faibles par rappax polyméres a base d'acide acrylamido-2-
méthyl-2-propane sulfonique ou d'acide vinylphosptoe.
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S'il fallait faire un choix entre les deux mononwré serait préférable de s'orienter vers
I'acide acrylamido-2-méthyl-2-propane sulfoniquenpte tenu de la bonne reproductibilité de
synthese des polyméres a base de ce dernier, icemieat a la synthese des polyméres a base

d'acide vinylphosphonique.

7. ETUDE DE LA SELECTIVITE

7.1.Procédure expérimentale

Cette étude s'est déroulée en deux parties :deidn individuelle du LY, de I'EG" et du

Lu* et I'extraction de ces derniers en mélange 1/1/1.

Des sels de chlorure de lanthane (lalH,0, Aldrich, 99,9 %), d'europium (Eu$bH,0O,
Aldrich, 99,99 %) et de lutécium (Lug£bH,O, Aldrich, 99,99 %) ont été utilisés pour cette
étude.

Pour I'extraction individuelle des différents laamides, chaque sel de lanthanide a été dissous
dans une solution aqueuse de (Nd") CI 0,01 M, pH 3,8. Les différentes solutions ainsi
obtenues ont été diluées par deux avec du méthanol.

Pour l'extraction des trois lanthanides en mélalidél, les trois sels de lanthanide ont été
dissous dans une solution aqueuse dé&,(N9 CI' 0,01 M, pH 3,8. La solution a également
été diluée par deux avec du méthanol.

La procédure expérimentale est identique a celitetd&ans le paragraphe 4.1.

L'analyse ICP/MS du surnageant dilué permet derm@ter la concentration en lanthanide a
I'équilibre en solution. Il est alors possible ddgedminer la sélectivité du polymére pour un
lanthanide donné vis-a-vis des autres lanthanikteg.

La sélectivité est liée a la reconnaissance pnéfietle d’'un ion lanthanide Linpar rapport a
un autre ion lanthanide, kret est donnée par le rapport des coefficientsisteliition des

deux ions considérés.
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Dans des conditions expérimentales données, I&aenf de sélectivité est défini par :

DLn1
aLnl/an = D (Eq 14)
Ln,

Avec a\, ., : Coefficient de sélectivite
D, : Coefficient de distribution de I'ion lanthanite, (L.kgh

D,,, : Coefficient de distribution de I'ion lanthanite, (L.kgh

Le coefficient de distributio®, mesuré a I'équilibre, caractérise le partageiae lanthanide
entre la phase liquide et la phase solide et disti ghéar :

— qads
DLn B [Ln]éq

(Eqg. 15)

Avec Gys: Quantité de lanthanide adsorbé par unité deerdessolide (mol.k)

[M]eq: Concentration du lanthanide en solution a I'éopa (M)

7.2.Résultats

Cette étude a été réalisée pour les polyméreseadiaside 2-trifluorométhylpropénoique ou
d'acide acrylamido-2-méthyl-2-propane sulfoniqueletetraacrylate pentaérythritol comme
agent de réticulation, la stcechiométrie monomeesaftade réticulation étant de 1/6,4 (x 0,2)

et 1/4,1(x 0,1) respectivement.
Les coefficients de distribution des trois lantligsi obtenus pour I'extraction individuelle de

chacun et pour différentes concentrations initieledanthanides sont présentés dans la figure
[11.13.
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Figure 111.13 : Coefficient de distribution du La*", de I'Eu** et du Lu®*" pour les polyméres 2 F -2 et2 G - 2
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D’aprés les résultats de la figure 111.13, le chldas sélectivités montre une sélectivité pour
'europium qui, si elle existe, est trés faiblemenarquée dans le cas du polymére 2 F

a =13+0,1 eta = 1,2 £ 0,2) et inexistante dans le cas du polgn®G

Eu® /La%*

=1,0+0,1).

Eu®* /Lu®*

a =1,0+£0,1 ety

Eus /Lu®* Eu’ /La%
Afin de vérifier ces valeurs, les coefficients distbution des trois lanthanides et les
coefficients de sélectivité obtenus pour les cample/Lu®" et EG*/Lu®" ont été calculés a
partir de l'extraction de la solution contenant tiess lanthanides et sont présentés dans le
tableau 111.17. Il faut cependant noter que lesyp@res utilisés font partie d’'un nouveau lot
et ne présentent pas les mémes stoechiométries reoxlagent de réticulation que

précédemment.

Tableau II1.17 : Coefficient de distribution (D) et coefficient de sélectivité ) pour les polyméres 2 F
et2G.

Conditions : Solution d'extraction contenant unacemtration initiale en lanthanide [t = 446 uM pour le
polymére 2 F et [LH]iy = 1633 uM pour le polymére 2 G en solution dansmélange méthanol/solution
aqueuse de (NaH") CI' 0,01 M, pH 3,8 50/50.

| b@a® [ Db ES | D Lu*)
Polymere L L n | Tew e | T
(L.kg®) | (L.kg™) | (L.kg™)
2F-2 140+7| 190+15117+3| 1,6+0,14 1,3+0,1
2G-2 298 £ 6 237+ 132+3 1,8x0,1 0,79@30

Les résultats montrent que les polymeres a basede'acrylamido-2-méthyl-2-propane
sulfonique ou d'acide 2-trifluorométhylpropénoige¢ de tetraacrylate pentaérythritol
présentent une faible sélectivité en faveur de’T'Eu

La sélectivité observée de ces polyméres pourrataénéliorée par effet d'empreinte, c'est-a-
dire réaliser la synthese de ces polymeres en mmésé'europium pour induire une
préorganisation des monomeres autour de ce decoieduisant ainsi a la synthése de

polymeéres possédant des cavités spécifiques poectmnaissance de I'europium.
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8. CONCLUSION

Nous avons mis au point un protocole permettamrildage des polymeres en fonction de
leur affinité pour I'europium par extraction sofidguide a un pH initial de 3,8 de 0,165 pumol
d'europium. Ce criblage, réalisé en triplicat, eassite que 60 mg de polymére. Dans ces
conditions, les polymeres synthétisés a partir m@momeres acides, dissociés dans les
conditions expérimentales (acide 2-trifluorométhgfenoique, acide acrylamido-2-méthyl-
2-propane sulfonique et acide vinylphosphoniquendaisent a une extraction quasi-
quantitative de l'europium. L'ensemble de ces péhgs a donc été retenu pour la suite de

I'étude.

Pour ces polymeéres présentant une bonne affinit¢ Peuropium, une étude visant a

déterminer la stoechiométrie monomeére/agent deufétion a été réalisée. Nous avons
montré que l'incorporation de l'acide acrylamidm@thyl-2-propane sulfonique dans les
polyméres est totale, ce qui n'est pas le casadald' 2-trifluorométhylpropénoique et de

I'acide vinylphosphonique, atteignant méme 30 %sd&ntains cas.

Par ailleurs, la synthése des polymeres a baseda'axcrylamido-2-méthyl-2-propane

sulfonique semble contrélée du fait de la bonneadyctibilité du taux d'incorporation de ce

monomere dans le polymere, contrairement a la égettdes polymeres a base d'acide

vinylphosphonique.

Pour ces mémes polymeres, les propriétés de reissanae ont été évaluées. Nous avons
montré que, globalement, la capacité des polymeékgsend du choix du monomeére
fonctionnel, de la nature de I'agent de réticutagb de la stoechiométrie monomere/agent de

réticulation.

Une étude de sélectivité sur des mélanges conténlkamthanides (L4, Eu**, Lu** 1/1/1) a

été réalisée par compétition, et ce pour les pagmea base dacide 2-
trifluorométhylpropénoique ou d'acide acrylamidm@thyl-2-propane sulfonique et de
tetraacrylate pentaérythritol comme agent de réticumatiblous avons montré que ces
polyméres présentent une faible sélectivité enuiade I'europium. La synthése de polymere
imprimé pour la reconnaissance de l'europium pduétie envisagée pour améliorer la

sélectivité observée par effet d'empreinte.
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Le but de ce travail était d'étudier le criblagpida et peu consommateur de bibliotheques

générées par synthese paralléle pour appréhendamialexation lanthanide/ligand.

Dans une premiére partie, nous nous sommes inégréssine bibliotheque composée d'une
trentaine de ligands phosphorylés et synthétisesep@ervice de Chimie Bioorganique et de
Marquage du CEA de Saclay et par le LaboratoireSjestémes Chimiques Fonctionnels de
Strasbourg, a raison de quelgues milligrammes chacu

Notre démarche a donc consisté a développer unkodwbgie alternative aux méthodes
reconnues dans ce domaine (spectrophotométrie Wb potentiométrie ou encore
fluorescence) et mieux adaptée au criblage en tedaesensibilité et de quantités requises,
pour sélectionner les ligands les plus affins. Nausns donc étudié les possibilités de
I'électrophorése capillaire couplée a la spectramée masse ICP/MS pour évaluer l'affinité
des ligands pour I'europium et déterminer les @mes de complexation si possible.

Nous avons pu montrer qu'il est possible d'évalladfinité des ligands par I'étude des
variations de mobilité électrophorétique des ligameh présence ou non d'europium dans
I'électrolyte. Cette évaluation de l'affinité dligend nécessite environ deux heures d'analyse,
étapes de conditionnement comprises. Toutefoisr paucriblage encore plus rapide, ce
temps d'analyse et plus particulierement le tengpsacré au conditionnement du capillaire
pourrait étre réduit par l'utilisation de capilksr greffés de maniere permanente ou de

greffons de type « scorpions ». Ce criblage nessdigeque 2 a 15 nanogrammes de ligand.

Nous avons montré qu'en milieu majoritairement agudées oxydes de phosphines et les
esters de phosphonate ne complexent pas ou ttdsnfi@nt I'europium. Pour les ligands
présentant une affinité pour I'europium, nous av@adisé une étude plus approfondie pour
caractériser les équilibres et déterminer les emtss de complexation. Les ligands
présentant une fonction acide phosphonique forrdestcomplexes de stcechiométrie 1 : 1.
Pour les ligands présentant plusieurs fonctionsptexantes, nous avons montré que ces
derniers semblent former des complexes successifymge ML et ML en présence d’un
exces de métal. Toutefois, seul le cas du ligaptasiphonate a pu étre décrit sans ambiguité
grace a la formation de ces deux espéces. Poauless ligands, nous ne pouvons pas exclure
I'existence d'une seconde espéce de tyge M

Afin de valider les résultats obtenus par cetteregpe, I'étude spectrophotométrique de deux

ligands a été réalisée. Notre choix s'est porta&isdigand ne présentant pas ou peu d'affinité
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pour l'europium et un autre formant un complexstdechiométrie 1 : 1. Les résultats obtenus
ont ainsi montré un excellent accord entre les aeéthodes.

La méthode mise au point apparait donc comme urtboge alternative aux meéthodes
classiques pour I'étude de systémes dont l'un ddemraires n'est disponible qu'en faible
quantité. Il faut également souligner que cettenmd peut étre étendue a d'autres classes de
ligands portant des hétéroatomes (composés iod@spaseés du bore...), et ce grace au
caractére multi-élémentaire de la détection parctspmétrie de masse a ionisation par

plasma.

Dans une seconde partie, nous nous sommes iner@dsimploi de polymeres en tant que
supports pour l'extraction solide/liquide des lanmides. Une bibliotheque composée d'une
cinquantaine de polymeéres a été synthétisée pamberatoire des Systémes Chimiques
Fonctionnels de Strasbourg, a raison de 500 nalignes chacun. Le but de I'étude était
d'évaluer l'influence des différents composants galymere.

Des test d'extraction solide/liquide de 0,165 pdieturopium a un pH initial de 3,8 nous ont
permis de classer les polymeéres en fonction ded#imité pour I'europium. Cette sélection
ne nécessite que 60 mg de polymere. Les polymémhetisés a partir des monomeres
acides dissociés dans les conditions expérimeni@eisie 2-trifluorométhylpropénoique,
acide acrylamido-2-méthyl-2-propane sulfonique @tle vinylphosphonique), conduisent a

une extraction quasi-totale de I'europium.

Pour ces polyméres, la staechiométrie expérimemtalieomere/agent de réticulation a été
déterminée et comparée a la stcechiométrie monamgerd/ de réticulation déterminée a
partir des équivalents engagés dans la synthegmuwat apprécier la reproductibilité de

synthése. Nous avons pu montrer que l'incorporatienl'acide acrylamido-2-méthyl-2-

propane sulfonique dans le polymere est totale. @erenu de la bonne reproductibilité du
taux d'incorporation de ce dernier d'une syntheskauire, la synthese des polymeres
impliquant cet acide semble contrélée. En revanighégux d'incorporation des deux autres
acides est inférieur, ce qui semble montrer undlene¢ réactivité des agents de réticulation
sur eux-mémes qu’avec ces deux monomeres.

Pour ces mémes polymeres, les propriétés de ressanae ont été évaluées. L'affinité ainsi

qgue la capacité des différents polyméres ont ésduées par le traitement des isothermes
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d'adsorption des polymeres. La capacité des pobsgnest fonction de la stcechiométrie
monomere/agent de réticulation, du choix du monemi&nctionnel et de l'agent de
réticulation. Nous avons pu montrer que les polgsera base dacide 2-
trifluorométhylpropénoique ou d'acide vinylphospigoe présentent des capacités
d'extraction inférieures a celles des polymérease l'acide acrylamido-2-méthyl-2-propane
sulfonique.

Une étude de sélectivité a été reéalisée pour lefmgoes a base d'acide 2-
trifluorométhylpropénoique ou d'acide acrylamidm@thyl-2-propane sulfonique et de
tetraacrylate pentaérythritol comme agent de réticutatiGette étude a été réalisée par
compétition et sur des mélanges de trois lanthanitle®”, EV** et LU*"). Les données
obtenues montrent que ces polyméres présententfaible sélectivité en faveur de

l'europium.

Les perspectives de ces travaux s'orientent pateripent vers la synthése de polymeres
imprimés d'europium. Il s'agira de réaliser la bgse en présence d'europium pour induire
une préorganisation des monomeres fonctionnelsuaute I'europium et la formation de

cavités spécifiques pour la reconnaissance deopaun, et ce pour essayer d'améliorer la

sélectivité observée lors de notre étude.

Publication:
F. Varenne, M. Bourdillon, M. Meyer, Y. Lin, M. Bter, R. Baati, L. J. Charbonniere, A.
Wagner, E. Doris, F. Taran, A. Hagege, J. Chronrat®sgl 229 (2012) 280-287.
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Résumé

Ce travail étudie le potentiel de I'électrophorése capillaire couplée a la spectrométrie de masse a
ionisation par plasma (ICP/MS) pour le criblage d'une bibliotheque de ligands en fonction de leur
affinité pour l'europium en milieu hydro-organique. Cette méthode permet, d'une part, d'évaluer
I'affinité des ligands phosphorés en moins de deux heures et en utilisant moins de 15 ng de ligand,
et d'autre part, de déterminer les constantes de complexation. Les résultats sont en accord avec
ceux obtenus par titrage spectrophotométrique.

Parallélement, une bibliothéque de copolymeres pour I'extraction solide/liquide de I'europium a été
étudiée. Le protocole d'extraction mis au point permet de les classer selon leur affinité pour celui-ci
en milieu hydro-organique et en utilisant 60 mg de copolymere. Pour les plus prometteurs, les
propriétés de reconnaissance et la sélectivité La**/Eu®"/Lu* ont été évaluées.

Mots clefs : Criblage, Electrophorése capillaire, ICP/MS, Spéciation, Polymere, Extraction,
Europium.

Abstract

This work investigates the potential of hyphenated capillary electrophoresis and inductively coupled
mass spectrometry to classify different ligands according to their europium binding affinity in a hydro-
organic medium. On the one hand, this method enables to evaluate the affinity of phosphorus-
containing ligands in less than two hours and using less than 15 ng of ligand. On the other hand,
complexation constants could be determined. The results are in excellent agreement with the values
obtained by spectrophotometric titrations.

Moreover, a library of copolymers for solid/liquid extraction of europium is investigated. The
extraction protocol enables to classify copolymers according to their europium affinity in a hydro-
organic medium. This screening requires 60 mg of copolymers. For the most promising, recognition
properties and selectivity La**/Eu®*/Lu** are evaluated.

Keywords : Screening, Capillary electrophoresis, ICP/MS, Speciation, Polymers, Extraction,
Europium.




