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RESUME :

De nouvelles phases stationnaires pour la Chromatographie Liquide Haute Performance des
protéines ont été préparées a partir de microsphéres poreuses de polystyréne-divinylbenzéne.
Ce matériau étant trés hydrophobe, il est nécessaire d’en modifier la surface afin de le rendre
compatible avec la nature des biomolécules & séparer. Le procédé utilisé consiste & adsorber sur
les particules, un polymeére hydrophile tel que le dextrane. L’introduction de groupes phénoxy
sur ce polysaccharide, a différentes concentrations, conduit & des dérivés amphiphiles capables
de s’adsorber fortement sur le polystyréne. La couche de polymére déposée est stabilisée, dans
les conditions optimales, par réticulation chimique a I’épichlorhydrine. Le taux de groupements
phénoxy fixés sur le dextrane n’a pas une grande influence sur la quantité maximale de
polymere qui peut étre déposée sur le polystyréne mais est déterminant quant a 1’aptitude des
matériaux obtenus & adsorber les protéines. La porosité des supports préparés est étudiée tant a
I’état sec par porosimétrie au mercure et par adsorption d’azote qu’a 1’état solvaté dans divers
milieux aqueux et organiques par chromatographie d’exclusion stérique. Elle dépend non
seulement de la composition et de la conformation de la couche adsorbée mais aussi de
I’aptitude des dextranes modifi€s a s’associer par le biais d’interactions phénoxy-phénoxy.
Finalement, des billes poreuses de polystyréne, modifi€es par adsorption a saturation d’un
dextrane présentant un taux élevé en groupes phénoxy, sont testées en chromatographie
d’exclusion stérique des protéines. Le dextrane étant un polymeére facilement fonctionnalisable,
de tels supports sont utilisables pour d’autres modes de chromatographies; un exemple de
purification de la trypsine par chromatographie d’affinité est donné. »

ABSTRACT : :

Polystyrene-divinylbenzene particles are commonly used as starting material for High
Performance Liquid Chromatography. However, they cannot be applied without surface
modifications to the chromatography of proteins in aqueous media, due to their hydrophobic
properties. We report on the preparation of porous, hydrophilic polystyrene beads, prepared by
dextran-coating. To favour dextran adsorption, the polysaccharide is previously substituted
with different concentrations of phenoxy groups. Such amphiphilic derivatives are able to
adsorb strongly on the polystyrene beads. Then the adsorbed polymeric layer is stabilised by
chemical cross-linking with epichlorhydrin to avoid desorption in the presence of hydrophobic
species such as proteins. Furthermore, the porous structure of polystyrene particles is
investigated in the dry state by mercury porosimetry and nitrogen adsorption and in several
aqueous and organic media by size exclusion chromatography. It may be concluded that the
porosity depends not only on the composition and conformation of the adsorbed layer, but also
on the ability of modified dextrans to associate by means of phenoxy-phenoxy interactions.
Since dextran is easily derivatizable, the most hydrophilic support is tested not only in size
exclusion chromatography of proteins but also in affinity chromatography of trypsin, with
fixation of a trypsin ligand on the adsorbed layer.
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Abréviations et Symboles

SYMBOLES :

Technigues et Méthodes :

CLHP:
RPE :
BET:

BJH :

IRTF :
UV-Vis :
SEC:
LALLS:
MALLS :
SEC-MALLS :

Chromatographie Liquide Haute Performance (ou HLPC)
Résonance Paramagnétique Electronique

Détermination de la surface spécifique par la méthode BET
(Brunauer, Teller et Emmett)

Détermination de la distribution poreuse par la méthode BJH
(Barrett, Joyner, Halenda)

Infra-Rouge par Transformée de Fourrier
Spectrophotométrie Ultra-violet - Visible

Chromatographie d'exclusion stérique

Diffusion de la lumiére laser aux petits angles

Diffusion de la lumiére laser 2 multi-angles

Appareil de diffusion de la lumiere laser & multi-angles couplée & une
chromatographie d'exclusion stérique

Caractérisation des polymeéres :

Masse moléculaire moyenne en nombre (g/mol)

Masse moléculaire moyenne en poids (g/mol)

Masse moléculaire moyenne viscosimétrique (g/mol)

Masse moléculaire moyenne déterminée par chromatographie d'exclusion
stérique (g/mol)

Concentration d'un polymeére en solution (g/L)

Variation de l'indice de réfraction (n) d'un solvant avec la concentration du
polymere

Viscosité intrinseque (dL/g)

Viscosité réduite

Coefficient de Huggins

Rayon de giration d'ordre n (A)

Volume hydrodynamique
Température de transition vitreuse (°C)

Paramétres de 'adsorption :

Ci:
CgouCéq.:
I:

I

T¢:

T'm:

Concentration initiale d'un polymere ou protéine en solution (g/L)
Concentration d'un surnageant (g/L.)

Taux de recouvrement des particules (mg/m?2)

Taux de recouvrement maximal (plateau ou a saturation)

Taux de recouvrement final

Taux de recouvrement théorique
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T'yv Taux de recouvrement des particules déterminé par la méthode du surnageant
I'r: Taux de recouvrement des particules déterminé par Infra-Rouge

Q Quantité de polymére (mg) ou de protéine adsorbée (mg/m?2)

RPE :

’&& : Hamiltonien de spin

T: Température absolue (K)

Pads : Fraction de la population lente du marqueur

Psol : Fraction de la population rapide du marqueur

Te: Temps de corrélation de réorientation des marqueurs (s)

AEeff : Energie d'adsorption effective

Grandeurs chromatographiques :

Vo: Volume mort (d'exclusion ou intersticiel) d'une colonne chromatographique
Vi Volume de perméation totale d'une colonne chromatographique (mL)
Ve ou VR: Volume d'élution (ou de rétention) d'un soluté (mL)

Vp: Volume poreux d'une colonne chromatographique (mL)

tR : Temps d'élution (ou de rétention) d'un soluté (minutes)

to: Temps d'élution d'un soluté non-retenu sur une colonne (minutes)

L Longueur d'une colonne (mm)

N Nombre de plateaux théoriques

H: Hauteur équivalente d'un plateau théorique ou efficacité (mm)

h Hauteur équivalente d'un plateau théorique réduite

) Largeur d'un pic chromatographique & mi-hauteur

Rs: Résolution

o Sélectivité

K: Coefficient de distribution

D.IL: Diamétre interne d'une colonne chromatographique (mm)

Pour la chromatographie d'affinité :

Qx: Capacité d'adsorption réelle en protéine (A) ou quantité de ligand immobilisé
actif (mol)

Qat: Quantité totale de protéine adsorbée sur le support (mol)

X Ligand immobilisé sur le support

[X7: Concentration surfacique du ligand immobilisé X libre (mol ou mol/g de support)

L: Ligand soluble

L): Concentration en solution du ligand soluble (mol/L)

Kax et Kar: Constantes d'association entre 1a protéine A et ses ligands X et L (mol/L)
V*: Volume d'élution d'un soluté non-retenu (mL)
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Vz:
Ul:

Porosité :
SBET:
SN2 :
SHg .
SN2+Hg :

Vp (Np):

Vp (Hg):
Vp (Np+Hg) :

Rp ouRp;:
Rpsp ou Rpmy :
Vpi:

2(Vpp) = f(Rpy):

Volume d'élution d'un soluté a dilution infinie (mL)
Unité Internationale

Surface spécifique (m?/g) déterminée par la méthode BET

Surface spécifique (m?/g) calculée par adsorption d'azote

Surface spécifique (m2/g) calculée par porosimétrie au mercure

Surface spécifique (m2/g) calculée par combinaison de 1'adsorption d'azote et de
la porosimétrie au mercure

Volume poreux (cm3/g) mesuré par adsorption d'azote

Volume poreux (cm3/g) déterminé par porosimétrie au mercure

Volume poreux (cm3/g) calculé par combinaison de I'adsorption d'azote et de la
porosimétrie au mercure

Rayons de pores de classe i (A)

Rayons poreux moyens (A)

Volume poreux associé aux pores de rayons Rp; (cm3/g)

Distribution poreuse cumulée

d(V pi)/dRp; = f(Rp;) : Distribution poreuse relative

DR oaR

Rayon de Kelvin (A)

Coefficient de Halasz

Angle de contact surface-mercure (en degré)
Tension de vapeur de I'azote (N.m-1)

Tension superficielle du mercure (N.m-1)

Rayon hydrodynamique d'un polymeére-standard

14



Abréviations et Symboles

ABREVIATIONS

BDGE:
BSA:
CDI:
DEAE :
Dex :
DexCl1 :
DexP :

DexPA, B, C:

DMSO :
EDGE:
EG:
EpCl:
MeOH :
p-ABA:
PS-DexP :

PS-DexP-pABA :

PS-DVB :

PVA :
T40 :

T10:

TA:
THE :
TrCL :
Tris:
SDS :

Butanediol diglycidyl éther

Albumine du Sérum Bovin

Carbonyl diimidazole

Diéthylaminoéthyle

Dextrane

Dextrane-Chlorhydrine

Dextrane-Phénoxy

Dextranes-Phénoxy a différentes teneurs en groupes phénoxy
Diméthyl sulfoxyde

Ethyléne glycol diglycidyl éther

Ethyléne glycol

Epichlorhydrine

Meéthanol

P-aminobenzamidine

Polystyréne-divinylbenzéne modifié par adsorption de dextrane-phénoxy
Polystyréne-divinylbenzéne modifié par adsorption de dextrane-phénoxy puis
fonctionnalisé par la p-aminobenzamidine
Polystyréne-divinylbenz&ne natif

Alcool polyvinylique

Dextrane de M p = 40 000 g/mol

Dextrane de ﬁp = 10 000 g/mol

Téréphtaldéhyde

Tétrahydrofurane

Chlorure de trésyle

Tris(hydroxylaminométhane)

Sulfate de dodécyle de sodium
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INTRODUCTION GENERALE

La chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) est un outil indispensable pour
I'analyse, la séparation ou la purification des molécules. Cette technique a cependant souffert
pendant longtemps d'un manque de supports adéquats, c'est-a-dire présentant a la fois une
résistance mécanique, une stabilité chimique et des caractéristiques de granulométrie et de
porosité adaptées a la mise en oeuvre de séparations rapides et résolutives.

La séparation des macromolécules biologiques telles que les protéines est une opération
délicate. En raison de leur structure chimique complexe, les protéines s'adsorbent sur un grand
nombre de surfaces, par le biais d'interactions diverses. La mise en place de ces interactions
peut induire des perturbations plus ou moins importantes dans la structure tridimensionnelle des
protéines et peut, dans certains cas, occasionner leur dénaturation.

Parmi les supports utilisés en bio-chromatographie, la silice reste un matériau de choix, en
raison de sa résistance mécanique, de son faible cofit et de la grande variété de particules
actuellement disponibles (taille, porosité ...). L'utilisation de la silice pose néanmoins un certain
nombre de problémes. Ces problémes sont liés, d'une part a la formation d'interactions
ioniques et/ou de liaisons hydrogene plus ou moins réversibles entre les groupes silanols
ionisables et les protéines, et d'autre part & son instabilité chimique dans les milieux aqueux
légérement alcalins. De nombreuses études ont été consacrées a la mise au point de procédés qui
visent a passiver la surface de ce matériau, afin de minimiser les interactions avec les
biomolécules et d'une fagon générale, le milieu environnant. A I'heure actuelle, de nombreux
supports commerciaux 4 base de silice sont disponibles et sont utilisables pour les divers modes
de chromatographie (chromatographie d'exclusion stérique, d'échanges d'ions, hydrophobe,
d'affinité) apres une fonctionnalisation adéquate.

Parallelement aux supports & base de silice, de nouveaux matériaux a base de polymeres
synthétiques ont été développés. En particulier, les supports constitués de polystyréne réticulé
par le divinylbenzéne (PS-DVB) présentent I'avantage d'étre trés stables en milieu aqueux et
connaissent un succeés grandissant. Cependant, le caractére hydrophobe marqué du polystyréne
restreint considérablement ses applications dans le domaine des biotechnologies. Par analogie
avec les études réalisées sur les phases de silice, certains auteurs ont montré qu'il est possible
de modifier les propriétés du polystyréne par hydrophilisation de sa surface. De ce fait,
'adsorption non-spécifique des protéines sur le polystyréne peut étre réduite voire supprimée.

Le travail présenté tout au long de ce mémoire s'inscrit dans cette derniére stratégie de
recherche. L'objectif principal a consisté & préparer de nouvelles phases stationnaires pour la
Chromatographie Liquide Haute Performance des protéines, a partir de billes poreuses de
polystyréne-divinylbenzéne puis a les caractériser. Ces particules ont €té modifiées par
adsorption de dérivés du dextrane a leur surface. Le dextrane a été choisi en raison de son
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caractere hydrophile et biocompatible, et également en raison de sa réactivité. Cependant ce
polysaccharide ne posséde pas d'affinité pour les surfaces hydrophobes. Pour favoriser son
adsorption, le dextrane a ét¢ modifi€ par fixation chimique de groupes phénoxy, le role de ces
groupements hydrophobes devant étre d'assurer 1'ancrage du polysaccharide a la surface des
particules de PS-DVB.

Dans la premiére partie de ce rapport, nous citerons les procédés de polymérisation les plus
récents, qui permettent de préparer des particules sphériques de PS-DVB utilisables en CLHP.
Nous décrirons ensuite les principales méthodes utilisées pour modifier la surface de ces
particules, ainsi que les techniques qui permettent leur caractérisation.

La modification chimique du dextrane que nous avons étudiée est décrite dans le chapitre II.
Plusieurs dérivés du dextrane, différant essentiellement par leur teneur en groupes phénoxy, ont

été préparés puis caractérisés. En particulier, nous nous sommes attaché & étudier leur
comportement en solution aqueuse.

Les propriétés d'adsorption de ces dérivés sur les particules de PS-DVB, sont rapportées dans
le chapitre III. Cette étude porte sur les aspects cinétique et surtout thermodynamique du
phénomene. Nous avons tenté de corréler les propriétés physico-chimiques des polymeres a
leurs propriétés d'adsorption sur le polystyréne. La couche de polymere adsorbée a ensuite été
stabilisée par réticulation chimique, afin éviter toute désorption de dextrane au cours des
manipulations ultérieures. Les conditions optimales de la stabilisation ont été déterminées par
variation conjointe de la nature et de la concentration en agent réticulant utilisé.

Le travail présenté dans le chapitre IV avait pour objectif dans un premier temps, d'évaluer le
caractére plus ou moins hydrophile des particules recouvertes. Celui-ci a été estimé en présence
d'albumine, protéine hydrophobe susceptible de s'adsorber sur toute surface elle méme
hydrophobe. L'adsorption non-spécifique de l'albumine a ét€ mesurée dans diverses conditions
expérimentales. L'influence du taux de recouvrement en dextrane des billes de PS-DVB et de la
teneur en groupes phénoxy des dextranes adsorbés a été également examinée.

Afin d'expliquer les résultats obtenus, le comportement des dextranes a Yinterface solide/liquide
a été étudié par Résonance Paramagnétique Electronique, aprés marquage préalable. Des
hypothéses ont été émises quant a la structure et aux propriétés dynamiques de la couche
adsorbée, en relation avec la composition chimique des polymeres, le taux de recouvrement des
particules, l'effet de la réticulation et le milieu environnant. Des modéles schématiques de
conformation du polymeére adsorbé sont proposés.

Les modifications structurales apportées aux billes de PS-DVB ont ét€ étudiées par diverses
techniques granulométriques et porosimétriques. Les méthodes utilisées et détaillées dans le
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chapitre V ont permis une étude approfondie de la structure poreuse des matériaux, tant a 1'état
sec qu'a 1'état solvaté.

A 1'état sec, la porosité des divers supports préparés est déterminée par porosimétrie au mercure
et par adsorption d’azote. Ces méthodes classiques ont permis d'évaluer la surface spécifique,
le volume poreux et la distribution poreuse des matériaux. La porosité des supports préparés a
également été étudide a 1’état solvaté dans divers milieux aqueux et organiques par
chromatographie d’exclusion stérique de standards polyméres. Un traitement mathématique des
courbes de calibration obtenues a permis de modéliser la distribution poreuse de chaque
matériau en fonction du milieu solvatant. L'ensemble des résultats obtenus nous a conduit &
émettre des hypothéses concernant la répartition des dextranes-phénoxy a la surface du PS-
DVB, en fonction de Ia taille des pores et de leur teneur en groupes phénoxy.

Dans certaines conditions, les particules de PS-DVB recouvertes présentent des caractéristiques
compatibles avec la mise en oeuvre de séparations bio-chromatographiques, car elles combinent
certaines propriétés physiques des billes de PS-DVB a I'hydrophilie, la flexibilité et la
biocompatibilité du dextrane.

Ainsi que nous le verrons dans le chapitre VI, ces particules ont été testées en chromatographie
d’exclusion stérique des protéines, dans diverses conditions d'élution (pH, force ionique).
Enfin, le dextrane étant un polymeére facilement fonctionnalisable, nous avons envisagé
d'utiliser les particules modifiées pour d’autres modes de chromatographie; en particulier, un
exemple de purification de la trypsine par chromatographie d’affinit€ sur un support obtenu par
fixation de p-aminobenzamidine sur la couche de dextrane adsorbée, est donné et discuté.
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CHAPITRE I

GENERALITES SUR L'UTILISATION DES PHASES
STATIONNAIRES A BASE DE POLYSTYRENE EN

CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE




CHAPITRE 1 : Généralités sur l'utilisation des phases stationnaires 3 base de polystyréne en chromatographie ...

1 - INTRODUCTION

La chromatographie liquide est une méthode d'analyse et de sé€paration des différents composés
d'un mélange qui repose sur la distribution sélective des solutés entre deux phases, la phase
stationnaire (le plus souvent solide) et la phase mobile (liquide). La phase stationnaire, ou
support chromatographique, est l'acteur principal dans le processus chromatographique.
Le matériau dont la phase stationnaire est composée posséde ou non des sites fonctionnels. Les
caractéristiques propres du support (granulométrie, porosité, surface spécifique ...) et la nature
chimique de ces sites déterminent le type d'interactions responsables de la rétention des solutés.
Le choix d'un support dépend essentiellement du mode séparation désiré, des solvants et
pressions utilisées et aussi de 1a nature et la taille des molécules a séparer.
Dans les années 70, le développement des équipements chromatographiques a permis 1'usage
de particules plus petites, de géométrie réguliere, utilisables a des débits plus rapides (temps
d'analyse réduits) et dont les efficacité, sélectivité et résolution des séparations sont améliorées
par rapport aux méthodes tradionnelles. Ces améliorations ont donné naissance a la
Chromatographie Liquide Haute Performance notée CLHP.
Les supports chromatographiques peuvent €tre classés selon de nombreux criteres (1, 2, 3, 4).
On les classe notamment selon :
- leur nature chimique : minérale ou organique, synthétique ou naturelle, ou encore
composite. A
- leur rigidité : les gels mous ou xérogels sont utilisés pour la chromatographie liquide basse
pression ; les gels plus rigides (aérogel) sont adaptés a la CLHP. Les xérogels sont caractérisés
par leur capacité a gonfler dans certains milieux.
- le mécanisme de discrimination entre les solutés :

- la chromatographie d'exclusion stérique ou SEC,

- la chromatographie d'échange d'ions,

- la chromatographie en phase inverse,

- la chromatographie hydrophobe,

- la chromatographie d'affinité, etc...

La CLHP est un outil largement employé comme technique de séparation pour obtenir des
produits de haute pureté a partir de milieux issus d'opérations biotechnologiques. Les
biopolymeéres tels que les protéines sont trés sensibles aux changements de leur environnement
et ne peuvent étre isolés par des méthodes conventionnelles (distillation, extraction...) en raison
de leur fragilité. Ces polymeéres doivent garder leur conformation native pour préserver leur
activité biologique. Une bonne séparation, dans le cas des biomolécules, ne signifie pas
seulement une résolution complete de tous les solutés en un minimum de temps mais aussi la
préservation de l'activité biologique.
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Ainsi, la matrice idéale pour la Bio-Chromatographie Liquide Haute Performance doit donc
posséder un certain nombre de caractéristiques, énumérées ci-dessous (5, 6) :

* Stabilité mécanique : la phase stationnaire doit étre constituée de particules, insolubles et
rigides pour résister aux pressions élevées exercées en CLHP.

* Stabilité et inertie chimiques : le support ne doit pas étre dégradé en présence de
solvants utilisés pour la chromatographie ni provoquer la dénaturation des composés
biologiques a séparer.

» Caractere hydrophile : ce matériau doit étre non ou peu adsorbant vis-a-vis des
biopolymeres.

* Structure définie : les particules constituant le support chromatographique doivent
posséder une géométrie, une granuloméirie et une porosité bien définies afin d'obtenir de
bonnes performances chromatographiques (efficacité, résolution , capacité ...).

* Les supports doivent €tre chimiquement modifiables, en vue de fonctionnalisations
ultérieures pour des utilisations dans les divers modes de chromatographie.

* Et enfin, les supports doivent &tre régénérables, stérilisables et leur synthése
reproductible.

De nombreux polyméres d'origine naturelle (organique ou minérale), ou synthétique sont
utilisés comme supports pour la bio-chromatographie (7, 8) : _

A la fin des années 50, des polysaccharides tels que la cellulose, 'agarose, les dextranes
réticulés constituaient la majorité des matrices chromatographiques. Néanmoins, leur résistance
mécanique faible limite considérablement leur utilisation en CLHP. Ces gels organiques ont été
progressivement supplantés par des supports inorganiques. Des particules de silice
macroporeuses ont été introduites au début des années 70. Des microparticules de silice non
poreuses (1-5 pm) ont également été introduites dés le début des années 80, et des lors des
séparations rapides ont été possibles.

A la fin des années 70, quelques résines organiques ont été préparées et testées en Bio-
Chromatographie Haute Performance. Les progrés continus dans les procédés de
polymérisation en suspension et en émulsion ont favorisé la production de particules présentant
une grande rigidité et des caractéristiques granulométriques bien définies.

Parallélement, d'autres supports minéraux se sont développés tels que les oxydes d'alumine, de
zircone et de titane (9, 10)...

A T'heure actuelle, la plupart des supports disponibles pour effectuer la séparation des protéines
sont & base de silice capable de supporter des pressions élevées. Ces supports connaissent un
impact énorme dans le domaine des bio-séparations. En effet, de trés nombreuses phases
commerciales de silice existent et différent par leurs caractéristiques granulométriques (taille et
distribution de taille), structurales (taille des pores, surface spécifique, volume poreux).
Néanmoins, la silice présente certains inconvénients majeurs parmi lesquels on peut citer une
aptitude 2 adsorber irréversiblement certaines protéines par le biais d'interactions ioniques ou
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liaisons hydrogene (11) et surtout une instabilité dans les milieux aqueux légérement alcalins
(pH > 8) (12) (dissolution progressive par ionisation de l'acide silicique).

Parmi les matériaux chromatographiques actuellement en développement, le polystyréne réticulé
par le divinylbenzéne (PS-DVB) occupe une place importante. Ce matériau a 'avantage d'étre
une matrice organique tres stable en milieu aqueux. Comparativement 2 la silice, il présente
l'avantage d'€tre résistant aux agressions chimiques (pH acide ou basique, solvants
organiques). Cependant, il n'est pas directement compatible avec les solutions aqueuses de
protéines en raison de son caractére hydrophobe marqué. De ce fait, son utilisation a longtemps
été limitée & la chromatographie en phase inverse (13, 14).

Le tableau I-1 compare certaines propriétés physico-chimiques des phases de silice et de

polystyréne.
Phase Propriétés Conséquences Remede
Bonne tenue mécanique Utilisable en CLHP
Stabilité chimique Non stérilisable par la soude Masquage
SILICE 2 < pH<8
Présence de silanols et Adsorption de protéines par des silanols
silanolates interactions ioniques ou hydrogene
Bonne tenue mécanique Utilisable en CLHP
tabilité chimi e es
PS-DVB S a11<1 prI: <rr111fue Stérilisable par la soude Hydrophilisation
Matériau hydrophobe Adsorption de protéines par du polystyréne
interaction hydrophobe

Tableau 1.1 : Comparaison des phases de silice et de PS-DVB

Qu'il s'agisse de silice ou de polystyréne, il apparait donc nécessaire de modifier la surface de
ces matériaux. En ce qui concerne le travail présenté, nous avons choisi d'utiliser le polystyréne
comme matériau de base pour l'élaboration de supports destinés a la bio-chromatographie et
nous nous proposons de décrire, dans un premier temps, les procédés de fabrication de
particules de polystyréne-divinylbenzéne utilisables en CLHP. Puis nous montrerons les
possibilités de modifications de ces particules.
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Figure 1.1 : Structure générale du polystyréne-divinylbenzéne (PS-DVB)
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2 - PARTICULES DE POLYSTYRENE

Depuis une trentaine d'années, les particules polyméres (polystyréne, polyacrylamide,
polyméthacrylate, etc....) connaissent un développement considérable tant en ce qui concerne
leurs procédés de fabrication que leurs applications potentielles. Parmi elles, les particules
polystyréniques occupent une place importante notamment dans les domaines biomédicaux et
biotechnologiques.

Les phases polystyréniques, initialement introduites par Moore (17) en 1964, proviennent
essentiellement de la copolymérisation du styréne (S) et du divinylbenzéne (DVB) en
suspension (huile/eau). Le taux de DVB incorporé joue un rdle important tant sur la rigidité du
matériau que sur sa porosité. La figure I.1 montre la structure générale du PS-DVB.

De nombreux procédés de fabrication de particules polymeres ont été décrits et font appel le
plus souvent a des polymérisations radicalaires conventionnelles en émulsion ou en suspension.
Néanmoins, la préparation de particules sphériques, monodisperses (dans la gamme 1 4 20 pm)

requiert un certain nombre de modifications des procédés classiquement utilisés.

2-1 LES PROCEDES CLASSIQUES

Les procédés de polymérisation en suspension, en émulsion, en dispersion..., sont anciens
(15, 16) mais font toujours l'objet de nombreuses modifications visant & améliorer les
caractéristiques physiques des particules préparées (taille, porosité...).
D'une maniere générale, les procédés décrits ci-dessous concernent la copolymérisation
radicalaire du styréne et du divinylbenzéne dans des milieux dispersés.

2-1-1 Procédé en suspension

Dans ce procédé, le(s) monomere(s) insoluble(s) dans I'eaun sont dispersés en gouttelettes de 10
um a 5 mm par agitation rapide dans une phase aqueuse. Un agent stabilisateur est ajouté dans
le milieu. L'amorceur organosoluble (en général le 2,2'-azobisisobutyronitrile (AIBN) ou le
peroxyde de benzoyle) est introduit dans les gouttes de monomere. Le monomeére en
suspension est polymérisé par voie radicalaire a une température comprise entre 80 et 110°C. La
polymérisation se déroule a l'intérieur méme des gouttelettes de monomere assurant le role de
micro-réacteur.

Les suspensions sont stabilisées avec des additifs qui empéchent la coalescence des particules
en formant un film a l'interface huile/eau. Les additifs utilisés sont essentiellement des
polymeéres hydrosolubles tels que des polysaccharides, des celluloses modifiées et surtout des
copolymeres alcool vinylique-acétate de vinyle. Ces additifs hydrosolubles sont communément
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appelés colloides protecteurs. Des composés inorganiques finement divisés comme des
talcs, carbonates, silicates, phosphates de calcium ou de magnésium peuvent étre également
utilisés. Pour faciliter la dispersion de certains agents inorganiques, on ajoute des tensio-actifs
mais en faible concentration pour éviter la formation d'une €émulsion.

A la fin de la réaction, le copolymere PS-DVB se trouve sous forme de "perles" sphériques, le
polymeére et le monomere étant solubles 'un dans l'autre. Néanmoins, la taille des particules est
relativement élevée (> 20 im) et présente une large distribution en taille. Ce phénomene dépend
de plusieurs parametres. En particulier, une vitesse d'agitation élevée et une augmentation de la
viscosité du milieu dispersant (par addition d'un stabilisant hydrosoluble) peuvent accroitre la
finesse de la dispersion.

De nombreux auteurs décrivent et/ou utilisent le procédé en suspension pour préparer des perles
sphériques de polystyrene réticulé, utilisables en chromatographie liquide (13, 14, 17, 18, 19).

2-1-2 Procédé en émulsion

La copolymérisation du styréne et du divinylbenzéne peut €tre réalisée par le procédé en
émulsion. Les monomeres (styréne et divinylbenzéne) trés peu solubles dans l'eau, sont
émulsionnés en présence de tensio-actifs tels que le laurate de potassium.

L'amorceur, est nécessairement soluble dans la phase aqueuse (persulfate de sodium), dans
laquelle se déroule la polymérisation. Le milieu initial est, constitué principalement de micelles
d'agent émulsifiant et de gouttelettes de monomeres.

Le processus de la polymérisation en émulsion se décompose en trois périodes :

La premiére période est appelée période de germination. Il y a amorcage de la polymeérisation
lorsqu'un radical est capté spécifiquement par une micelle (qui posse¢de une surface spécifique
plus grande que celle des gouttelettes de monomeres), laquelle contient une quantité minime de
monomere dissous dans sa partie organophile. La polymérisation s'y poursuit avec du
monomere provenant des gouttelettes et transféré par diffusion via la phase aqueuse. De telles
micelles se transforment progressivement en particules de latex.

La germination se termine lorsque toutes les molécules de tensio-actif ont ét€ captées par les
particules de latex. Le milieu est alors constitué principalement par les particules de latex qui
contiennent tout le polymere déja formé, gonflé par du monomeére et des gouttelettes de
monomere qui servent de réservoir.

Dans la deuxie¢me période dite stationnaire, la polymérisation se déroule & vitesse constante en
utilisant le monomere stocké a l'intérieur des particules de latex. Le monomere contenu dans les
gouttelettes continue de diffuser vers les particules en formation. Cette période prend fin
lorsque les gouttelettes de monomeére ont disparu. La taille des particules augmente mais leur
nombre reste constant.
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Enfin, la troisieme période correspond a 1'épuisement progressif du monomere dissous dans les
particules de polymere.

Ce procédé conduit essentiellement 4 l'obtention de particules de latex submicroniques, de
distribution de taille tres étroite et sphériques (si la concentration en tensio-actif est
faible de 1 4 2 %). Ces particules ont donc une taille trop faible pour étre utilisables comme
support chromatographique.

2-1-3 Procédé en dispersion

Ce procédé a été introduit par Barrett en 1973 (20) pour préparer des particules de
polyméthacrylate en milieu organique. Il a été ensuite utilisé pour obtenir des particules de
polystyréne dans des milieux alcooliques. A la différence des procédés en suspension et en
émulsion, le milieu réactionnel est initialement homogene, le monomere et I'amorceur (en
général I'AIBN) sont solubles dans le milieu. A mesure que la polymérisation progresse, le
polymere formé précipite sous forme de particules en présence d'agents stabilisants (alcool
polyvinylique, polyvinylpyrrolidone...). Ce procédé de polymérisation par précipitation n'est
pas développé industriellement mais fait 'objet de nombreuses recherches. En particulier,
l'utilisation de milieux mixtes hydro-alcooliques (variation de la polarité du milieu) conduit a
l'obtention de particules finales sphériques, monodisperses et de taille comprise entre 1 et S im
(21, 22).

Les particules de polystyréne, produites par ce procédé, ne sont pas adaptées pour une
utilisation en chromatographie liquide, compte-tenu du faible taux de DVB incorporé.

2-2 AUTRES PROCEDES

L'enjeu permanent depuis les années 80 est de concevoir des particules sphériques dont les
caractéristiques recherchées sont les suivantes :

- une taille de particules comprise entre 1 et 20 um (amélioration de 'efficacité)

- une distribution de taille étroite (réduction du volume interstitiel des colonnes)

- une grande rigidité mécanique (utilisation sous pression €levée)

- une porosité rigoureusement contrdlée

En ce sens, le procédé développé par Ugelstad et coll. (23) permet l'obtention de particules qui
répondent davantage aux critéres requis pour la Chromatographie Liquide Haute Performance.
Nous verrons également quelques développements récents dans la conception des colonnes
chromatographiques.
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2-2-1 Description du procédé développé par Ugelstad

Cette méthode (23, 24), telle qu'elle a été décrite a l'origine pour le polystyréne comporte deux
étapes :

18r€ gtape : la formation d'un latex de polystyréne est réalisée par une polymérisation en
émulsion conventionnelle suivie d'un gonflement des germes de latex en présence d'espéces
faiblement solubles dans I'eau.

2eme étape : la copolymérisation du styréne et du divinylbenzene est réalisée & partir des
germes a l'état gonflé. Les monomeres (et 'amorceur organosoluble) faiblement solubles dans
I'eau sont ajoutés au milieu et diffusent a l'intérieur du germe dans lequel la polymérisation se
déroule. Cette étape permet le grossissement des particules et leur réticulation.

L'originalité de ce procédé repose sur l'activation des latex primaires ou germes par un
processus de gonflement. Les germes sont convertis en particules finales. La sphéricité et la
monodispersité en taille de particules sont conservées durant la post-polymérisation. Celle-ci
permet la fabrication de particules de taille supérieure au micrometre. L'obtention de la porosité
repose sur l'utilisation de solvants organiques comme porogénes. Les particules seront
microporeuses ou macroporeuses si le diluant utilisé est respectivement un bon et un non-
solvant du polystyréne. Par ailleurs, la porosité dépend également de la quantité de DVB
incorporée (domaine des micro-mésopores).

2-2-2 Les tendances actuelles

Le concept instauré par Ugelstad et coll. a donné naissance a de nombreux procédés dérivés.
Les travaux de Kim et coll. publiés en 1988 en sont un premier exemple (25). Des
copolymérisations successives des deux co-monomeéres (styréne, divinylbenzeéne) en
suspension autour de particules préformées ou germes permettent de préparer des particules de
PS-DVB de taille et de rigidité désirées (I’appellation anglaise de ce procédé est "successive
seeded polymerization"). Néanmoins, ce procédé requiert un minimum de cing polymérisations
pour atteindre une taille particulaire comprise entre 1 et 10 pum.

Le procédé d'Ugelstad et coll. a également été€ amélioré (26). Cette fois-ci, les germes sont
gonflés en présence d'un oligomére totalement insoluble dans l'eau. La présence de cet
oligomeére accroit la capacité de gonflement des germes. La polymérisation en suspension
démarre quand tous les ingrédients nécessaires sont introduits dans les particules a 1'état
hautement gonflé. Ce procédé est appelé méthode de gonflement activé (de l'anglais "activated

swelling method"). Cette méthode est particulierement adaptée a la préparation de microspheres
de PS-DVB réticulées.
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Figure 1.2 : Structures possibles des gigapores (ou ultra-macropores) :
(a) Pores interconnectés, perfusifs et porosité conventionnelle
(b) P

ores superficiels
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Les nouvelles approches de préparation de billes de PS-DVB reposent toutes sur la formation
préalable de germes ou pré-particules & 1'état gonflé. Mais une attention particuliére est accordée
a la porosité des matériaux finaux (création d'une macroporosité et d'une distribution poreuse
étroite). Les travaux les plus récents décrivent l'utilisation combinée d'un porogéne polymeére et
de diluants. Parmi eux se distinguent les travaux de Cheng et coll. (27, 28) (procédé en
émulsion) et ceux de Fréchet et coll. (29, 30, 31) (procédé en suspension). Notons que le
procédé décrit par Fréchet et coll. permet la fabrication de particules de PS-DVB hautement
réticulées (contenant jusqu’ a 90 % en volume de DVB).

Des travaux récents visant a augmenter le transfert de masse en phase mobile stagnante
consistent a préparer des matériaux présentant des pores de trés grandes dimensions (gigapores
ou ultra-macropores).

Dans le cas ou les particules toutes entieres sont traversées par des pores, les solutés migrent a
l'intérieur des particules du support par un mécanisme de convection rapide appelée
"perfusion' plutdt que par diffusion. Tel est le cas du support commercial POROS (32, 33)
qui présente 2 la fois des gigapores (6000 A) interconnectés et une porosité conventionnelle
(pores de taille plus petite et peu profonds). La figure 1.2 représente les structures possibles des
gigapores interconnectés ou non (3).

La réduction du volume interparticulaire des supports chromatographiques est aussi
particulierement recherchée pour améliorer l'efficacité des colonnes. La préparation de
particules sphériques et monodisperses, aujourd'hui acquise, favorise déja un bon remplissage
des colonnes.

Une approche particulierement intéressante a été reportée par Fréchet et coll. (29, 34). Leurs
travaux reposent sur la conception de supports macroporeux et "continus" (non particulaires).
Tous les composés nécessaires d la copolymérisation radicalaire du styréne et du divinylbenzene
sont confinés dans une colonne et la réaction s'effectue in situ. Ce concept donne naissance a
des supports chromatographiques exempts de volume interstitiel. Le matériau final est constitué
d'une particule unique macroporeuse de forme cylindrique (assimilée a une membrane
chromatographique) dont les dimensions sont imposées par celles de la colonne (le terme
anglais de cette nouvelle structure est "polymer rod"). Les séparations des solutés sont ultra-

rapides et s'effectuent selon un mécanisme de convection rapide analogue a la "perfusion”.

Finalement, les recherches visant a développer des nouveaux supports destinés a la
chromatographie liquide sont particuliérement intensives, notamment dans le domaine des
matériaux polymeéres. Des supports & base de PS-DVB particulierement originaux tels que les

matériaux perfusifs ont été développés et commercialisés.
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3 - PARTICULES DE POLYSTYRENE HYDROPHILISEES

Les supports a base de PS-DVB ne sont pas utilisables directement pour la chromatographie des
protéines, dans des conditions non-dénaturantes. Leur utilisation requiert donc au préalable une
modification de leur surface.

L'hydrophilisation, et par extension la fonctionnalisation des surfaces polystyréniques,
est envisagée par diverses approches. L'idée de base est, dans tous les cas, la réduction de

I'adsorption non-spécifique des protéines sur ces matériaux.

De nombreux auteurs ont préparé des matrices de nature polystyrénique plus facilement
modifiables que celles des particules de PS-DVB. De telles matrices peuvent étre obtenues par :
* copolymérisation du styréne et/ou du divinylbenzeéne en présence d'un autre co-
monomere (lui-méme hydrophile ou fonctionnalisable) par les procédés
précédemment décrits,
» modification de la matrice de PS-DVB par fixation de groupes hydrophiles et/ou
fonctionnels,

Le caractere hydrophobe du polystyréne peut &tre masqué par la présence d'une couche
hydrophile & sa surface. L'obtention d'une couche hydrophile peut étre réalisée de différentes
fagons :

* fixation covalente d'un polymeére hydrophile,

* adsorption physique d'un monomeére (ou oligomere) suivie d'une polymérisation in

situ,

* adsorption d'un polymeére hydrophobe/hydrophile.
Ces derniéres modifications apportées aux particules de polystyréne donnent naissance a des
matériaux dits composites.

3-1 COPOLYMERISATIONS DE DERIVES STYRENIQUES

La modification chimique des particules de PS-DVB est souvent difficile a réaliser car le PS-
DVB ne présente pas de groupes facilement modifiables. De ce fait, certains auteurs ont préféré
préparer des particules polystyréniques en utilisant un monomere plus réactif que le styréne,
monomere commercialisé ou préparé a I'échelle de laboratoire. En particulier, le chloro-méthyl-
styréne est souvent substitué au styréne car plus facilement modifiable ultérieurement.

Des billes monodisperses de poly(chloro-méthyl-styréne-co-divinylbenzéne) sont
commercialisées et ouvrent de nombreuses possibilités de substitution nucléophile.
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Des particules poreuses de poly(4-hydroxystyréne-co-divinylbenzéne) appelé plus simplement
poly(vinylphénol), sont préparées par copolymérisation du 4-t-butoxycarboxystyréne et du
DVB (35). Le traitement thermique de ces particules permet de libérer les nombreuses fonctions
hydroxyles.

Un autre monomere du type 2,3-époxypropyl vinylbenzyl éther a été copolymérisé avec le
DVB. Les fonctions époxy peuvent étre hydrolysées (36). Dans ce cas, le matériau, bien que
possédant de nombreux groupes hydroxyles, reste hydrophobe.

Dans ces deux derniers exemples, l'obtention de fonctions hydroxyles permet d'envisager la
fixation de groupes ou polyméres hydrophiles afin d'augmenter le caractére hydrophile de ces
nouveaux matériaux. Néanmoins, leur applications bio-chromatographiques restent limitées
actuellement au mode phase inverse.

3-2 FIXATION DE GROUPES HYDROPHILES ET/OU IONIQUES DANS
LA MATRICE

Des particules de PS-DVB (ou de poly(méthyl-styréne-co-divinylbenzene) ont été activées par
réaction au chlorure de sulfuryle (SO2Clp). Des groupements chloro-méthyles ainsi introduits
sur le polystyréne permettent donc d'envisager de nombreuses modifications. Nous ne
mentionnerons que quelques exemples. L'oxydation des particules de poly(chloro-méthyl-
styrene-co-divinylbenzéne) en présence de permanganate de potassium ou de bichromate de
sodium conduit a la préparation de supports chromatographiques échangeurs faibles de cations
(fonctions carboxylates), de tres haute capacité (37). L'introduction d'autres groupes chargés
tels que des phosphates a également été décrite, aprés chlorométhylation du PS-DVB (38).

Parmi les matériaux chargés, le polystyréne-divinylbenzeéne sulfonate est couramment utilisé€ et
peut s'obtenir directement a partir du PS-DVB par un traitement a l'acide chloro-sulfonique
(39). Les particules polystyréniques fonctionnnalisées par des groupes chargés tels que
phosphates et sulfonates sont couramment employées comme échangeurs fort de cations.

Des supports chromatographiques continus (polymer rod) constitués de poly(chloro-méthyl-
styréne-co-divinylbenzéne) ont été modifié€s par couplage d'une lactone par l'intermédiaire
d'une diamine (40). De tels matériaux présentent un caractére hydrophile suffisant pour obtenir
des élutions quasi-quantitatives de certaines protéines. En particulier, 1'albumine de sérum
humain est éluée a 75 % (tampon phophate 0,1M + NaCl 0,5M, pH 7) sur ce support.

Le polystyreéne-divinylbenzene peut &tre modifié par introduction de groupes hydrophiles non

chargés, tels que des groupes hydroxyméthyles ou acétyles. Par exemple, la fixation chimique
de groupes acétyles est réalisée par réaction de Friedel et Crafts (41) avec le chlorure d'acétyle.
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Les exemples de matériaux cités ici présentent cependant, dans un grand nombre de cas, un
caractere hydrophobe important malgré I’introduction de groupes ioniques ou hydrophiles. Des
supports échangeurs d'ions, compatibles avec les protéines ont été testés. Dans la plupart des
cas, les biomolécules sont séparées par un mécanisme qui combine a la fois les
chromatographies hydrophobe et d'échange d'ions.

3-3 MATERIAUX COMPOSITES

Par analogie avec les travaux réalisé€s sur les phases de silice utilisables en bio-
chromatographie, de trés nombreux matériaux polystyréniques composites ont été mis au
point durant les dix derniéres années. Nous avons volontairement choisi cette appellation, pour
décrire les matériaux constitués d'au moins deux composantes différentes ; la matrice de base
est modifiée par fixation covalente ou adsorption de polymeéres hydrophiles. De telles
modifications conduisent de toute évidence 4 la formation d'une couche hydrophile a la surface
du matériau. La couche formée est fonctionnalisable dans une étape ultérieure. Ce paragraphe
n'a pour ambition que de présenter quelques matériaux composites potentiellement utilisables en
biotechnologie.

3-3-1 Fixation de polymeéres hydrophiles

Ellingsen et coll. ont fixé chimiquement un polymére hydrophile (non précisé) sur le PS-DVB
apres une hydroxymeéthylation préalable du matériau (42). La surface résultante présente une
couche hydrophile, laquelle est aisément fonctionnalisée par introduction de groupes ioniques
(sulfate ou ammonium). Ce matériau possede un léger caractére hydrophobe, 1'élution
quantitative de protéines n'est réalisée qu'en présence de solvant organique dans 1'éluant (phase
inverse).

D'autres auteurs ont hydrophilisé des latex de polystyréne par fixation covalente de
poly(éthyléne oxyde) et de dextrane (43). La fixation de ces polymeres biocompatibles sur le
polystyreéne nécessite un certain nombre d'étapes préalables (modifications respectives du
polystyréne et des polymeéres pour faciliter leur fixation). Dans un premier temps, l'amination
du polystyréne est réalisée en deux étapes : oxydation du polystyréne en présence de
permanganate de potassium et d'acide sulfurique conduisant a un polystyréne chargé
négativement, puis adsorption de polyéthyléneimine. Les polymeéres hydrophiles peuvent €tre
chimiquement modifi€s sur un motif monomere terminal de fagon a les coupler a la surface par
un seul site (end-on). Le dextrane est également modifi€ par introduction de fonctions
aldéhydiques réparties statistiquement le long de la chaine macromoléculaire. Dans ce cas, la
fixation d'une chaine de polymeére sur la surface s'effectue par de nombreux sites de fixation

(side-on) ainsi que le représente la figure 1.3.



Etape n°1 : Fabrication de PS-DVB sulfonate
—CH, — CH—CH, — CH— —CH, — CH—CH,; — CH—

HSO,CI ©
».
SO;”
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Figure 1.4 : Représentation schématique de la préparation d'un support chromatographique a base de
polystyréne sulfonate utilisable en chromatographie d'échange fort d'anions des protéines (d'aprés la
référence 39).
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Figure 1.3 : Différents modes de fixation covalente de polyméres sur une surface

L'influence du mode de recouvrement sur l'efficacité de I'hydrophilisation des particules joue
un rdle déterminant. En effet, le dextrane fixé en mode side-on forme une couche moins
perméable aux protéines que celle formée par ce méme polymere fixé en mode end-on. L'intérét
que revét cet exemple est l'utilisation de polyméres biocompatibles, qui sont de surcroit,
facilement fonctionnalisables. Néanmoins, ce procédé comporte de trés nombreuses étapes de
modification chimique.

3-3-2 Adsorption de polyméres et/ou de monomeéres

Un des procédés d'hydrophilisation de matériaux polystyréniques les plus couramment
rencontrés repose sur l'adsorption de polymeres sur leur surface. Sur le plan pratique, ce
procédé présente la plus grande facilité de mise en oeuvre puisqu'il s'agit d'une mise en contact
d'une surface avec un polymere en solution.

3-3-2-1 Adsorption de polymeéres sur une surface polystyrénique chargée

Les particules de polystyréne-divinylbenzéne modifiées, en particulier, par introduction de
groupes sulfonates sont couramment utilisées en chromatographie d'échange de cations de
divers composés. Néanmoins, elles conservent un caractere hydrophobe limitant leur utilisation
en bio-chromatographie. De telles particules peuvent alors €tre hydrophilisées par adsorption
d'un polymere chargé positivement. La figure 1.4 décrit un exemple de préparation d'un
support chromatographique a base de polystyréne-sulfonate hydrophilisé€ par adsorption de
polyéthyléneimine (39). La couche de polymeére, adsorbée par le biais d'interactions ioniques,
est réticulée chimiquement pour augmenter sa stabilité chimique puis la polyéthyléneimine est
quaternisée. Finalement, la couche externe, hydrophile et fonctionnalisée, confere au matériau

final un caractére échangeur fort d'anions utilisable pour la séparation des protéines.
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Etape n°4 : Fonctionnalisation du support par réaction de substitution nucléophile sur les fonctions chlores
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Figure .5 : Hydrophilisation de billes de PS-DVB par un polyglycérol puis fonctionnalisation
(échangeur fort d'anions). Schéma adapté d'aprés les références (44, 45).
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3-3-2-2 Adsorption d'un monomére suivie d'une polymérisation in situ

L'hydrophilisation de particules peut étre réalisée par adsorption et/ou précipitation de co-
monomeéres organiques suivie de leur polymérisation a la surface du matériau (44, 45). Les
monomeres utilisés sont des époxydes de grande réactivité (épichlorhydrine, épibromhydrine),
ou des méthacrylates, associé€s au glycidol plus hydrophile. Ils sont déposés sur le PS-DVB
sous forme de monomeéres ou de macromonomeres.

La figure L5 présente le schéma réactionnel qui conduit  la formation d'une couche hydrophile
et stable aisément fonctionnalisable : les groupes halogénes s'orientent préférentiellement vers la
surface, alors que les groupes hyxoxyles s'orientent vers la solution. Un traitement par une
base forte permet la création de ponts éther stables. Enfin, la fonctionnalisation de la couche
hydrophile formée est possible a partir des fonctions halogénes non-adsorbées. Des séparations
chromatographiques de protéines ont été réalisées, en particulier en échange faible de cations et
en chromatographie d'affinité¢ de la lectine. Cette méthode originale de recouvrement a été
appliquée a de nombreux supports commerciaux tels que le PLRP-S, le Rogel (RSL-Alltech
Europe Eke, Belgique) ou encore le RH-168 (Rohm & Haas, Philadelphie, Etats-Unis). De
nombreuses fonctionnalisations ont été entreprises (ou envisagées) dont les détails sont
mentionnés dans un brevet (45).

3-3-2-3 Adsorption de polymeéres hydrophiles/hydrophobes sur des surfaces
neutres

Sur des surfaces hydrophobes dépourvues de charges, les polymeres peuvent s'y adsorber par
le biais d'interactions hydrophobes. Les polymeres tres hydrophiles ne s'adsorbent pas ou peu
sur des surfaces hydrophobes.

De nombreux travaux décrivent l'adsorption sur du polystyréne, de polymeres tels que 1'alcool
polyvinylique (46, 47), I'hydroxyéthyl-cellulose (48). Ces polymeres sont 2 la fois hydrophiles
et hydrophobes de par leur nature et sont donc capables de s'adsorber sur ce matériau.

La balance hydrophile/hydrophobe d'un polymeére (et donc son affinité pour une surface
hydrophobe) peut étre contrdlée par copolymérisation de monomeres d'hydrophilie différente.
Par exemple, des copolymeres blocs & base d'oxyde d'éthylene et de propyléne s'adsorbent
davantage sur le polystyréne que le poly(éthyléne oxyde) seul (49). Ce dernier est souvent
utilisé pour modifier des surfaces hydrophobes, & des fins biomédicales, en raison de son

caractere hydrophile et de sa biocompatibilité.

L'hydrophilisation peut également étre effectuée par adsorption de polyméres amphiphiles et

hydrosolubles. De tels polyméres peuvent étre préparés par fixation de groupements
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Figure 1.6: Adsorption de copolymeres suivie d'une polymérisation a la surface des billes. Schéma
adapté d'apres les références (45, 51).



CHAPITRE I : Généralités sur 'utilisation des phases stationnaires 3 base de polystyréne en chromatographie ...

hydrophobes sur un squelette hydrophile (50). Le caractere amphiphile du polymere dépend de
la nature des greffons et de leur concentration sur le polymére.

Une autre famille de copolymeres amphiphiles de faible masse molaire a été utilisée pour
hydrophiliser des matériaux polymeéres a usage bio-chromatographique. 11 s'agit de
copolymeres amphiphiles de polyglycidol-méthacrylate (45, 51). Les motifs méthacrylates (les
plus hydrophobes) s'adsorbent sur la surface. Une polymérisation subséquente de 1'acide
méthacrylique permet la formation d'une couche stable, hydrophile possédant des fonctions
acides carboxyliques comme le montre le schéma de la figure 1.6. Des séparations
chromatographiques de protéines ont par ailleurs €té obtenues sur le support commercial
POROS R (PerSeptive Biosystems, Cambridge, Etats-Unis) préparé selon ce procédé.

3-3-3 Matériaux a pores composites

Une derniere catégorie de supports composites a été récemment mentionnée.

Ces supports sont constitués d'un squelette rigide macroporeux (polystyréne-divinylbenzéne,
silice, polyméthacrylate) (52). Les macropores sont remplis d'un polymeére qui forme un réseau
flexible. Les polymeres choisis pour ce type de matériaux sont typiquement des xérogels a base
de dextrane ou de polyacrylamide. Les pores formés a l'intérieur de ces xérogels déposés dans
les macropores sont homogenes en raison des propriétés de gonflement de ces gels dans l'eau.
Les divers procédés jusqu'alors utilisés pour remplir les macropores consistent :

- a remplir les pores par le xérogel puis a le réticuler pour former un réseau relativement lache
(figure 1.7 cas a),

- & fixer le xérogel de fagon covalente (figure 1.7 cas b).

Cas a cas b
présence de xérogel dans les pores Fixation du xérogel
+ réticulation des chaines (®) (@) représente les points d'ancrage

sur la surface

Figure 1.7 : Représentation de la structure des "matériaux & pores composites "

jO8)
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L'utilisation de tels matériaux pose un certain nombre de problémes dont le principal est lié a la
diffusion des protéines au travers du réseau formé par le polymere flexible, ces protéines sont
susceptibles d'interagir de fagon non-spécifique avec le squelette rigide. Ces interactions sont
particuliérement gé€nantes pour des applications en chromatographie d'exclusion stérique mais
peuvent Etre supprimées par une passivation préalable de la surface.

Des supports composites ont été préparés a partir de particules rigides d'origine organique et
minérale (polystyréne macroporeux - silice) (2, 53). Les pores sont modifi€s par remplissage
avec un gel synthétique, flexible et fonctionnalisé, qui se distribue de fagon homogéne a
l'intérieur des pores. La flexibilité des chaines macromoléculaires augmente 1'accessibilité des
sites actifs par un mécanisme de diffusion plus rapide que celui des supports concentionnels,
tout en conservant a un haut niveau, la capacité dynamique, le débit et la résolution. De tels
supports porteurs de groupes ioniques sont commercialisés pour la chromatographie d'échange
d'1ons des protéines sous le nom HyperD (BioSepra, Marlborough, Etats-Unis).
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4- ANALYSE STRUCTURALE DES PARTICULES
4-1 TAILLE ET FORME DES PARTICULES

Les particules de PS-DVB pour la chromatographie sont produites par les divers procédés
précédemment décrits. Leur taille et leur géométrie dépendent de plusieurs paramétres
expérimentaux tels que la forme et le volume du réacteur, la vitesse de mélangeage, la
proportion du monomere dans le milieu dispersé, le viscosité des phases en présence...

De nombreuses techniques, rassemblées notamment par R. E. Majors (54), permettent de
caractériser des particules quant & leur taille, leur distribution de taille et leur géométrie. Il existe
donc plusieurs définitions du diameétre moyen (4) selon la méthode de mesure utilisée. Les
définitions les plus courantes sont d5(0 ou dm. Ces grandeurs correspondent respectivement au
diametre situé a 50% de la distribution cumulée en volume et au diametre de la population de
particules la plus fréquente.

Les techniques de caractérisation de taille de particules, dont nous proposons une bréve
description, sont classées selon leur principe de base.

4-1-1 Tamisage

Le tamisage est I'une des méthodes géométriques les plus courantes. Des tamis d'ouvertures
calibrées sont utilisés pour mesurer la taille des particules. Les tamis les plus courants existent
dans la gamme de maille > 40 um. Il existe également des micro-tamis fabriqués par
photogravure et €lectrogammage dans la gamme 5-500 pm.

4-1-2 Méthodes électriques

Par des appareils plus sophistiqués de type Coulter (compteur & variation de résistance), on
observe la variation de résistance ou tension lorsqu'une particule en suspension dans un
électrolyte passe au travers d'un petit orifice calibré. L'analyse est effectuée, en principe,
particule par particule. Les analyses granulométriques sont établies en nombre, en masse et en
volume.

4-1-3 Méthodes optiques et électroniques

* Méthodes microscopiques : La mesure de la taille des particules est réalisée par 'observation
directe au microscope. Cette technique est considérée comme absolue car les particules peuvent
étre observées et mesurées individuellement grice a des techniques d'analyse d'images. La
caractérisation de la granulométrie par microscopie peut s'effectuer au moyen de divers types de
microscopes.
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Tout d'abord, la microscopie optique peut atteindre des résolutions de l'ordre de quelques Um
et reste une technique utile et pratique. L'interprétation d'une image en microscopie optique
renseigne sans ambiguité sur la forme et la taille de particules. Elle permet sans conteste de
vérifier la présence de petites particules ou de particules cassées.

La microscopie électronique & balayage ou SEM (Scanning Electron Microscopy) et la
microscopie électronique a transmission ou TEM (Transmission Electron Microscopy)
renseignent sur les aspects structuraux d'un lit de particules. Elles informent sur la morphologie
et la granulométrie de particules de fagon tres précise puisque les résolutions peuvent atteindre
quelques angstroms. Cependant le probléme principal de cette méthode réside dans la
préparation d'un échantillon. Il est nécessaire de procéder a des étapes de déshydratation, de
congélation, d'imprégnation ou encore de métallisation (etc....) qui peuvent occasionner une
dégradation du matériau.

Il existe d'autres types de microscopies a sonde focale issues du principe du microscope a
effet tunnel (STM pour Scanning Tunnelling Microscope). De ce principe est né aussi le
microscope a balayage a effet de force (& force atomique) noté SFM (Scanning Force
Microscope). Le principe général des microscopies i sonde focale est le balayage de la surface
par une sonde tres fine et sensible aux propriétés de la surface.

A. Serres (55) a détaillé et utilisé certains de ces instruments pour caractériser des surfaces a
base de silice et de verre.

* Autres méthodes : D’autres techniques reposent sur la dispersion des ondes
électromagnétiques. L'invention du laser a permis de réaliser des faisceaux de lumiere
monochromatiques, ce qui rend l'interprétation des spectres en diffraction (particules
microniques) et en diffusion (particules submicroniques) plus aisée. La répartition de la
puissance lumineuse dépend de la dimension des obstacles (1 um - 2 pm). De nombreux
appareils fonctionnent sur ce principe dont une liste a été publiée par I'TFTS en 1992. Une
instrumentation de type MALVERN, considéré comme un granulomeétre en est un exemple. Le
traitement des données est réalisé dans le cas de spheres ou de particules de géométrie simple.

Contrairement aux méthodes optiques ou €lectriques, ces techniques ne considérent pas les
particules individuellement mais dans leur ensemble.
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4-2 POROSITE ET SURFACE SPECIFIQUE

La structure poreuse d'un matériau s'évalue par la distribution de la taille des pores, par sa
surface spécifique (Sp) et son volume poreux total (Vp). Les pores sont classés selon leur
géométrie (cylindrique, sphérique, conique ...) et leur rayon (Rp). Le rayon poreux moyen, par
analogie avec les dimensions des particules, est défini couramment par (4) :
- Rpsq, rayon poreux correspondant a 50% de la distribution poreuse cumulée
(2 Vpi = f(Rp)) avec Vpj, volume poreux associé aux pores de classe i.
- Rpm, rayon poreux correspondant a la classe de pores la plus fréquente
(dVpi/dRp) = f(Rp).
La distribution poreuse peut étre gaussienne, étroite, bi ou plurimodale ou encore totalement
hétérogene.

La nomenclature usuelle des pores selon leur dimension est 1a suivante :

- les micropores pour Rp < 10 A
- les mésopores pour 10 < Rp < 250 A
- les macropores pour Rp > 250 A

Les techniques permettant la caractérisation de la structure poreuse sont présentées ci-dessous et
ont des limites de validité différentes comme le montre la figure 1.8.

1 i 1 ¥
adsorption / condensation
1

porosimétrie au mercure
~— -

Rayons-X

microsco[laies électronic&ues
1

microscopie%
méthodes chromatographiques
i B it
1 10 102 103 104 109 106 107

Rp (A)

Figure 1.8 : Limites de validité des méthodes de caractérisation de la structure poreuse

d'aprés Unger (4)
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4-2-1 Méthodes physiques

La porosimétrie au mercure et 'adsorption d'un gaz inerte sont des méthodes conventionnelles
pour déterminer la répartition poreuse d'un échantillon solide a I'état sec.

La surface spécifique, exprimée en m2/g de support, est la somme de la surface externe et de la
surface interne constituée par les parois des pores. Elle est classiquement déterminée par la
méthode BET de Brunauer, Emmet et Teller (56), basée sur 'adsorption de gaz inerte a
basse température. Les surfaces spécifiques d'échantillons dont la valeur est de quelques
dizaines ou centaines de metres carrés par gramme sont déterminées par adsorption d'azote.

De plus, le choix du gaz tel que 'azote, le néon, I'hélium ou le krypton dépend de la taille des
particules & analyser. L'adsorption de gaz repose sur l'obtention des courbes
d'adsorption/désorption dans la zone de condensation capillaire. Cette technique permet de
déterminer, outre la surface spécifique par la méthode BET, le volume poreux et la distribution
poreuse (d'apres de la loi de Kelvin) a partir de la courbe de désorption, en choisissant un
modele de pores cylindriques. Cette méthode n'est cependant valable que pour des rayons
inférieurs 4 250 A.

Par porosimétrie a mercure, on détermine, le volume de mercure ayant pénétré dans les
pores en fonction de la pression imposée. On acceéde ainsi au volume poreux total d'un
échantillon et a la distribution poreuse, les rayons poreux (par exemple de modele cylindrique)
étant reli€s a la pression de mercure par I'équation de Washburn. Cette technique est valable
pour les pores de rayons compris entre 30 et 75000 A.

La surface spécifique peut étre évaluée indirectement par adsorption d'azote et par porosimétrie
au mercure dans le cas de pores de géométrie définie (modele de pores cylindriques non
interconnectés).

Ces deux techniques de caractérisation de la structure poreuse, utilisées dans le cadre de notre
étude, seront développées dans le chapitre V.

La thermoporométrie est une méthode thermique qui permet aussi de déterminer la taille des
pores d'un matériau et a été élaborée par Brun et coll (57). Elle est fondée sur la transformation
liquide-solide d'un condensat (eau, benzeéne ...) a l'intérieur des pores du matériau analysé. Les
grandeurs obtenues par cette technique sont :
- les rayons de pores et les volumes poreux associés ;
- le volume poreux total comprenant la micro et mésoporosité. Au-dela de 250 A de
rayon poreux, les pores sont confondus avec le volume interstitiel ;
- la surface spécifique du matériau en tenant compte de la couche de solvant sur les parois
ne subissant pas de changement d'état ;
- le facteur de forme dont la valeur est comprise entre 1 pour les pores sphériques et 2

pour les pores cylindriques.
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Cette technique, utilisée par Housse-Ferrari (58) pour caractériser la structure poreuse de silice
recouverte de poly N, N' diméthylacrylamide, présente une facilité de mise en oeuvre puisque
les grandeurs extraites sont mesurées a partir de thermogrammes provenant d'un calorimetre
différentiel. De plus, la thermoporométrie permet d'accéder a la taille réelle des pores et non a
celle de leur orifice d'acces. Cependant, la macroporosité n'est pas accessible par cette

technique et une destruction partielle de la structure des particules peut se produire pendant la
congélation.

4-2-2 Méthodes microscopiques

Des particules poreuses peuvent étre analysées par Microscopie Electronique & Transmission.
En principe, les pores en surface (accessibles) ainsi que les pores obstrués non accessibles
peuvent €tre visualisés & partir de coupes transversales de particules (marquées ou non)
préalablement imprégnées dans une résine.

Les microscopes & sonde focale permettent d'analyser la rugosité et la porosité superficielle
d'un matériau compte-tenu de leur grande résolution.

4-2-3 Méthode chromatographique

La caractérisation d'une structure poreuse peut s'effectuer & 1'état solvaté par chromatographie
d'exclusion stérique de solutés-étalons. Dans cette méthode, le matériau a analyser constitue la
phase stationnaire. Par un choix appropri€ de la phase mobile et des étalons utilis€s pour la
calibration, on cherche d'abord & minimiser les interactions entre support et soluté. Un
traitement mathématique des courbes de calibration, permet la modélisation de la distribution

poreuse en connaissant les rayons hydrodynamiques des solutés injectés (59).

4-3 ANALYSE CHIMIQUE DE LA SURFACE

La caractérisation chimique de la surface d’un matériau peut s’effectuer par diverses méthodes,
dont le domaine de validité dépend de la géométrie, la nature et la taille dudit matériau.

Dans le cas particulier des particules organiques modifiées par fixation ou adsorption de
polymeéres (ou de groupes ioniques ou fonctionnels), diverses analyses chimiques peuvent étre
envisagées :

* les charges surfaciques sont généralement quantifiées par potentiométrie. Des mesures de
potentiel { sont envisageables sur des particules de taille inférieure 4 30 pm. Cette grandeur
n’est pas reliée directement au nombre de charges surfaciques. Mesuré dans certaines
conditions (en présence d’électrolytes de concentrations données), le potentiel { permet par

exemple, de comparer des lots de particules entre eux.
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* la quantité de polymere déposée peut étre déterminée par diverses méthodes directes telles
que :
- ’analyse élémentaire,
- la spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier,
- la Spectroscopie Electronique pour I’ Analyse Chimique (ESCA),
Cette technique consiste 4 irradier la surface a analyser par un faisceau de rayons X et &
mesurer les énergies de liaison des orbitales électroniques des photoélectrons émis.
L’exploitation des spectres obtenus renseigne sur la nature et la concentration des atomes

présents. La validité de cette spectroscopie dépend de la profondeur d’analyse de la
surface .

- la Spectroscopie de Masse Statique d’Ions Secondaires (SSIMS-Tof).
Dans cette technique, la surface a analyser est bombardée par un faisceau d’ions
primaires (par exemple Cs™). Il en résulte la rupture de certaines liaisons inter atomiques
et intermoléculaires et I’émission d’ions secondaires, détectés par un spectromeétre de
masse. La composition chimique d’une surface (concentration et répartition de chaque
espece) peut étre déterminée en fonction de la profondeur de pénétration des ions
primaires dans le matériau.

* la quantité de polymére adsorbée peut également étre évaluée par une méthode indirecte qui
consiste a déterminer la quantité¢ de polymere non-adsorbée ; 1a quantité de polymére adsorbée
est déterminée par différence entre la quantité initiale de polymére en solution et celle qui reste
dans le surnageant aprés l'adsorption. Dans ce cas, le dosage réalisé a partir du polymere en
solution (méthode du surnageant) dépend de la nature du polymére (dosage
spectophotométrique, potentiométrique, colorimétrique...).
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5 - CONCLUSION

La conception de matériaux destinés a la Bio-Chromatographie Liquide Haute Performance doit
prendre en compte deux aspects différents : le premier concerne la nature de la matrice et le
second la composition de ce qui jouera le rdle de la phase stationnaire. La matrice idéale doit
posséder une résistance mécanique suffisante ; elle doit &tre constituée de particules sphériques,
de petite taille, monodisperses, non poreuses ou présentant des pores de géométrie uniforme
pour permettre un transfert de masse rapide. La phase stationnaire doit €tre stable
chimiquement, hydrophile et facilement modifiable. De nombreux articles, livres et revues
traitent de la préparation, des propriétés et des applications des supports chromatographiques.
Chaque type de support (organique ou inorganique) présente ses avantages et ses inconvénients
et le choix d'un matériau convenable dépend des propriétés requises pour un mode de
séparation donné.

En ce qui concerne les supports a base de polymeres organiques et synthétiques, les procédés
classiques de production de billes ont été améliorés pour favoriser la production de particules
monodisperses. Les modifications les plus récentes apportées a ces procédés concernent
également le contrdle de la structure poreuse des microsphéres. La plupart des billes de PS-
DVB (et dérivés polstyréniques) commerciales présente une polydispersité en taille de pores
importante. Néanmoins, des billes de PS-DVB dont la distribution poreuse est plus étroite sont
actuellement préparées a 1'échelle de laboratoire. Par ailleurs, des billes de PS-DVB
macroporeuses et de grande rigidité ont ét€ développées pour améliorer la résistance au transfert
de masse en phase mobile stagnante. L’élution des solutés s’effectue par diffusion rapide
(gigapores) et/ou convection rapide appelée perfusion.

Les supports polystyréniques constitués de billes monodisperses sont encore treés cofiteux.
C'est pourquoi, un support polystyrénique original a été développé dans lequel la masse de
remplissage des colonnes est constituée d’une seule particule macroporeuse dont les
caractéristiques sont assimilées a celles d'une membrane chromatographique.

Dans le domaine de la bio-chromatographie, le caractere hydrophobe prononcé du PS-DVB
limite son utilisation & la chromatographie en phase inverse. Ce mode de séparation, qui
nécessite I’emploi d’un solvant organique, provoque souvent la dénaturation des protéines.
C’est pourquoi, de nombreuses équipes de recherche se sont intéressées a I’hydrophilisation de
ces matériaux a des fins biotechnologiques.

La production de particules polystyréniques intrinseéquement hydrophiles, utilisant un
monomeére plus hydrophile et plus réactif que le styréne, ne permet pas encore d'obtenir des
billes suffisamment hydrophiles.

41



CHAPITRE 1 : Généralités sur l'utilisation des phases stationnaires 4 base de polystyréne en chromatographie ...

~

L’¢élaboration de matériaux dits composites reste & ce jour la meilleure possibilité de
modifications des phases de PS-DVB, par analogie avec celles déja réalisées sur les phases de
silice (par fixation ou adsorption de polymeres). En 1’occurrence, I’obtention de supports de
PS-DVB hydrophiles par adsorption de polymeéres amphiphiles, biocompatibles et facilement

fonctionnalisables est un procédé facile a mettre en oeuvre, qui ne requiert que peu d’étapes de
préparation.

Quelle que soit la modification apportée aux particules de PS-DVB, leurs caractéristiques finales
doivent étre déterminées pour comprendre leurs propriétés dans le procédé chromatographique.
Dans ce but, nous avons présenté quelques techniques de caractérisation d'un lit de particules
poreuses. Certaines de ces techniques ont été utilisées dans le cadre de notre étude.
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CHAPITRE 11 : Synthése et caractérisation de dérivés amphiphiles du dextrane

1 - GENERALITES SUR LE DEXTRANE

Le nom de dextrane a ét€ introduit en 1870 par Scheibler qui établit que le dextrane est un
polymere constitué par I’enchalnement d’unités glucopyranose.

*Production

Les dextranes sont synthétisés a partir du saccharose par un grand nombre de micro-organismes
(1). En particulier, seuls les dextranes issus de la souche B-512F de Leuconostoc
mesenteroides présentent un intérét commercial. De nombreuses revues concernant la
production, la structure, les propriétés et les utilisations des dextranes ont été publiées et ont
contribué 4 la bonne connaissance de ces polymeres (2,3,4).

*Structure

Le dextrane utilisé dans cette étude est constitué par des enchainements d'a-D glucopyranose
selon un mode principal o 1-6 et possede des ramifications comme le montre la figure II-1 (5)
qui dépendent de la souche productrice. Outre la chaine principale, il posséde des ramifications
1 —> 3 peu nombreuses (< 5 %) réparties de fagon réguliere sur la chaine principale et
constituées majoritairement d’une seule unité monomeére. Le dextrane natif a une masse molaire
initiale élevée ; il subit une hydrolyse acide partielle suivie d'un fractionnement, ce qui permet
1’obtention d’une gamme de polymeres de masses molaires variées et de polymolécularité plus
réduite.

*Propriétés physico-chimiques

Le dextrane est un polymere trés hydrophile, et trés soluble dans l'eau ; il l'est moins dans
quelques solvants organiques comme le formamide, le diméthyle sulfoxide, 1'€thyléne glycol, le
glycérol..., et est insoluble dans la plupart des autres solvants organiques.

C'est en 1958 que Granath a établit la loi de dépendance de la viscosité avec la masse
moléculaire moyenne viscosimétrique notée M y ( M y < 500 000 g/mol) dans l'eau & 25°C
(6). Des études viscosimétriques complémentaires sur les dextranes ont permis de conclure que
ce polymere en solution dans ’eau se comporte comme une pelote flexible et ne présente pas
d'association intramoléculaire (7,8).

Sa réactivité modérée est le reflet de sa richesse en fonctions hydroxyles et en dehors de
conditions extrémes de pH (pH < 2), il est peu sensible a I'hydrolyse.
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*Utilisations L

Dans la pratique, les dextranes de M  comprises entre 2 000 et 150 000 g/mol sont les plus
couramment utilisés, notamment dans les industries cosmétiques, photographiques (9), et tout
particulierement dans les domaines médicaux et thérapeutiques (2,3,8).

Ainsi, les dextranes sont utilisés en tant que substituts du plasma car ils sont biocompatibles et
surtout hémocompatibles. Grice & leur pouvoir d’expansion volumique, ils permettent la
correction de troubles hémodynamiques dans les €tats de choc. Les substituts utilisés en France
sont le Rhéomacrodex et le Macrodex a base de dextranes dont les M p sont respectivement
40 000 et 70 000 g/mol.

Par ailleurs, ils ont été utilisés au laboratoire pour la préparation de substituts érythrocytaires a
base d’hémoglobine (10, 11). Dans ce cas, le polymére est fixé chimiquement sur la protéine,
afin de conférer a celle-ci des propriétés compatibles avec un usage transfusionnel.

Le dextrane-sulfate est un dérivé qui possede des propriétés anticoagulantes (4). Des études
plus récentes ont établi ses effets d’inhibition dans le développement du virus HIV (12).

Dans le domaine de la chromatographie, citons également 1’exemple des gels d’exclusion
stérique Séphadex a base de dextrane, plus ou moins réticulé selon le domaine de
fractionnement. La fonctionnalisation de ces matrices par des groupements diéthylaminoéthyles
ou carboxyméthyles permet leur utilisation comme échangeurs d’ions. D'autres ligands
peuvent également étre introduits, afin d'obtenir des matériaux utilisables dans différents types
de chromatographie.

Le dextrane-diéthylaminoéthyle est également utilisé, pour 1’élaboration de supports
chromatographiques composites. Par exemple, son adsorption a la surface de la silice permet de
masquer les groupes silanols (13, 14) qui interagissent fortement avec certaines protéines.
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CHAPITRE 1II : Synthése et caractérisation de dérivés amphiphiles du dextrane

2 - MODIFICATIONS CHIMIQUES DU DEXTRANE

Cette partie est consacrée a la présentation et a 1'étude de l'optimisation des conditions de
préparation des dextranes modifiés par introduction de groupes phénoxy. Pour réaliser cette
étude, nous avons utilisé un dextrane noté Dex ou T40 dont les masses moléculaires moyennes
en nombre et en poids sont respectivement 23 000 et 40 000 g/mol et commercialisé par
Pharmacia (Uppsala, Suede).

2-1 SCHEMAS DE SYNTHESE

La modification apportée au dextrane T40 se déroule en deux étapes selon les protocoles
opératoires détaillés ci-apres.

L'introduction d'un bras chlorhydrine réactif ou chlorohydroxypropyle sur le dextrane est une
transformation réalisée classiquement dans la chimie de ce polymére.

Le dextrane-chlorhydrine est obtenu par réaction du dextrane avec I'épichlorhydrine en présence
d'un acide de Lewis (figure I1.2). Selon Rogovin et coll. (15), la substitution nucléophile est
catalysée par le tétrafluoroborate de zinc en solution aqueuse a 50 %. Le dextrane modifié ainsi
obtenu, noté DexCl, constitue un intermédiaire réactionnel aisément fonctionnalisable. En effet,
la substitution des chlores par divers groupes nucléophiles, en particulier, des ions phénates a
été envisagée. Cette €tape est réalisée en milieu aqueux a pH 11 et conduit & la formation de
dextrane-phénoxy, not€ DexP (figure I1.3).

L'introduction de groupements phénoxy sur le dextrane a pour objectif, la préparation d'un
dérivé amphiphile capable de s'adsorber a la surface des particules de polystyréne-
divinylbenzeéne. Le taux de groupements phénoxy, susceptibles d'interagir avec le PS-DVB par
interaction hydrophobe, est un facteur clé pour notre étude et a fait I'objet d'une optimisation.

2.2 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX ET OPTIMISATION DES
CONDITIONS DE SYNTHESE DES DEXTRANES-PHENOXY

Au cours de ce paragraphe seront décrites les conditions opératoires relatives a chaque étape de
modification du dextrane. Les résultats concernant les taux de substitution atteints et les

problémes inhérents a chaque procédé seront discutés.
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2-2-1 Dérivés chlorés

2-2-1-1 Protocole expérimental

Le protocole présenté ici correspond a la méthode de Rogovin modifiée par Prouchayret sur le
dextrane T10 (10).

50 g de dextrane T40 sont dissous dans une solution contenant 50 mL de NaOH 4 0,64 M et 50
mL d’une solution Zn(BF4)2 (50 % w/v) dont le pH est compris entre 1 et 2. 100 mL
d'épichlorhydrine sont ajoutés au mélange, lequel est agité pendant 5 heures a 80 °C puis
refroidi jusqu'a température ambiante.

La purification du polymere repose sur des précipitations successives (acétone, éthanol) visant a
éliminer l'agent chloré en excédent et les sous-produits de la réaction. Apres refroidissement, le
polymere est précipité dans 2 L d'acétone sous agitation (ultraturax), filtré sur fritté et séché a
I'étuve sous vide a 40°C. Le produit séché est redissous dans un minimum d'eau distillée (100
mL) et précipité a nouveau dans 1 L d'éthanol, filtré puis séché. La purification est achevée
lorsque les taux de chlore du dextrane aprés deux précipitations successives sont identiques.
Comme 1'ont montré précédemment Prouchayret (10) et Bonneaux (11), 3 précipitations au
moins dans 1'éthanol sont nécessaires pour obtenir un taux de chlore constant. Une derniére

précipitation dans l'acétone est préconisée pour faciliter le séchage du polymere obtenu.

2-2-1-2 Détermination du taux de substitution en chlore par potentiométrie

Les atomes de chlore (chlores liés et chlorures) contenus dans un composé organique peuvent
étre quantifiés par la méthode de Schroniger dont le principe est le suivant : le dosage de chlore
total présent dans un échantillon sec de polymere s'effectue par une combustion préalable et
totale de cet échantillon.

20 mg environ exactement de produit sont placés sur un papier prévu a cet effet et disposés
dans une nacelle en platine dépourvue de toute substance organique.

Dans un ballon, sont introduits 3 mL de solution de sulfate d'hydrazine (réducteur) et 3 mL de
sulfate acide de potassium. Aprés une oxygénation de 5 minutes du ballon, la nacelle y est
introduite et la combustion est amorcée au moyen d'une lampe au tungsténe. Aprés 30 minutes
d'agitation, le chlore gazeux formé est réduit en chlorure ; cet ion est dosé par argentimétrie en
milieu acide. Ce titrage donne acces au nombre de moles total de chlore (chlore 1i€ au polymere
et chlorure) présent dans 1'échantillon. Le taux de chlorure présent dans 1'échantillon est dosé
par argentimétrie aprés dissolution de 50 mg environ exactement de celui-ci dans 3 mL de
sulfate acide de potassium, sans dégradation préalable de 1’échantillon. Par différence, on
accede au taux de chlore 1ié au polymére. Les taux de chlore peuvent étre également estimés par
’analyse élémentaire.
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2-2-1-3 Optimisation de la synthése

En milieu trés acide (pH < 0), la réaction de 1'épichlorhydrine sur le polymere est aisée ainsi
qu'il apparait dans les travaux antérieurs. Cependant, dans ces conditions, la modification du

polymeére s'accompagne d’une hydrolyse des enchainements glucosidiques qui réduit de prés de
3/41a My du dextrane. L'amélioration apportée par Prouchayret a la méthode de Rogovin

consiste a ajuster le pH réactionnel initial entre 1 et 2 pour limiter les réactions d’hydrolyse et
donc la diminution de M p. Ces travaux ont €t réalisés a partir d'un dextrane de M p =

10 000 g/mol.

Partant d'un dextrane de masse moléculaire plus élevée, nous avons voulu, dans un premier
temps, vérifier I'influence du pH sur les caractéristiques des polyméres obtenus. Dans le
tableau II.1, figurent les taux de chlore et les masses molaires moyennes évaluées par

chromatographie d’exclusion stérique (colonne Lichrospher Diol Si 300, tampon phosphate
0,05M pH 7,2) notées M ggc de divers DexCl en fonction du pH réactionnel initial. Les

masses ﬁSEC sont obtenues & partir d'une courbe de calibration faite avec des pullulanes et ne

sont données qu'a titre indicatif.

Polymeére pH réactionnel (m};li‘f/)j g:pcotll;(ﬁge) M sec
° (éq. pullulanes en g/mol)

T40 — — 25100

DexCly <1 6,8 <6000

DexCl 1,1<pH< 1,2 6,5 16 000

DexCl3 1,3 3,0 23 600

DexCly 1,7 2,0 23700

Tableau I1.1 : Synthése des dextranes-chlorhydrines : Influence du pH réactionnel initial .
10 g de dextrane sont traités par 20 mL d’épichlorhydrine selon les conditions décrites.

Ainsi, il apparait clairement qu'une baisse du pH réactionnel engendre une réduction importante
de la masse moléculaire moyenne du dextrane. Le caractere trés acide du tétrafluoroborate de
zinc, responsable des coupures de chalnes, peut étre atténué par ajout de soude. Mais la
réactivité de 1'épichlorhydrine diminue quand le pH augmente. Un pH optimal compris entre
1,1 et 1,2 permet d'atteindre un taux de chlore li€ au [ﬂymére équivalent a celui obtenu lors
d'études précédentes sur un dextrane de masse molaire M p = 10 000 g/mol, soit 0,65 mmol/g
de polymere (10). Quoiqu'il en soit une 1égere diminution des masse moléculaires moyennes
des polymeres est toujours observée, le dextrane étant particulierement sensible a l'acidité du
milieu. Les rendements massiques de cette étape sont supérieurs a 90 % dans tous les cas et les
taux de chlore fixé parfaitement reproductibles.
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2-2-2 Introduction de groupements phénoxy

L'introduction de groupements phénoxy se fait par une substitution nucléophile des atomes de
chlore en milieu aqueux. Les parametres tels que la durée et la quantité de réactif doivent étre
optimisés afin d’obtenir des taux de substitution variables. Cette deuxieme étape est suivie de
plusieurs étapes de purification afin d'éliminer le phénol en exces, et d'un traitement par la
soude permettant d’hydrolyser les chlores résiduels. Le mode opératoire général est décrit ci-
dessous :

2-2-2-1 Protocole expérimental

A une solution de phénol dissous dans 20 mL de soude est ajouté 1 g de DexCl. Le mélange est
agité 1 a 3 jours a température ambiante en maintenant le pH réactionnel a 11 par addition de
soude (2 unités de pH au dessus du pKa du couple phénol/phénate). A la fin de la réaction, le
mélange réactionnel est concentré par évaporation sous vide du solvant puis acidifié jusqu'a pH
6 par adjonction d'HCI avant de procéder & la purification du polymeére obtenu. Le polymeére en
solution est précipité dans 1'éthanol absolu (ultraturax), filtré puis séché sous vide a 40°C
pendant une nuit. Trois extractions successives de 15 minutes dans le dichlorométhane & reflux
sont finalement réalisées (15 mL de solvant par gramme de polymere) puis le polymere est filtré
a chaud, séché sous vide 4 40°C pendant une nuit. Les fonctions chlore résiduelles du produit
formé sont hydrolysées pendant 48 heures dans NaOH 1M (20 mL/g de polymeére). Le
polymere est finalement dialysé contre de I’eau distillée pendant 3 jours pour éliminer les sels
présents puis lyophilisé.

2-2-2-2 Dosages spectrophotométriques

La détermination du taux de groupements phénoxy fixés sur le dextrane est basée sur le fait que
ces groupes absorbent en UV avec un maximum de densité optique & A = 269 nm. Nous avons

eu recours a une molécule témoin dont le chromophore posséde un environnement chimique

proche des groupes phénoxy du polymeére. Ce témoin est le phénoxy éthanol dont le coefficient
d'extinction molaire, € (1372 L.mol-l.cm-1) a été déterminé selon la loi de Beer-Lambert 4 269

nm dans l'eau.
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2-2-2-3 Optimisation de la réaction

Les conditions opératoires ont ét€ adaptées en fonction du taux substitution en groupes phénoxy
désiré. L'étude de la fixation des phénates sur le dextrane-chlorhydrine consiste & comparer les
taux de phénoxy obtenus, résultant des variations conjointes de 1a durée, de 1a température de la
réaction et du rapport molaire R. Celui-ci est défini comme étant le rapport du nombre de moles
de phénol au nombre de moles de chlore 1ié au DexCl. L'optimisation de cette étape a été
réalisée, dans la plupart des cas, a partir de 1 g de DexCl; substitué a raison de 0,68 mmol de
chlore/g.

Les résultats sont reportés dans le tableau I1.2 et sur la figure IL4 et appellent un certain nombre
de commentaires.

Taux de groupements phénoxy

R Durée % substitution

en heures en mmol/g par rapport au

taux de chlore
50 24 0,50 73
35 24 0,45 66
10 24 0,39 57
10 (a) 24 0,37 54
5 24 0,27 40
5 (b) 24 0,29 46
3 24 0,16 23
2 24 0,14 20
1 24 0,08 12
87 48 0,62 91
&7 (¢) 48 0,60 88
8,8 48 0,41 60
5 48 0,35 51
100 72 0,61 90
10 72 0,43 63
5 72 0,39 57

Tableau I1.2 : Influence des conditions expérimentales sur la réaction des ions phénates avec le
DexClj (1g, 0,68 mmol de chlore/g), a température ambiante, a l'exception de :

(a) : synthése réalisée a partir de 6 g de DexCl] ( M sgc en €q. pullulanes < 6 000 g/mol)

(b) : synthése réalisée a partir de 1 g de DexCly "M sgc en éq. pullulanes = 16 000 g/mol)
(c) : synthése réalisée a partir de 1 g de DexClj a 60°C

- Un large exces de phénol est requis pour atteindre des taux de substitution €levés.
L’obtention de taux de substitution plus faibles (< 10 %) n'est possible qu'avec des rapports
molaires R inférieurs a 2.
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- L’influence de la température a été étudiée pour un rapport molaire R = 87.
L’augmentation de la température n’a pas permis d’augmenter le taux de substitution des
chlores par les phénates. Pour la suite des travaux, la réaction a été réalisée 4 température
ambiante.

- Lorsque la réaction est réalisée sur une plus grande quantité de polymere (6 g au lieu
de 1 g), le taux de substitution obtenu est légérement plus faible.

- Une augmentation du temps de réaction au dela de 24 heures ne s’accompagne que
d’une faible augmentation du taux de substitution. La cinétique de réaction est en fait plus
rapide dans les premiéres 24 heures.

- Enfin, la reproductibilité de cette réaction a été testée sur deux dérivés chlorés DexCly
et DexCly de masses moléculaires différentes mais de taux de chlore comparables (cf tableau

IL1). Les résultats obtenus pour R = 5, indiquent que I’influence de la masse moléculaire est
faible.

Cette étude préliminaire apporte de nombreux renseignements quant & la réactivité des
dextranes-chlorhydrines vis-a-vis de phénates. A partir d’un mé&me dérivé chloré DexCl, il est
possible en faisant varier essentiellement le rapport R de préparer des dérivés DexP ayant des
taux de substitution en groupements phénoxy variables.

Pour la suite de ce travail, trois dérivés du dextrane possédant des taux de substitution
différents ont été préparés. Le tableau I1.3 résume les conditions requises selon le taux de
groupements phénoxy souhaité. Les dextranes hydrophobisés seront nommés DexPA, DexPB
et DexPC selon leur teneur en groupes phénoxy et une extension numérique apparaitra pour
distinguer les différents lots préparés.

polymeres rapport | durée (h)
DexP molaire R
Taux faibles : DexPC
0,05 2 0,06 mmol de groupes phénoxy / g de polymere 08< R «1 24
Taux intermédiaires : DexPA
0,10 2 0,15 mmol de groupes phénoxy / g de polymere 1< R <2 24

Taux elevés : DexPB
0,50 2 0,60 mmol de groupes phénoxy / g de polymere R >> 50 72

Tableau I1.3 : Conditions de synthése optimales des dextranes-phénoxy (pH = 11)
Toutes les réactions ont lieu a2 pH 11. En présence d’un grand exceés de phénol (cas des

DexPB), le pH du mélange réactionnel reste stable, les ions phénates en exces jouant un rdle
tampon.
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Dans les autres cas, la quantité d'ions phénates étant plus faible, il est nécessaire de maintenir le
pH par addition de soude, pour éviter que le pH ne baisse rapidement au cours de la réaction de
substitution.

Apres la réaction de fixation du phénol, une étape de purification est nécessaire pour extraire les
1ons phénates en exces. Plusieurs méthodes ont été testées a savoir la dialyse, 1'ultrafiltration, la
précipitation dans 1'éthanol et l'extraction solide/liquide par le dichlorométhane a reflux,
I'éthanol et le dichlorométhane étant de bons solvants du phénol.

Etant donné le large excés de phénol dans certains cas, les méthodes classiques de purification
par dialyse ou ultrafiltration s'avérent longues et peu efficaces, et n'ont donc pas été utilisées
par la suite.

La précipitation du polymere dans 1'éthanol a alors ét€ envisagée, aprés acidification du milieu a
pH 6. Dans ces conditions, les ions phénates se protonent (pKa = 9) et sont alors solubles dans
le solvant organique. Le polymeére est ensuite purifié par extraction au dichlorométhane.

2-2-2-4 Hydrolyse des chlores résiduels

Lorsque les polyméres-phénoxy sont exempts de phénol, il convient d'hydrolyser les fonctions
chlore restantes c’est-a-dire non substituées par des groupes phénoxy. La présence de chlore
sur les dextranes n'est pas souhaitable compte tenu d'une part de leur caractere hydrophobe
(adsorption, interaction parasite) et d'autre part de leur réactivité (réticulations, ...). Plusieurs
essais d'hydrolyse de 48 heures ont €té menés avec des concentrations en soude différentes.

[NaOH] en M 0,01 0,1 1

Taux de chlore
résiduel (mmol/g) 0,15 0,1 < 0,05

Tableau I1.4 : Influence de la concentration de soude utilisée sur I’hydrolyse des fonctions chlores

Quel que soit le polymeére traité, le taux de chlore résiduel aprés 48 heures dans la soude 1M est
inférieur a 0,05 mmol/g (limite de détection). Cette étape d'hydrolyse en milieu trés alcalin ne
provoque pas de changement du profil de distribution en masses molaires des DexP en SEC.
Apres hydrolyse des chlores résiduels, les polyméres sont purifiés par une dialyse de 3 jours
contre de I'eau distillée (seuil de coupure de la membrane de dialyse 6 000-8 000 g/mol).
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3 - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES POLYMERES EN
SOLUTION

3-1 DETERMINATION DES MASSES MOLECULAIRES MOYENNES

3-1-1 Etude préliminaire par chromatographie d'exclusion stérique
(SEC)

De nombreux chromatogrammes ont été obtenus dans plusieurs éluants visant a4 mettre en
évidence la pureté des polymeéres, les changements de volume hydrodynamique survenus au
cours des diverses étapes de préparation, la répartition des noyaux aromatiques sur les
dextranes et a estimer dans certains cas la masse molaire moyenne notée "M SEC, en équivalents
pullulanes. Dans le cadre de cette étude préliminaire, les conditions optimales requises ont €té
recherchées pour la détermination correcte des masses molaires moyennes des polymeres par
diffusion de la lumiére laser .

3-1-1-1 Principe

La chromatographie d'exclusion stérique est fondée sur la rétention sélective des molécules de
soluté en fonction de leur taille, en raison de leur différence de pénétration dans les pores du
support qui constitue la phase stationnaire. Les espéces les plus petites pénétrent a l'intérieur
des billes constituant le support et sont toutes éluées pour le méme volume appelé volume de
perméation totale noté Vt. Les especes de taille supérieure cheminent d'autant moins facilement
a l'intérieur des pores qu'elles sont volumineuses ; elles effectuent donc un trajet plus court et
sont éluées dans la zone de fractionnement du support Ve.

Au dela d'une certaine limite, les macromolécules ne cheminent qu'a l'extérieur des particules et
seront éluées ensemble au volume d'exclusion noté Vo ou volume mort.

Cette technique permet d'une part, de vérifier la pureté des polymeres (présence de petites
molécules) et d'autre part de mettre en évidence les changements de volume hydrodynamique
des espéces apres réaction.

Une détermination de la masse molaire M ggc fiable n'est possible que si 'on dispose
d'étalons isomoléculaires de méme nature (ramifications, substituants...) et en l'absence
d'interaction support-polymere. Dans le cas contraire, les résultats obtenus pour une méme

série de polymeres sont comparables entre eux mais ne permettent pas d’obtenir des valeurs

exploitables de fagon absolue.
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Figure IL5 : Courbe d'étalonnage de la colonne Lichrospher Diol Si 300 (250 X 10 mm
de D. I ) en tampon phosphate 0,05M pH 7,2 avec des standards de pullulanes.
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3-1-1-2 Conditions expérimentales

Les conditions dans lesquelles les divers chromatogrammes des polyméres étudiés ont été
obtenus sont détaillées ci-dessous :

La colonne est de type Lichrospher Diol Si 300 (250 x 10 mm) commercialisée par MERCK.
Le diametre moyen des particules est de 10 pim. La pompe utilisée est le modéle MERCK 655-
A1LC. Une double détection simultanée est possible a I’aide d’un réfractometre différentiel
Waters noté RI, et d’un détecteur UV-Vis Spectraphysics & A = 269 nm pour les dextranes-
phénoxy ; les deux détecteurs sont couplés en série.

Le systeme CLHP utilisé contient une vanne rhéodyne équipée d'une boucle d'injection de 20
uL. L'enregistrement des signaux est réalisé au moyen d'un intégrateur Spectraphysics RP-
4400 possédant 2 voies de fonctionnement. Enfin, cet appareillage est équipé d'un systeme de
by-pass qui permet de vérifier si les solutés sont élués de fagon quantitative. Ce systeéme est
constitué d’un tube de diametre plus large (50 x 2,1 mm D.1.), placé entre 1a boucle d'injection
et le détecteur. Il permet la dilution d’une injection, ce qui facilite I’intégration du signal obtenu.
Les conditions d'élution sont fixées dans chaque cas avec un débit de 0,7 mL/min et les solutés
concentrés a 5 g/L sont préparés dans 1'éluant utilisé. Avant injection, les solutions de
polymeres sont filtrées sur filtre Millipore (en esters de cellulose) ; moins de 2 % de produit
sont retenus lors de cette filtration.

Quatre éluants ont été retenus pour la caractérisation chromatographique des polymeres. Tous
les éluants sont filtrés sur membrane Millipore de 0,45 pm.

Une courbe d’étalonnage simple de la colonne a ét€ réalisée a partir de standards de pullulanes
(Pharmacia, Uppsala, Suéde) comme le montre la figure I1.5. Le domaine de fractionnement
linéaire de la colonne est donc compris entre 200 000 et 10 000 g/mol en équivalents
pullulanes.

3-1-1-3 Etude en milieu phosphate

Cet éluant (tampon phosphate & 0,05 M pH 7,2) est utilisé€ en premiére approche pour vérifier la

pureté des dextranes aprés modification chimique et évaluer leur volume hydrodynamique.

a) Caractérisation des dextranes-chlorhydrines

Plusieurs dextranes-chlorhydrines ont été préparés et caractérisés quant a leur taux de
substitution et leurs masses moléculaires moyennes. Un témoin nommé blanc de synthese a
également ét€ traité en présence de Zn(BF4)7, en milieu acide, sans addition d'épichlorhydrine.
La préparation de ce témoin, réalisée dans les conditions optimales de synth&se, permet de
mettre clairement en évidence I’influence du pH réactionnel sur la diminution de la masse
moléculaire des polymeéres. Les profils chromatographiques de plusieurs dextranes-
chlorhydrines en tampon phosphate sont représentés sur la figure I1.6. Les pics caractéristiques
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Figure I1.6 : Chromatogrammes de dextranes-chlohrydrines en tampon phosphate sur la colonne
Lichrospher Diol Si 300 (250 x 10 mm de D. I.) & 0,7 mL/min.
Avec Vo : volume d'exclusion évalué par le P1600 (pullulane de M =1600 kg/mol )

Vt : volume de perméation totale de la colonne évalué par l'éthyléne glycol noté EG
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des DexCl sont assez peu différents les uns des autres. Le tableau II.5 reprend les
caractéristiques physico-chimiques des dextranes chlorés formés.

K’I—SEC (g/mol) en

DexClj Taux de chlore (mmol/g) équivalents

Potentiométrie pullulanes
T40 — 22 200
T40 * — 25 100
Blanc de synthése — 17 500
5 0,63 18 900
6 0,63 19 000
7 0,68 18 200
8 0,70 17 100
9 L 12 200
10 x of 18 700
11% R 19 900
12 o5 oo 20 400
13 x 0 16 000

Tableau ILS : Caractéristiques des dextranes-chlorhydrines synthétisés a partir du dextrane T40
(*lot de T40 n2) a pH compris entre 1,1 et 1,2 . ( * * dosages CNRS )

Dans le tableau, on peut noter une bonne reproductibilité des résultats, tant en ce qui concerne
les taux de chlore estimés a 0,65 mmol/g, qu'en ce qui concerne les profils chromatographiques
des dérivés préparés. D'une maniere générale, tous les DexCl (exception faite du DexClg) ont
un volume hydrodynamique plus faible que celui du dextrane natif et équivalent a celui du blanc
de synthése. Cette diminution de volume hydrodynamique est de toute évidence attribuable aux
coupures de chafnes survenues a pH acide et non a d'éventuelles réticulations intramoléculaires
en présence d'épichlorhydrine.

b) Caractérisation des dextranes-phénoxy

Les figures 11.7 a,b,c permettent de comparer les chromatogrammes représentatifs des
dextranes natifs et hydrophobisés obtenus en tampon phosphate pH 7, 0,05 M. 1l apparait que
le temps de séjour des dextranes-phénoxy dans la colonne est plus grand que celui de leur
polymeére parent. Ce phénomeéne est d’autant plus marqué que leur taux de substitution en
groupements phénoxy est grand. L’augmentation du temps de rétention peut 8’expliquer par

une réduction du volume hydrodynamique Vy li€ soit & une nouvelle dégradation des chalnes
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macromoléculaires au cours de la seconde étape de synthése, soit & un changement de
conformation de la pelote macromoléculaire (compacité).

On pourrait également expliquer cette augmentation du temps de rétention par la présence
d’interactions non-spécifiques entre la colonne et les solutés, conduisant & une baisse apparente
du volume hydrodynamique des espéces concernées. En effet, ces polymeres sont élués de
fagon d'autant moins quantitative qu'ils possédent un taux plus élevé en groupes phénoxy
(tableau II.6), ce qui semble confirmer la présence d'interactions non-spécifiques avec le
support dans ces conditions.

Polymere Taux de groupes % de polymere élue
DexP phénoxy (mmol/g)
T40 — 100 %
blanc de synthése — 100 %
DexPA; (1) 0,14
DexPA3 (9) 0,12 80 %
DexPAjz (13) 0,10
DexPB1 (8) 0,60
DexPB> (10) 0,56 50 %
DexPBj3 (12) 0,52
DexPC1 (8) 0,05
DexPCp (11) 0,06 90 %

Tableau I1.6 : Pourcentages de dextranes-phénoxy élués en fonction de leur taux de substitution
en groupes phénoxy . Le chiffre entre parenthéses indique le lot de dextrane-chloré dont le

DexP est issu.

Les masses moléculaires moyennes M ggc ne peuvent donc pas étre estimées a partir de la

courbe d'étalonnage en pullulanes en raison de ces interactions non-spécifiques avec la phase
stationnaire.

Le phénol est élué a un volume de rétention supérieur au volume de perméation totale de la
colonne, lui-méme estimé par 1'élution de 1'éthyléne glycol. Le pic caractéristique du phénol
présente une trainée arriére trés importante (figure I1.7 c), liée probablement a la présence
d'interactions non-spécifiques avec la colonne. Néanmoins, les chromatogrammes des DexP
montrent clairement que les dextranes-phénoxy sont exempts de phénol résiduel.

De plus, les pics des dextranes modifiés issus de la double détection UV et réfractométrique
sont superposables (figure I1.8). Cette remarque permet de conclure quant a une répartition
homogene des groupements phénoxy le long de la chalne macromoléculaire, quelle que soit sa

longueur.
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3-1-1-4 Etude en présence de solvant organique.

L'addition d'un solvant organique tres polaire tel que l'acétonitrile ou le méthanol dans un
éluant aqueux est une méthode couramment utilisée pour réduire les interactions non-
spécifiques de type hydrophobe pouvant s'établir entre les polymeres et la phase stationnaire.
Dans un mélange eau/méthanol (80/20 % V/V), les profils chromatographiques des divers
dextranes sont trés significativement différents de ceux obtenus en présence de phosphate. Le
dextrane et ses dérivés chlorés présentent un pic au volume exclu de la colonne. Les dextranes-
phénoxy, quant & eux, sont exclus en quasi totalité¢ (figure I1.9). Ce profil particulier peut
s'expliquer par un phénomene d'exclusion d'anions, provoqué par la présence simultanée de
charges négatives sur les polymeéres et de silanolates a la surface des particules de silice qui
composent la phase stationnaire. En ce qui concerne les dextranes non modifiés, cet effet a déja
ét€ observé et décrit dans la littérature (16). Ceci laisse donc a penser que les dextranes sont
porteurs de quelques charges négatives et que 1'étape de greffage des groupes phénoxy génére
des nouvelles charges. Le dosage de ces charges par potentiométrie a été entrepris mais leur
quantité est trop faible et inférieure 2 la limite de détection de 1'appareillage utilisé (<10-5 mol/g
de polymere).

Les chromatogrammes correspondants a 1'élution des différents polymeéres en milieu tamponné
phosphate/méthanol (80/20 % V/V) sont présentés sur la figure I1.10. La présence de tampon
phosphate tend 2 supprimer le phénomene d'exclusion d'ions précédemment observé, par
€crantage des charges. Il convient de noter que le temps de rétention du dextrane sur la colonne
augmente légérement comparativement au temps de rétention obtenu en milieu phosphate. Ceci
peut €tre attribué a un 1égére modification du volume hydrodynamique du polysaccharide dans
cet €luant. Il est vraisemblable, en effet, que la présence de méthanol diminue le pouvoir
solvatant de 1'éluant vis-a-vis du dextrane, celui-ci adoptant alors une conformation plus
compacte et donc un volume hydrodynamique plus faible. En ce qui concerne les dextranes-
phénoxy, on note par contre une diminution de leur temps de rétention en présence de méthanol
et une déformation moins importante des pics. Par ailleurs, les polyméres sont cette fois élués
de la colonne de fagon quantitative. Il semble donc que la présence de méthanol dans 1'éluant
permette de réduire significativement 1'adsorption du dextrane modifi€é sur le support
chromatographique considéré.
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Figure 11.11 : Comparaison des profils chromatographiques du dextrane natif et d'un
dextrane modifié (0,56 mmol de phénoxy/g de polymére) obtenus sur la colonne
Lichrospher Diol Si 300 a 0,7 ml/min dans un tampon phosphate a 0,05 M (a) et dans
KSCN a 0,2 M (b).

Le volume total est évalué par le pic de l'éthyléne glycol (EG), le volume d'exclusion est
mesuré par des polysaccharides de masse moléculaire élevée .

(a : dextrane T2000 de Mp = 2 000 kg/mol, b : pullulane P800 de Mp = 800 kg/mol)




CHAPITRE II : Synthése et caractérisation de dérivés amphiphiles du dextrane

Cependant, la présence de solvant organique dans 1'éluant rend difficile la stabilisation du
détecteur réfractométrique différentiel. Par la suite, nous avons pu constater que la mesure de
dn/dC dans ces conditions était tres difficile et les résultats obtenus peu précis. dn/dC représente
la variation de l'indice de réfraction du solvant avec la concentration du polymere utilisé. Cette
valeur est nécessaire au calcul des M p par diffusion de la lumire laser. Les chromatogrammes
présentent dans de nombreux cas, une dérive de leur ligne de base, ainsi qu'un pic négatif
(défaut de solvant) avoisinant le V. En raison de ces proble¢mes, 'utilisation de solvant mixte
doit donc étre évité car les résultats obtenus pour la détermination des masses molaires des
polymeéres ne sont pas reproductibles.

3-1-1-5 Etude en présence de thiocyanate de potassium (KSCN)

Nous avons donc été amené i considérer un nouvel éluant composé de KSCN 0,2M. La
présence d’ions chaotropiques tels que SCN- dans 1’éluant défavorise la formation
d’interactions hydrophobes. Les profils chromatographiques des dextranes de départ et
modifiés obtenus dans cet éluant sont sensiblement équivalents a ceux obtenus en tampon
phosphate (figure 11.11). Néanmoins, les volumes sont comparables & ceux obtenus en
phosphate/méthanol et les polymeres sont €lués quantitativement. Les interactions avec la
colonne semblent donc minimisées dans ce milieu. A partir de ces considérations, la
détermination des masses moléculaires moyennes par diffusion de 1a lumiére laser en KSCN
0,2 M est possible.

3-1-2 Etude par diffusion de la lumiére laser

3-1-2-1 Rappels théoriques

Un photogoniodiffusiométre permet de déterminer le rapport de Rayleigh défini par :

—

2]

— X
Io

rZ
AR (0) = — 1
(6) v (1
ou I g est l'intensité de la lumiere diffusée par le volume de diffusion V mesuré a la distance r de
I'échantillon. I est l'intensité de la lumiere incidente.

A partir du rapport de Rayleigh, on accéde a la masse molaire moyenne en poids _I\Xp par la

relation [2] :

KC (L ioace+ ) @
AR(g) My P(6)
(dn/dC)

ott K a pour expression K = 4n2n2

(3]
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CHAPITRE 11 : Synthése et caractérisation de dérivés amphiphiles du dextrane

avec C : la concentration du polymere
Ag: 20d coefficient du Viriel
n : indice de réfraction du solvant pur

dn/dC : variation de l'indice de réfraction du solvant avec la concentration du polymeére
A : longueur d'onde incidente (632,8 nm)

N : nombre d’ Avogadro

C : concentration du polymeére en solution

P(0) est appel€ facteur de diffusion et tient compte de l'atténuation de l'intensité diffusée dans le
cas de solutions diluées de polymeres.
P(8) a pour expression P(8) = AR(0)/AR°(0) et tend vers 1 dans le cas de solutions idéales

(petites molécules) comme le montre 1'équation [4] :

162 . .0
2 smzj 4]

PO =1-

P(8) étant évalué par la relation [4] et les termes de l'expression [2] explicités, 1'expression

globale s'écrit finalement comme suit [5]:

KC

= —_1= + 2A2C + ——2-Rgsm
ARB MP

A

167 6
o [5]

La méthode graphique de Zimm Kc
(4

double extrapolation a angle nul et & concentration nulle conduit 4 la détermination de 1/ M, .

= £(C,0) découle directement de cette expression. La

Les pentes & angle nul et & concentration nulle ame&nent respectivement aux valeurs de Ap et du

rayon de giration Rg (<Rg§>1/2 rayon moyen d'ordre z dans le cas de polymeére polydispersé).

3-1-2-2 Eguipement.s et conditions opératoires

Deux types d'appareils sont 4 notre disposition pour réaliser des mesures de masse moléculaire
en poids par diffusion de la lumiere laser. Nous avons eu recours a un appareil de diffusion de
la lumiére laser aux petits angles ou LALLS en mode statique et & un photodiffusiometre multi-
angles ou MALLS en mode dynamique, c'est a dire, couplé a une colonne chromatographique
d'exclusion stérique.

a) Cas du LALLS

Les mesures de diffusion de la lumiére laser sont réalisées au moyen du Chromatrix KMX 6
(Milton Roy, Wyatt Technology Corporation, E.U.) avec A = 632,8 nm & un angle

d'observation fixé & 6°. La variation de la concentration du polymere (0,5 a 2 g/l) conduit a la
détermination de M . Les solutions sont filtrées sur filtre Millex (Millipore) de 0,22 pm ainsi

que I’éluant. Un filtre de méme nature est placé on-line dans le dispositif.
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Les mesures par diffusion de la lumiére laser aux petits angles (LALLS) ont été réalisées
exclusivement dans des conditions statiques, le logiciel en place n'étant pas adapté & une
utilisation en mode dynamique.

b) Cas du MALLS
Le photodiffusiométre (A = 632,8 nm) Wyatt Dawn modéle F commercialisé par la firme
précédente, est constitué de plusieurs photodiodes qui mesurent l'intensité diffusée 4 18 angles
d'observation compris entre 10° et 175°. Le couplage de cet appareil avec un systtme
d'exclusion stérique muni d'un réfractometre différentiel noté SEC-MALLS, permet l'acces aux
diverses masses molaires moyennes en nombre, en poids, d'ordre z, aux indices de
polymolécularité ainsi qu'a la distribution des masses molaires et au rayon de giration (Rg >
100 A). Les mesures sont pilotées et traitées simultanément par le logiciel ASTRA (Wyatt
Technology Corporation). Le syst¢me chromatographique est détaillé ci-dessous :

Pompe : Merck 655-A1LC

Détecteur : réfractométre différentiel (Waters)

Colonne Lichrospher Diol SI 300 10 pm (10x250) Merck

Débit : 0,7 mL/min

Injections de 20 ul
Les solutions a injecter sont préparées dans 1'éluant a 2 g/L et agitées vigoureusement pendant
plusieurs heures. Ce systéme et le traitement qui s'en suit permettent d'évaluer la quantité €luée
exactement. Une seule concentration injectée suffit donc pour connaitre M p, et la distribution

des masses molaires. Les Rg des polyméres que nous avons testés sont trop faibles pour &tre
évalués de fagon correcte et les M y, sont surestimées. En effet, dans ce type de calcul, chaque
tranche du chromatogramme est attribuée a une fraction isomoléculaire Mj du dextrane alors

qu'il s'agit en fait de fractions polymoléculaires de masse moyenne Mp;. L'utilisation de
colonnes plus résolutives aurait vraisemblablement permis d'obtenir des valeurs de M y plus

exactes.
Les valeurs des dn/dc sont mesurées par un réfractométre différentiel Optilab 903 (Wyatt
Technology Corporation) en connaissant la teneur en eau de chaque polymére. Celle-ci est

quantifiée par séchage sous vide de 2 heures & 65°C suivi d'un refroidissement jusqu'a
température ambiante.
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3-1-2-3 Détermination des masses molaires movennes

Les dextranes-phénoxy et leurs précurseurs ont été caractérisés au LALLS et/on au MALLS
dans KSCN 0,2M. Les élutions effectuées en SEC-MALLS sont quantifiées par le logiciel en
connaissant les valeurs de dn/dc, ce qui permet une correction de la concentration.

Les masses molaires moyennes en poids et en nombre sont données dans le tableau I11.7. La
précision des valeurs avoisine 10 %.

Polymere Taux de groupes —Mp LALLS ﬁp MALLS —M_n MALLS
phénoxy en
mmol/g (g/mol) (g/mol) (g/mol)
T40 lot n°1 - 40 600 37 200 31 300
T40 lot n°2 - 45 300 43200 34 700
Blanc e yniiise - 31 600 32000 25 700
DexCly - 35 700 ND -
DexPA1 (7) 0,14 45 050 ND -
DexClg - 11 850 ND -
DexPAj (9) 0,12 10 350 12 000 10 600
DexClys 29 900 29 900 23 000
DexPAjz (13) 0,10 20 100 22 000 16 900
DexClg 30 300 ND -
DexPB1 (8) 0,60 157 300 32 400 -
DexClyg 37 300 36 600 29 950
DexPBj (10) 0,56 65 600 29 200 23 150
DexClyp 41 500 38 600 29 300
DexPB3 (12) 0,51 127 300 36 800 32 000
DexClg 30 300 ND -
DexPCj (8) 0,05 29 300 24 400 17 300
DexCly1 45 650 44 200 33 750
DexPCop (11) 0,06 40 050 36 600 27 700

Tableau IL7: My et M p des dextranes et de leurs dérivés chlorés et phénoxy estimées au

LALLS et au SEC/MALLS. Le chiffre entre parenthéses qui succéde a un DexP, indique le lot
de DexCl dont il provient. Seuls les DexClj] et DexCljp sont issus du lot de T40 n°2.

Les résultats obtenus sont riches en renseignements.

Onnotera: - une diminution des T/I—p des dextranes chlorés par rapport au dextrane,

confirmant déja les résultats obtenus en SEC,

- une surestimation plus ou moins importante des M p des dextranes-phénoxy

DexPB, a taux de substitution élevé en groupes phénoxy, par la mesure au LALLS.
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Ceci est vraisemblablement 1ié€ 4 la présence d'agrégats de polymere de haute masse molaire
dans la solution. Méme en présence d'ions chaotropes, certaines interactions entre les chaines
de polymeres subsistent, ce qui laisse supposer que ce dérivé présente un caractére associatif
non négligeable. Notons que la formation d'agrégats a €galement ét€ mise en évidence dans
I'eau sur tous les DexP, m&me les moins substitués en groupes phénoxy. Concernant ces
dérivés DexPB, la discordance des résultats obtenus au LALLS et au SEC/MALLS est liée au
fait que, dans le second cas, la colonne interposée entre l'injecteur et le détecteur peut jouer le
role de filtre, empéchant I'élution des agrégats. Quoiqu'il en soit, ces agrégats sont minoritaires
car l'élution sur la colonne est quasi-quantitative.

- une bonne corrélation entre les analyses effectuées par les deux équipements lorsque
les échantillons sont peu ou pas porteurs de noyaux aromatiques.

Tous les dextranes modifiés présentent des _ﬁp inférieures aux dextranes T40. Les DexP

possedent des masses molaires moyennes en poids comprises entre 20 000 et 30 000 g/mol a
I'exception du DexPA; dont le précurseur chloré a subi des coupures de chaines importantes.
Soulignons aussi que les profils chromatographiques obtenus en SEC ne montrent pas de
variation importante des indices de polymolécularité des divers dextranes a I’exception toujours
du DexPAj et de son précurseur chloré.

En conclusion, la diffusion de la lumiére laser couplée a une chromatographie d'exclusion
stérique est une technique adéquate pour déterminer les M p et les profils de distribution de
masses molaires de polymeres particuliers tels que les polymeéres amphiphiles, lorsque les
conditions d’analyse sont bien adaptées. Cette étude a permis de mettre en évidence la
diminution des masses moléculaires moyennes des polyméres aprés réaction a I’épichlorhydrine
et la nature plus ou moins amphiphile des dérivés DexP, en fonction de leur taux de substitution
en groupes phénoxy. En ce qui concerne le dextrane le plus substitué, la présence d'ions
chaotropes tels que SCN- ne suffit pas pour dissocier entiérement toutes les interactions
phénoxy-phénoxy formées.
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3-2 ETUDE VISCOSIMETRIQUE EN SOLUTION DILUEE
3-2-1 Aspects théoriques

Les études viscosimétriques des polyméres en régime dilué permettent d'accéder aux
caractéristiques géométriques de la pelote macromoléculaire. Le comportement d'un polymeére
est mis en évidence dans un solvant donné, a une température donnée. Les parameétres
accessibles par cette méthode sont la viscosité intrinséque [n], la masse moléculaire moyenne
viscosimétrique notée M y en relation avec la loi de Mark-Houwink si celle-ci est connue et
enfin les dimensions des chaines. De plus, les mesures de viscosité reflétent 1'état de solvatation
des macromolécules i.e. la qualité¢ du solvant, et mettent en évidence la formation éventuelle
d’interactions intra et intermoléculaires.

Le parametre essentiel et accessible par simples mesures est [n], définie comme étant la
viscosité réduite a dilution infinie.

Les termes usuels et les définitions correspondantes sont repris dans le tableau I1.8.

Symbole | Définition Nom Unité
ns k p to | Viscosité du solvant pur | Poiseuille ou Pa.s-1
n k pt Viscosité d'une solution | Poiseuille ou Pa.s-1
de polymere
. tto
] lim 0 C
Viscosité intrinséque dL/g
C—0
Nsp %9 Viscosité spécifique sans dimension
Mr % Viscosité relative sans dimension
Nsp Lo Viscosité réduite dL/g
C to C
In™w In(t/t0) Viscosité inhérente dL/g
C C

Tableau I1.8 : Nomenclature usuelle en viscosimétrie
to : temps d'écoulement du solvant pur a la température T
t: temps d'écoulement d'une solution de polymeére de concentration C a
la température T

k est une constante, p est la densité du solvant pur
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M etMs sont mesurables directement & 1’aide un rhéometre. L'utilisation d'un viscosimetre
capillaire revient 2 mesurer I'écoulement de solutions de polymeres puis a évaluer les grandeurs
mathématiques et physiques mentionnées dans le tableau. '

La viscosité intrinseéque est accessible par interprétation graphique. En :effet, la double
extrapolation a concentration nulle des viscosités réduite et inhérente conduit a [1] et repose sur

les équations de Huggins et Kraemer :

ol

P = ] + kg MJ2C + ...

"= [n] - kx [M12C+ ...

ol les constantes de Huggins ky et de Kraemer ki reflétent la qualit€ du solvant pour le

équation de Huggins :

—
o}
=

¢quation de Kraemer :

2

polymere étudié. En effet, ky compris gé€néralement entre 0,3 et 0,8 est d'autant plus petit que
les interactions polymere/solvant sont fortes ou en d'autres termes, que le milieu constitue un
bon solvant pour le polymere considéré. Cette constante augmente avec la rigidité des chaines
macromoléculaires et/ou avec l'agrégation des macromolécules entre elles, jusqu'a devenir
supérieur a 1 dans le cas des polymeres associatifs. D'autre part, [1] refléte la taille de la pelote
macromoléculaire. Ainsi, 2 masse moléculaire équivalente, une compacité d'une pelote résultant
de la présence d'interactions intramoléculaires sera révélée par une baisse de [1] . De méme,
une diminution de la taille de la pelote due & une réduction des masses moléculaires moyennes
du polymeére se traduira par une diminution de [n]. La qualité de deux solvants vis-a-vis d'un
polymere est évaluée par comparaison des [n] et des ky.

3-2-2 Matériel et conditions opératoires

Les mesures de viscosité ont été réalisées au moyen d'un viscosimetre automatique TI.1
(Sematech) équipé d'un capillaire de type OSTWALD de 0,36 mm de diameétre, thermostaté a
25°C £ 0,1°C. Ce type de capillaire est préconisé pour les polymeres qui ont tendance a
mousser, comme les dextranes-phénoxy. Les solutions-méres de polymeres (6 g/dL) sont
préparées dans l'eau ultra-pure (Milli-Q, systéme de purification Millipore) 24 heures avant
dilution.

3-2-3 Influence du taux de substitution

A T'inverse des mesures de —Mp, la formation d’agrégats & faible concentration n’influence pas
de fagon significative [n]. Ainsi, le dextrane T40 et certains de ses homologues hydrophobisés
ont été étudiés dans I'eau pure, milieu dans lequel ils ont été utilisé€s ultérieurement. Les €tudes
viscosimétriques en capillaire ne sont fiables que sur des solutions de polymeres parfaitement
newtoniennes. En effet, dans le capillaire, le gradient de cisaillement auquel les macromolécules
sont soumises, augmente & l'approche de la paroi. Si les macromolécules se déforment sous
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l'effet du gradient de cisaillement, leur comportement n'est plus newtonien, et il en résulte une
sous-estimation des temps d'€coulement et donc des viscosités calculées.

Dans un premier temps, des mesures rhéologiques (Rheometrics, géométrie double couette) de
diverses solutions de polymeére ont permis de vérifier leur caractére newtonien dans une trés
large gamme de gradient de cisaillement et de concentration (0-100 g/L).

La figure I1.12 compare les courbes de viscosités réduites de divers dextranes en fonction de
leurs concentrations. Ces courbes répondent toutes & une loi linéaire selon I’équation d’Huggins
et leur extrapolation conduit bien a la détermination des [n] considérées.

Le tableau I1.9 suivant reprend les viscosités intrinséques, et les coefficients de Huggins kg
pour quelques dextranes.

taux de
N M hénox kg
Polymere M p MALLS P M [n] dL/g
(g/mol) (mmol/g)
T40 1ot 1 37 200 0 0,182 0,47
T40 1ot 2 43 200 0 0,191 0,45
DexPCyp 36 600 0,06 0,175 0,37
DexPA3 22 000 0,10 0,116 0,31
DexPD 25 450 0,33 0,130 0,45
DexPB3 29 150 0,56 0,136 0,60
DexPB3 36 800 0,51 0,159 0,51

Tableau 11.9 : Caractéristiques de quelques dextranes par viscosimétrie capillaire dans I’eau a
25°C.

Les polymeres DexPCy, DexPB3 et DexPD proviennent du dextrane T40 lot n°2 dont la ﬁp

estimée par SEC-MALLS est supérieure a celle du lot n°l.

Les valeurs de la viscosité intrinséque des dextranes-phénoxy dans l'eau sont abaissées par
rapport a celles des dextranes. Cet abaissement de [1] correspond a une réduction des volumes
hydrodynamiques de chacun des DexP. La premiére origine de cette variation est attribuée a la
réduction des M p des dextranes modifi€s, survenues essentiellement au cours de la synthese
des dérivés chlorés. Nous soulignons les valeurs de ky inférieures a 0,8 dans tous les cas, ce
qui traduit d'une part la bonne qualité du solvant pour les polymeres étudiés et d'autre part,
I’absence d’agrégats formés par association intermoléculaire dans des proportions significatives

(ceci dans la gamme de concentration considérée).
Une loi de viscosité en fonction de la M p de dextranes, a ét€ établie dans l'eau & 25°C a partir

de trois dextranes dont les “I\Xp ont ét estimées au MALLS.
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Cette loi est donnée par I'équation suivante :
] =2,91.103. M 0392 (en dL/g)

Cette loi permet de calculer la viscosité intrinséque théorique [N]* qu'aurait un dextrane non
p q q q

modifi€ de M p connue.
La connaissance de [n] et de "M , des dextranes modifiés ou non permet de calculer le rayon de
giration moyen en nombre <RgI21>1/2 selon la théorie de Fox-Flory :

<Rg?>3/2
[n] = Q'—Iv‘l‘—— en dL/g avec @' = 4,23.1028

n

Les viscosités intrinseéques théoriques et expérimentales ainsi que les rayons de giration de
dextranes étudiés sont résumés dans le tableau I1. 10 ci-apres :

I Taux de Rg2o172
ymere 1mlexp (dL/g)| [n1* (dL/g) (l:n;l:;g) n
(A)
T40 1ot 1 0,182 0,182 0 51
T40 1ot 2 0,191 0,191 0 54
DexPCp 0,175 0,179 0,06 48
DexPA3 0,116 0,147 0,1 36
DexPD 0,130 0,153 0,33 40
DexPBp 0,136 0,164 0,56 42
DexPB3 0,159 0,179 0,51 49

Tableau I1.10 : Comparaison des viscosités expérimentales [1] et théoriques en équivalent
dextrane [n]* de quelgues polyméres.

Pour chaque dextrane modifié, la viscosité intrinséque est inférieure a celle d’un dextrane de

M p équivalente. Ce phénoméne est trés marqué quand le taux de groupes phénoxy fixés sur le

polysacchan'_cle: est élevé. Ainsi sil’on compare les échantillons T40 (lot n°2), le DexPCj et le
DexPB3 de M péquivalente, on note une nette diminution de [n], d'autant plus importante que
le polymere est plus riche en groupes phénoxy. Cela suggére 1’établissement d’interactions
hydrophobes de type intramoléculaire et/ou une diminution des interactions polymeére/eau,
conférant aux macromolécules un volume hydrodynamique plus faible que celui des dextranes

de méme masse molaire.
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CHAPITRE 11 : Synthese et caractérisation de dérivés amphiphiles du dextrane

3-3 ETUDE PAR SPECTROSCOPIE DE FLUORESCENCE

La fluorescence est une technique susceptible de mettre en évidence la formation de
microdomaines hydrophobes dans des solutions aqueuses de polymeres. Cette technique
nécessite 'usage d'une sonde telle que le pyrene, soit libre dans la solution de polymere, soit
fixée sur ce dernier (17).

3-3-1 Principe

L'étude du spectre d'émission du pyréne en spectrométrie de fluorescence permet de déceler la
présence de microdomaines hydrophobes dans des solutions aqueuses de tensioactifs et de
polymeres associatifs (17,18). En effet, le spectre d'€mission du pyréne libre en solution
présente la particularité d'évoluer selon la polarité du micro-environnement dans lequel il est
dissous.

La figure II.13 illustre les différences des spectres d'émission du pyréne libre en fonction de la
polarité du milieu. Le rapport des intensités de la premi¢re bande I et de la troisieme bande I3
sera de l'ordre de 1,8 dans l'eau, milieu trés polaire, mais ne sera que de 0,6 dans 1'hexane,
milieu tres apolaire. L'intensité de la bande Iz (& A = 382 nm) est affectée par un changement de
polarité alors que la bande I7 (3 A = 371,4 nm) ne l'est que trés peu. Les résultats seront
commentés a partir de 1'évolution du rapport des intensités des deux bandes considérées soit
I1/13. Le pyréne trés peu soluble dans 1'eau se placera préférentiellement dans des micro-
environnements apolaires présents en solution aqueuse. Cette propriété singuliere du pyréne (et
d'autres sondes) a été tout d'abord mise a profit pour déterminer les concentrations micellaires
critiques (cmc) de tensio-actifs en solution aqueuse (17). Le rapport 11/I3 pour des solutions de
sulfate de dodécyle de sodium est de l'ordre de 1,8 lorsque sa concentration est inférieure a sa
cmc et de 'ordre de 1,2 au dessus de la cmc. Selon le mé&me principe, I'étude de 1'évolution du
spectre d'é€mission du pyréne permet de déceler la présence de domaines hydrophobes dans des
solutions aqueuses de polyméres associatifs ou de mettre en évidence les interactions
polymeres/tensio-actifs. Cette technique est couramment employée au laboratoire pour
caractériser des polysaccharides associatifs (19).
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dextranes en fonction de la concentration des polyméres et de leur teneur en groupes
phénoxy.
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3-3-2 Conditions expérimentales

L'évolution du rapport 11/I3 du spectre d'émission du pyréne a été étudiée en fonction de la
concentration du polymeére et du taux de groupements phénoxy.

Pour cette étude, le pyreéne utilisé est de haute pureté (> 99,9 %, BCR, Bruxelles). Les
solutions-meres de polymeres (1 & 100 g/L) sont préparées dans 'eau Milli-Q et agitées pendant
20 heures. La concentration finale en pyréne dans les solutions (eau pure ou solutions de
polymeres) est constante et de 1'ordre de 10-6 mol/L. Les solutions sont préparées par addition
de pyréne préalablement dissous dans I'éthanol. La longueur d'onde d'excitation du pyréne est
fixée a 335 nm. Les spectres d'émission sont obtenus a 25°C et enregistrés entre 350 et 500 nm
sur un spectrometre SPEX Fluorolog 2. La largeur de fentes est fixée & 0,5 mm en excitation et
en émission.

3-3-3 Variation du rapport 1;/I3

Conformément aux conditions opératoires citées ci-dessus, les spectres d'émission du pyréne,
dans les solutions d'eau Milli-Q de T40 et de ses dérivés le DexPCy (0,05 mmol de
phénoxy/g), le DexPA1 (0,1 mmol/g) et le DexPB2 (0,51 mmol/g) ont été réalisés. La figure
II.14 illustre 1'évolution du rapport I1/I3 pour divers polymeres en fonction de leurs
concentrations.

Pour le dextrane de départ, le rapport I3/I3 est €gal a 1,80 (£ 0,02) dans toute la gamme de
concentrations étudiée. Cette valeur est proche de celle obtenue pour le pyréne libre en solution
dans l'eau (I1/I3 = 1,80). Le pyréne se trouve dans un micro-environnement polaire dans lequel
on ne décele pas de microdomaines hydrophobes. Ce polymere, trés hydrophile, ne contient
pas de segments hydrophobes, il est donc normal que le rapport I1/I3 ne varie pas quelle que
Soit sa concentration.

Les dérivés phénoxy du dextrane présentent, a partir de concentrations d'autant plus faibles que
le taux de substitution des polymeéres en groupes phénoxy est élevé, des microdomaines
hydrophobes mis en évidence par la chute du rapport I3/13.

Ce rapport décroit d'autant plus vite que la concentration du polymére augmente jusqu'a
I'obtention d'un second plateau inférieur a I3/I3 équivalent & 1,1 (£ 0,03). Cette valeur indique,
de la méme fagon que dans le cas d'organisation micellaire des surfactants, que les groupements
aromatiques du dextrane interagissent entre eux pour créer des microdomaines hydrophobes.
Ceux-ci sont alors capables d'accueillir des molécules de pyréne et de les isoler du milieu
aqueux.
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Finalement, l'interprétation des courbes peut étre réalisée en considérant 3 zones différentes
(19):

* La premiére zone correspond au plateau supérieur. Aux faibles concentrations en polymere, le
rapport I1/I3 ne varie que trés peu avoisinant 1,8 et signifie que le pyréne est situé dans un
environnement polaire.

* La zone intermédiaire est représentée par la transition entre les deux plateaux ou le rapport
I1/I3 ne cesse de décroitre avec la concentration du polymeére. Cette zone de transition aurait
pour origine I'établissement progressif des microdomaines intra et/ou intermoléculaires dans
lesquels le pyréne pourrait étre solubilisé. Avec l'accroissement de la concentration en
polymere, la part des interactions intermoléculaires augmente vraisemblablement.

* La troisieme zone équivaut au plateau inférieur ou toutes les molécules de pyrene se
retrouvent dans un environnement apolaire quelle qu’en soit sa nature.

Les dérivés étudiés et leur polymere parent présentent tous des courbes d'allure distincte. Plus
le polymere est hydrophile, moins il aura tendance & former des poches hydrophobes
susceptibles d'emprisonner les molécules de pyreéne.

Plus le taux de groupements phénoxy portés par les DexP augmente, plus la concentration en
polymeére nécessaire pour que les macromolécules commencent a s'organiser pour former des
microdomaines hydrophobes est faible. Néanmoins, la formation de ces microdomaines
hydrophobes n’intervient qu’a des concentrations en polymeére relativement €levées révélant un
caractere amphiphile relativement peu prononcé (20).

Cette étude par spectroscopie de fluorescence du pyréne a permis de mettre en évidence le
caractere légerement amphiphile des dextranes hydrophobisés. La formation de microdomaines
hydrophobes dans les solutions de dextranes est clairement visualisée par la chute plus ou
moins importante du rapport I1/I3 quand la concentration en polymeére augmente. C’est donc le
dérivé DexPB qui posséde la plus grande aptitude a former des interactions intra et
intermoléculaires dans I’eau.
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4- CONCLUSION

Différents dérivés du dextrane ont été préparés par introduction contrdlée de groupements
phénoxy sur le polysaccharide. Les caractéristiques physico-chimiques des dextranes modifiés
ont été déterminées en solution par diverses techniques telles que la viscosimétrie, la
chromatographie d'exclusion stérique couplée a la diffusion de lumiére laser et la fluorescence.
La modification chimique du dextrane est réalisée de la facon suivante: dans un premier temps,
le polysaccharide est trait€ par 1'épichlorhydrine, ce qui conduit a la formation d'un
intermédiaire chloré réactif. Cette étape a lieu en milieu acide, provoquant une hydrolyse
partielle des liaisons glucosidiques et, par voie de conséquence, une diminution de la masse
moléculaire moyenne des dérivés obtenus. Les conditions de réaction ont été optimisées afin de
limiter au maximum cette réaction d'hydrolyse.

Le traitement des dérivés chlorés obtenus par une solution aqueuse de phénol conduit, dans des
conditions bien définies, a des polyméres DexP plus ou moins substitués en groupements
phénoxy. La chromatographie d’exclusion stérique ainsi que les études de viscosité permettent
de mettre en évidence une réduction du volume hydrodynamique des polymeéres-phénoxy par
rapport au dextrane de départ. La réduction de masse moléculaire moyenne des poly'méres
modifiés ne suffit pas 4 expliquer, a elle seule, la diminution de leur viscosité en solution. Cette
réduction de viscosité est la conséquence directe de la présence des groupements phénoxy, sur
la chaine du polysaccharide. En régime dilué, ces groupes ont tendance a s'associer pour
former des interactions hydrophobes intramoléculaires et les macromolécules adoptent de ce fait
une conformation plus compacte.

L'étude viscosimétrique, réalisée en régime dilué, n'a pas permis de mettre en évidence la
formation d'agrégats consécutifs & la mise en place d'interactions intermoléculaires.
Néanmoins, 1'utilisation de techniques beaucoup plus sensibles a la présence d'especes de haut
poids moléculaire telle que la diffusion de lumiére laser aux petits angles en milieu aqueux,
indique clairement la présence d'agrégats en milieu aqueux, particulierement dans le cas du
dextrane le plus substitué en groupes phénoxy. Enfin, des études de fluorescence & des
concentrations en polymere beaucoup plus élevées montrent que des interactions hydrophobes
se mettent également en place en régime semi-dilué et concentré.

L'ensemble de ces résultats traduit le caractére plus ou moins amphiphile des polymeres
préparés et leur aptitude 4 former des microdomaines hydrophobes par association intra et
intermoléculaires. Le caractére amphiphile de ces polymeres est d'autant plus prononcé que leur
contenu en groupes phénoxy augmente. Dans les chapitres suivants, nous tenterons de corréler
les propriétés physico-chimiques des différents DexP préparés, d'une part avec leurs propriété€s
d'adsorption 2 l'interface polystyréne-eau, et d'autre part avec les propriétés de surface des
matériaux obtenus.
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ADSORPTION DES DEXTRANES AMPHIPHILES SUR LES
PARTICULES DE POLYSTYRENE

STABILISATION CHIMIQUE DE LA COUCHE ADSORBEE
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Figure 1.1 : Conformation d'une chaine de polymeére a une interface liquide/solide avec des
segments directement lié a la surface (trains) ou plus déployés en solution (boucles et queues) .



CHAPITRE III : Adsorption des dextranes amphiphiles sur les particules de polystyréne

1 - GENERALITES SUR L'ADSORPTION DES POLYMERES
AUX INTERFACES SOLIDE-LIQUIDE

Les phases de polystyréne-divinylbenzéne présentent des propriétés mécaniques, une stabilité
chimique et des caractéristiques granulométriques adaptées a la mise en oeuvre de séparations
rapides et résolutives en C. L. H. P.

Cependant, leur caracteére hydrophobe constitue un obstacle & leur utilisation pour les
séparations chromatographiques de biopolymeéres en milieu aqueux. Pour pallier cet
inconvénient, différentes technologies peuvent étre mises en oeuvre, visant en particulier a
recouvrir la surface des particules par adsorption d’un polymeére amphiphile. Dans cette
premiére partie, nous proposons d'exposer succinctement l'aspect théorique de 1'adsorption des
polymeres aux interfaces solide-liquide.

1-1 INTRODUCTION

L'adsorption des polyméres aux interfaces solide-liquide est un phénomeéne impliqué dans de
nombreux procédés parmi lesquels on peut citer la stabilisation des colloides, la floculation,
I’adhésion, ’enrobage...

Ce phénomene fait depuis une vingtaine d’années, 1’objet de nombreuses recherches tant
théoriques qu’expérimentales. La représentation usuelle d’une chaine flexible de polymere
adsorbée sur une surface solide comprend trois parties : les monomeres en interaction directe
avec la surface constituent les trains, les segments entre les trains sont déployés en solution
sous forme de boucles et les extrémités de chalnes sont les queues (figure II1.1).

Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer les phénomenes d'adsorption des
polymeres aux interfaces. Dés 1953, Frisch et coll. (1) ont proposé une approche théorique
utilisant un modele de chaine isolée. Cette approche a ét€ étendue a d'autres cas en tenant
compte des eftfets de volume exclu et des interactions entre chaines adsorbées sur une surface.
La théorie de champ moyen exprime 1’énergie d’interaction moyenne en fonction de la
distribution de probabilité des configurations des chaines adsorbées. En particulier, les
prévisions les plus intéressantes du modele de Scheutjens et Fleer (2) concernent les parametres
conformationnels : fraction de concentration de chaque espece (boucles, queues, trains), taux de
recouvrement, proportions de boucles, trains et queues. Mais ce modele ne tient pas compte des
effets de fluctuations qui doivent étre importantes dans les couches diffuses et d’autres théories
comme celle dite de lois d’échelle ont été proposées. L’application des lois d’échelle aux
solutions de macromolécules a en particulier été¢ montrée par De Gennes, qui a ainsi largement
contribué i une meilleure compréhension des polyméres aux interfaces solide/liquide (3). Plus

récemment, de nouveaux modeles ont été établis et refletent davantage la réalité en considérant
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la polymolécularité des polyméres (4), les copolymeres statistiques, I'adsorption multicouche
(5), les surfaces chargées...

Parallelement a ces études théoriques se sont développées de nombreuses techniques
expérimentales telles que I’Infra-Rouge, 1’ellipsométrie, la spectroscopie de corrélation de
photons, la diffusion de neutrons aux petits angles, la Résonance Paramagnétique Electronique
(RPE) et la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Ces méthodes permettent de mesurer la
quantité de polymere adsorbée, 1’épaisseur de la couche interfaciale, les profils de concentration
en monomere quand on s’éloigne de la surface.

Toutes ces techniques ainsi que les différentes théories concernant I’adsorption des polymeres
aux interfaces ont fait I’objet de nombreuses revues détaillées (6, 7, 8).

1-2 CARACTERISTIQUES DU MECANISME D'ADSORPTION

L'adsorption d'un polymere & l'interface solide/liquide dépend des interactions mises en jeu
entre le polymere, le solvant et la surface. Les propriétés physico-chimiques du polymeére
influencent son adsorption. Dans le cas simple d'un homopolymere, les facteurs-clé sont sa
longueur de chaine, sa polymolécularité, sa linéarité, sa flexibilité et bien sfir, sa nature
chimique. Le cas des copolymeres est beaucoup complexe car la structure primaire et la
contribution des différents monomeres interviennent de fagon non négligeable dans le processus

d'adsorption. Pour les polyélectrolytes, la charge nette doit étre considérée.

La qualité du solvant vis-a-vis du polymere est & apprécier puisque certains auteurs suggerent

que la quantité de polymére adsorbée sur une surtace solide est toujours supérieure dans un
solvant 6 que dans un bon solvant (9).

En ce qui concerne la surface, ses caractéristiques structurales sont a prendre en compte
également. Les mécanismes d'adsorption ne sont pas les m&mes qu'il s'agisse d'une surface
plane ou sphérique. Enfin, la rugosité et la porosité interviennent dans le phénoméne
d'adsorption.

La prise en compte de ces quelques considérations nous amene & discuter de quatre aspects de

I'adsorption des polymeéres aux interfaces liquide/solide. Ces aspects sont classés d'un point de

vue thermodynamique, cinétique, structural et dynamique d'apres Cohen-Stuart et coll. (6).
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* Aspect thermodynamique
Le parameétre le plus accessible est la quantité de polymere adsorbée a la surface d'un solide. La
quantité de chaines adsorbées a la surface d'un solide notée I', exprimée en masse par unité de
surface dépend des parametres tels que :
- I'énergie d'interaction polymere/solide. Les interactions mises en jeu peuvent étre du type
Van der Waals, électrostatique, hydrophobe, liaisons hydrogéne ;
- I'énergie d'interaction polymeére/solvant. L'aptitude du solvant & former des liaisons
hydrogéne et son pouvoir de solvatation pour le polymere sont importants ;
- la concentration du polymere a 1'équilibre.

La réalisation d’une isotherme d'adsorption consiste & déterminer la quantité adsorbée I' en
fonction de la concentration du polymeére a I'équilibre. La courbe obtenue est une caractéristique
propre et fondamentale de chaque systéme solide/polymére/solvant a une température donnée.
Sa forme globale indique le type d'isotherme en terme d'adsorption physique ou chimique et en
terme du nombre de couches adsorbées.

L'épaisseur 0 de la région interfaciale est un parameétre important. En effet, c'est dans cette
région que se produisent les perturbations structurales; les termes énergétiques (enthalpiques et
entropiques) du systéme ainsi que la tension interfaciale en dépendent. Toutes les théories
supposent l'atteinte de 1'€quilibre thermodynamique mais il peut y avoir des barriéres
énergétiques qui empéchent 1'équilibre d'étre atteint dans une échelle de temps imposée par
I'expérience. Ces barriéres sont associées aux réarrangements conformationnels des chaines de
polymeres dans la région interfaciale.

* Aspect cinétique

Quand les caractéristiques d'un systeme solide/polymere/solvant sont changées (concentration,
surface, température, solvant...), celui-ci évolue jusqu'a une nouvelle position d'équilibre.
Quelques études ont démontré que les paramétres énergétiques et 1'épaisseur interfaciale varient

au cours du temps. Des études cinétiques sont nécessaires mais pas suffisantes pour indiquer
I'équilibre thermodynamique.

* Aspect structural

A l'interface, un polymere est adsorbé dans une conformation dynamique qui comprend des
trains (segments directement liés a la surface), des boucles (segments libres entre deux
trains) et des queues (segments libres a l'extrémité d'une chalne ou chaine pendante).
L'extension des boucles et des queues détermine 1'épaisseur de la région interfaciale. La
fraction de segments en trains notée Pads, accessible par diverses méthodes, est caractéristique

d'un systéme solide/polymeére/liquide.
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Le modele de Scheutjens et Fleer (2) relie Pads 4 la quantité de polymere adsorbée :
- 4 faible taux de recouvrement, le polymére adopte une conformation aplatie entralnant un taux
maximal de segments en trains ;

- 4 plus fort taux de recouvrement, l'augmentation de la densité de polymére conduit au
repliement des chaines et a l'apparition d'un plus grand nombre de segments libres.

* Aspect dynamique

Enfin, ce dernier aspect reléve des fluctuations conformationnelles des macromolécules li€es au
phénomene de diffusion des molécules a l'interface.
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Adsorption par interactions hydrophobes d'un polymere hydrosoluble contenant une faible

concentration de groupes hydrophobes => Formation d'une couche hydrophile

SoLuTION HYDROPHILES
AQUEUSE
POLYMERE
= HYDROSOLUBLE
| ‘ ’ / ET HYDROPHILE

HYDROPHOBES

/ / | ' SURFACE DE PS-DVB

Figure 1.2 : Concept de I'hydrophilisation de particules de PS-DVB par adsorption de
polymeéres amphiphiles.
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2 - ETUDE DE L'ADSORPTION DES DEXTRANES-PHENOXY
SUR LE POLYSTYRENE

L’hydrophilisation des particules de PS-DVB par adsorption de dextranes-phénoxy a leur
surface se déroule en plusieurs étapes :
- lavage et conditionnement des particules de PS-DVB,
- adsorption des polymeéres a la surface des billes, schématiquement représentée sur
la figure 1.2,
- stabilisation de la couche de polymére adsorbé par réticulation chimique,
- lavage des particules par un détergent,

Cette étude a été réalisée sur des particules poreuses fournies gracieusement par Rohm et Haas
de type Amberchrom CG162s (Philadelphie, Etats-Unis). D'aprés le fournisseur, les
caractéristiques principales de ces particules sont :

- un diameétre moyen dp de 40 pm,

- un diameétre moyen de pores de 1000 a 1500 A,

- une surface spécifique de 200 m2/g.

2-1 CONDITIONNEMENT DES PARTICULES

Cette opération consiste d'une part, a éliminer des billes les divers contaminants et impuretés
provenant de leur fabrication et d'autre part, & éliminer les particules de petites tailles et débris
nommées “fines”. Ce protocole, indispensable avant l'usage des particules pour que les
résultats obtenus soient reproductibles d’un lot a 1’autre, repose sur un certain nombre d'étapes
de lavages dans des solvants de polarités diftérentes :

- 10 g de billes seéches sont mises en suspension dans 50 mL un mélange méthanol et HyO (1/3
V/V). Les particules de PS-DVB n'étant pas mouillées par l'eau, il convient de les imbiber
préalablement de méthanol. La suspension est homogénéisée par agitation tournante pendant
une nuit. Aprés une décantation de 24 heures, le surnageant opaque est éliminé.

- Les particules sont lavées dans 100 mL d’eau distillée, agitées pendant 10 minutes puis
décantées. Cette opération de lavage & l'eau est répétée 3 fois. Les particules de polystyréne
sont lavées sur fritté par des mélanges eau/acétonitrile, avec des pourcentages croissants en
acétonitrile.

- La suspension est agitée pendant 48 heures dans l'acétonitrile. Apreés élimination du
surnageant, les particules sont lavées sur fritté par des solvants eaw/acétonitrile en pourcentages
croissants en eau jusqu'a 100 % en eau.
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- Enfin, les billes sont mouillées par 27 mL d'éthanol et 135 mL d'eau contenant de 'azide de
sodium 2 0,3 g/L sont ajoutés. Ce mélange constitue le solvant de stockage des billes.

- La concentration des particules dans la suspension doit étre déterminée. Pour ce faire, le
mélange est homogénéisé et le prélevement d'l mL de suspension est réalisé. Les particules
sont lavées, filtrées, séchées puis pesées. En général, la composition du mélange est ajustée
pour qu’un mL de suspension corresponde & 50 mg de billes de PS-DVB séches.

- Avant leur utilisation, les particules sont de nouveau lavées dans 'éthanol pendant 3 heures
(5 mL/mL de suspension) puis au moins 3 fois & l'eau distillée (SmL/mL de suspension). Les
divers surnageants sont prélevés aprés centrifugation de 15 minutes & 5000 tours/minute.
L’absence d’impuretés dans la derniére eau de lavage est controlée par spectroscopie UV (200 a
300 nm).

2-2 METHODES DE DETERMINATION DES PROPRIETES
D'ADSORPTION

2-2-1 Principe

Les propriétés d’adsorption des DexP a la surface du polystyréne ont été étudiées d'un point de
vue cinétique et thermodynamique.

La détermination de la cinétique d’adsorption repose sur la mesure de la quantité de polymere
adsorbée en fonction du temps, dans des conditions expérimentales fixées (concentration initiale
du polymere, solvant, température, volume de la suspension...).

50 mg de billes en suspension dans 1 mL d'eau sont mis en contact avec 4 mL d'une solution
de polymere a = 25 g/L. La quantité de polymére adsorbée sur les particules aprés des temps
d’imprégnation variables est dosée dans les conditions décrites ci-dessous.

La réalisation d’une isotherme d’adsorption consiste a4 déterminer la quantité de polymere
adsorbée en fonction de la concentration du polymére a 1’équilibre dans des conditions
expérimentales fixées (temps, solvant, température ...). En pratique, des solutions de dextrane
a différentes concentrations sont préparées dans l'eau distillée. 4 mL de solution sont mis en
contact avec 1 mL de billes (50 mg) en suspension dans l'eau sous agitation tournante pendant
20 heures puis la quantité de polymere adsorbée est évaluée.
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2-2-2 Méthodes de détermination de la quantité adsorbée

Le taux de recouvrement des supports est caractérisé par la quantité de polymere adsorbé sur le
polystyréne exprimée en mg/m?2 de billes séches. La quantité de dextrane adsorbée peut étre
déterminée par deux méthodes, soit la méthode du surnageant, soit par spectroscopie Infra-
Rouge.

Les particules en suspension dans la solution de dextrane sont centrifugées et le surnageant
prélevé. La quantité de dextrane adsorbée est obtenue par différence entre la quantité initiale de
polymere dans la solution et celle dosée dans le surnageant aprés imprégnation du support.

* Dosage des solutions de dextranes

Les surnageants dilués de 1 a 2 g/LL dans I’eau peuvent étre dosés par la méthode a 'anthrone
(10) conformément a la méthodologie donnée en annexe. Le dextrane de départ exempt de
chromophore est dosé systématiquement par cette méthode.

* Dosage spécifique des solutions de dextranes-phénoxy
Les solutions sont dosées a 269 nm a partir d'une courbe d'étalonnage
(€ = 1372 L.mol-l.cm1). Les dextranes-phénoxy sont couramment dosés par cette méthode,

plus facile a mettre en oeuvre que la précédente.

* Calcul de la quantité adsorbée
La quantité I" de polymére adsorbée est calculée selon I’équation [1] suivante :

CiV-CsV

I (mg/m?2) = .

(1]

avec V : volume total de la suspension (mL)
Ci : concentration initiale du polymeére dans la suspension (g/L)
Cs : concentration du polymere dans le surnageant (g/L)
m : masse du support sec (g)
S : surface spécifique des billes de PS-DVB (S = 200 m?/g)

L'estimation de la quantité adsorbée par cette méthode exige une grande précision. En effet,
compte tenu du nombre important de manipulations effectuées lors de la préparation et du
dosage (pesées, dilutions, dosages), l'incertitude sur la détermination de I peut Etre élevée et ce
d'autant plus que la concentration initiale en polymeére augmente. L'incertitude sur I' s'écrit

selon I’équation [2] :
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AT _A(CiV-CsV) Am

T V{Ei-Cy *m @

. Al ACi+ACs Ci+Cs AV Am 3
it =67 Cs TCi-Cs' V m U

Les erreurs liées a chaque terme sont estimées de la fagon suivante :

Am AV

F:i2% v=il% ACi=i’0,05g/L;ACS=i'O,1g/L

Les exemples ci-dessous illustrent 'augmentation de l'erreur commise sur la détermination de I

en fonction de la concentration initiale en polymeére ; cette erreur est d'autant plus grande que Ci
augmente.

exemple 1: Ci=37 g/LL Cs=33¢g/L V=5mL m =50 mg
on obtient—AFF = 23,2 % soit ' = 2,10 mg/m? + 0,45

exemple 2 : Ci=1,3 g/LL Cs=0 V=5mL m =50 mg
on obtientA?r = 14,5 % soit T = 0,65 mg/m2 + 0,09

La détermination des isothermes d'adsorption doit donc s'effectuer avec soin et rigueur. Ainsi,
les volumes prélevés sont calculés par pesée en connaissant la densité de chaque solution ou
suspension pour minimiser les erreurs.

2-2-2-2 Détermination directe par spectroscopie Infra-Rouge (IR)

La quantité de polymere adsorbée est directement mesurable par IR.

* Principe de la méthode
Pour mesurer la quantité de DexP adsorbée sur le polystyréne, deux longueurs d'ondes de
travail sont sélectionnées de fagon a répondre aux équations ci-dessous :

a A1 ol seul le polystyréne présente une absorbance, ona DOjp = 8}% .Cprs [4]
5 _ch . %)
adAr,ona DOy = EPS . Cps + 8Dexp . CDexP 5]

ol Cpexp €t Cps sont les concentrations respectives (g/g) du DexP et des billes PS-DVB dans la
pastille de KBr.

En divisant I'équation [5] par I'équation [4], membre & membre, on obtient :
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A A
DO» _ 8P§ + 8D2exP CbDexp (6]
DO1 e e Cps
PS PS
g2 e
En posant S =DD—8f, R = C]C);;P, k= erk'= —22F 1¢quation [6] s'écrit plus simplement
A A
8Ps EPS
S=k+k'R (7]

k et k’ sont déterminées graphiquement a partir d’une courbe d’étalonnage, selon la méthode
décrite ci-dessous.

* Conditions expérimentales

Les spectres en absorbance sont obtenus sur un spectrophotometre IRTF Bruker IFS 25. A
partir des spectres des polymeres DexP et des billes de PS-DVB finement broyées en présence
de KBr (2 mg de support dans 20 mg de KBr), deux longueurs d'ondes ont été choisies dont
A12795 cml, correspondant aux bandes de déformation de C-H aromatiques prépondérantes
dans le polystyréne-divinylbenzene, et A2 & 1452 cm-!, bande de vibration des C-H dans les
groupes CHp. La figure 111.3 représente les spectres respectifs de 2000 2 600 cm-! des billes de
PS-DVB nues, d'un dextrane-phénoxy seul et d'un échantillon de polystyréne recouvert. Les
dextranes-phénoxy n'absorbent pas de fagon significative 2 795 cm-1.

* Préparation des échantillons-étalons

Des échantillons-étalons sont préparés a partir de 50 mg de billes de PS-DVB, préalablement
lavées a l'eau, filtrées et séchées sous vide.

A 50 mg de billes, on additionne des quantités variables de polymére (0 2 20 mg) en solution
dans l'eau. Le mélange est homogénéisé pendant quelques heures puis lyophilisé€. La
connaissance des couples de valeurs (R, S) pour chaque polymere conduit a la détermination
d'une courbe d'étalonnage et permet I’obtention des coefficients k et k’.

* Préparation des échantillons a analyser
Apreés adsorption des polymeres, les particules sont lavées trois fois successives a I’eau, filtrées
puis séchées sous vide.

L'analyse du spectre d'un €chantillon inconnu permet d'accéder a S, rapport des densités
optiques ( DO/ DOy). On en déduit la valeur R ( Cpexp/ Cps) et donc la quantité Q de dextrane
adsorbée par g de PS-DVB. En divisant Q par la surface spécifique du polystyréne, on obtient
I en mg/m2. Cette méthode a été préalablement utilisée au laboratoire pour étudier des supports

a base de polystyréne enrobé d'alcool polyvinylique (11).
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2-3 INFLUENCE DU TAUX DE SUBSTITUTION DU DEXTRANE EN
GROUPES PHENOXY

2-3-1 Comparaison des taux de recouvrement déterminés par

diverses méthodes

L'objectif de cette étape préliminaire consiste a valider la méthode de détermination de I" par
dosage du surnageant. Pour ce faire, les résultats ainsi obtenus sont comparés a ceux calculés
par dosage direct en IR, de la quantité de dextrane déposée sur les billes de PS-DVB.

Le tableau III.1 compare les valeurs de I" obtenues par la méthode du surnageant et par IR.

Polymeére adsorbé
DexPA> DexPB; DexPCq
'y 'R I'uv 'R I'uv 'R
0,70 1,06 0,55 0,83 0,48 0,66
1,41 1,31 1,79 2,04 1,09 1,11
1,51 1,45 2,02 2,15 1,36 1,48
1,88 1,74 2,11 2,25 1,84 1,90

Tableau I11.1 : Comparaison des méthodes du surnageant et analyse IR pour la détermination

du taux de recouvrement des billes enrobées. Les taux de recouvrement sont exprimés en
mg/m? de PS-DVB.

Les valeurs de I" obtenues par les deux méthodes sont en bon accord, les différences constatées
sont peu significatives sauf aux faibles valeurs de I'. En effet, les valeurs mesurées par IR sont
moins précises que celles obtenues par la mesure UV du surnageant aux faibles valeurs de I Il
est & noter que les mesures ont été réalisées avant 'étape de réticulation du polymere adsorbé

car la présence d'un agent réticulant serait source d'erreur supplémentaire pour I'analyse IR.

Cette étude nous a permis de vérifier que la détermination de I' par analyse UV du surnageant

donne des résultats comparables & ceux obtenus par analyse directe des particules. La méthode
du surnageant est par ailleurs beaucoup plus simple a mettre en oeuvre que la méthode IR, et a
donc été utilisée de maniére systématique pour 1'étude ultérieure.
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Figure 1.4 : Cinétique d'adsorption de deux dextranes-phénoxy sur les particules de PS-DVB dans
l'eau a température ambiante (5 mL de solution / 50 mg de billes).

DexPA | : 0,14 mmol de phénoxy/g de polymére, Mp = 30000 g/mol - concentration initiale 25 g/L
DexPB, : 0,56 mmol de phénoxy/g de polymére, Mp = 29150 g/mol - concentration initiale 20 g/L
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2-3-2 Cinétique d’adsorption

La détermination de la cinétique d’adsorption permet de connaitre le temps nécessaire pour
atteindre 1’équilibre d’adsorption et donc la quantité maximale de polymere adsorbée a la surface
des particules, dans des conditions expérimentales de température, solvant, agitation et
concentration fixées.

Il convient de noter a ce stade que 1’équilibre d’adsorption ne correspond pas nécessairement a
I’équilibre thermodynamique car des réarrangements conformationnels peuvent se produire sans
variation notable de la quantité adsorbée (7).

Cette étude a été réalisée sur des dextranes-phénoxy a des teneurs différentes en groupes
aromatiques. Les résultats présentés dans la figure 111.4 appellent plusieurs commentaires :

- Tous les dextranes-phénoxy, quel que soit leur taux de substitution, présentent une
affinité similaire et relativement €élevée pour le polystyrene, 1’équilibre d’adsorption étant atteint
apres moins de 2 heures. Un systéme a forte affinité sera en effet caractérisé par une cinétique
tres rapide de 1’ordre de quelques secondes (12) alors que 1’équilibre ne sera atteint qu’apres
plusieurs heures dans un systéme & faible affinité (13).

- Entre la phase initiale d’adsorption et le plateau final, existe une phase intermédiaire qui
peut correspondre & une diffusion plus lente du polymére dans les pores et/ou au déplacement
des petites chaines par des chaines de masses molaires plus élevées.

Pour les expériences suivantes, les temps de contact des particules de PS-DVB avec les DexP

sont fixés par exces a 20 heures, les autres conditions expérimentales restant identiques.
2-3-3 Isothermes d’adsorption

Le dextrane trés hydrophile par nature ne s'adsorbe pas sur le polystyréne-divinylbenzene.

Des isothermes d’adsorption de divers dextranes-phénoxy sont présentées sur la figure II1.5.
La premiére partie des courbes ol la concentration en polymere a I'équilibre (Cs) tend vers O
correspond 2 une zone ol le polymére posséde une forte affinité pour le matériau, la quasi-
totalité du polymere présente initialement en solution se dépose sur le polystyréne. Dans la
deuxieme partie des isothermes, la quantité de polymeére adsorbé croit lentement jusqu'a
atteindre un plateau de saturation.

Les valeurs a saturation notées I'p), correspondant aux quantités maximales adsorbées, sont
équivalentes quel que soit le taux de groupements phénoxy des dextranes et sont comprises
entre 1,9 et 2,25 mg/m?2.
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Figure 1115 : Isothermes d'adsorption des dextranes-phénoxy sur les particules de PS-DVB dans

l'eau a température ambiante
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Bien que les valeurs de [} obtenues pour les trois séries de dextranes soient comparables entre
elles, on notera que les isothermes d'adsorption présentent une forme légérement différente,
plus aplatie pour les dextranes les moins substitués en phénoxy aux faibles concentrations en
polymere a l'équilibre. Les dextranes DexPB, les plus substitués en groupes phénoxy,
semblent avoir globalement une affinité plus grande pour le polystyréne.

Ces différences peuvent avoir des origines multiples, dont les principales sont énoncées ci-
dessous :

- une différence de polymolécularité entre les trois séries de dextranes.
L'influence de ce paramétre est largement décrite dans la littérature. Dans le cas des
homopolymeres, l'adsorption de chaines de haute masse est favorisée par rapport a 1'adsorption
de chalnes de masse molaire plus faible (4). A l'inverse, l'adsorption dans les cas de polymeéres
téléchéliques (polymeres associatifs dont le groupement hydrophobe est placé a l'extrémité des
chafnes), 1'adsorption des chaines courtes est favorisée (14). Le cas des polyméres dans
lesquels des groupes hydrophobes sont placés de fagon statistique le long de la chaine
macromoléculaire est moins étudié et cet aspect du phénomeéne d'adsorption n'a pas, a notre
connaissance, été analysé.

Sil'on tient compte, en outre, de la porosité du support qui induit un fractionnement par la taille
lors de 'adsorption, le phénomeéne devient alors trés complexe (15).

En ce qui concerne nos résultats, il ne semble pas que la polymolécularité des échantillons soit
un facteur déterminant pour l'allure des isothermes. En effet, les chromatogrammes
correspondant a l'analyse par SEC de solutions de DexP, apreés et avant contact avec les
particules de PS-DVB, ne sont pas significativement différents. Par ailleurs, on peut noter que
l'influence de la masse molaire des polymeres sur leurs propriétés d'adsorption est négligeable,
dans le domaine étudié.

- le caractéere hydrophobe plus marqué du polymeére DexPB et une
répartition vraisemblablement différente des groupements phénoxy sur le squelette de la
macromolécule.

En général, une augmentation du caractére hydrophobe d'un polymeére se traduit d'une part, par
une augmentation de I'py et d'autre part, par une pente initiale de l'isotherme plus grande (14,
16). Néanmoins, la plupart des études concernant ce phénomeéne porte sur des polymeres dont
le caractére hydrophobe est modulé par la nature du chainon et non par une variation de son

taux (14, 16) et les modeles proposés ne sont pas applicables au cas étudié ici.

- un pouvoir solvatant de l'eau moins grand pour le DexPB.
En effet, toutes théories prédisent que la quantité de polymere adsorbée croit quand la qualité du
solvant diminue (17, 18). En d'autres termes, quand le pouvoir solvatant diminue, l'expansion
de la macromolécule en solution est moindre et la quantité de polymere qui peut étre déposée par

mZ augmente.
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De plus, la porosité du matériau intervient comme un parametre non négligeable. En effet,
l'adsorption d'un polymere ayant une faible affinité pour la surface dépendra non seulement de
son énergie d'adsorption mais également de la taille des pores. L'épaisseur de la couche
adsorbée sera alors plus importante au niveau des pores de grande taille qu'au niveau des pores
de taille plus petite en raison de contraintes stériques moins grandes.

A Texamen de ces différents parametres, on pourrait prédire qu'une augmentation du taux de
substitution du dextrane en groupes phénoxy devrait se traduire par un accroissement de la
pente de l'isotherme a l'origine et de la valeur de T Ceci est effectivement observé aux faibles
concentrations en dextrane. A des concentrations en dextrane plus élevées, d'autres parametres
tels que l'interpénétration et la déformation des chaines ou la formation d'interactions entre
chaines, associés a une plus grande erreur expérimentale, pourraient contribuer & masquer ce
phénomene.

Enfin, nous pouvons remarquer que toutes les isothermes d'adsorption des dextranes modifiés
sur le polystyréne s'apparentent a des isothermes de type Langmuir monocouche. Ce modele
repose sur le fait qu’il n'existe qu’une seule sorte d’interactions mises en jeu entre le polymere
et I’adsorbant et que les sites de ce dernier sont saturables.

Pour vérifier l'applicabilité de ce modele au cas des dextranes-phénoxy adsorbés sur le
polystyrene, plusieurs linéarisations des isothermes sont envisageables dont celle de Scatchard

qui repose sur ’équation [8] :
Cq 1 N Cq

— = (8]
I K.Fpl* l"pl*
ol Cgest la concentration en polymeére i 1’équilibre (mg/m3)
T est le taux de recouvrement des particules 4 la concentration Cg (mg/m?)
[+ est le taux de recouvrement maximal théorique des particules (mg/m?)
K est la constante d’affinité entre les sites d'interaction du polymere et les sites
d'interaction du polystyréne (m3/mg)

. . C : . -
Le tracé de ~1f en fonction de Cg permet de connaitre I'pp* ainsi que la constante K.

La figure III.6 donne un exemple d’isothermes d’adsorption de dextranes différemment

hydrophobisés et de la linéarisation selon Scatchard qui en résulte.

La loi linéaire que suit }5 en fonction de la concentration a I’équilibre confirme 1’adsorption

monocouche des DexP a la surface du polystyréne. Les valeurs calculées de I'pp* sont
équivalentes 4 celles obtenues expérimentalement. La détermination graphique des constantes
d'affinité n’a pas €té entreprise car elle semble peu précise.
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A ce stade de la discussion, nous pouvons procéder au calcul de I" théorique en choisissant le
modele de recouvrement en monocouche des particules le plus simple, c'est-a-dire
correspondant a la juxtaposition de pelotes sphériques de polymere.

Le calcul du taux de recouvrement théorique I'y, s’effectue a partir de la relation suivante :

Mn
= ————
n.<RgZ> .N

ou N représente le nombre d'Avogadro.

Les M p sont évaluées au MALLS-SEC et les rayons de giration moyens en nombre calculés

d'aprés la théorie de Fox-Flory (cf. chapitre II). Le tableau II1.2 compare les taux de

recouvrement théoriques et expérimentaux (2 saturation) obtenus avec deux dextranes-phénoxy
différents :

2 _1/2 _
DexP <Rg™>y M Cth I'p1
(A) (g/mol) (mg/m2 de PS-DVB) | (mgm? de PS-DVB)
DexPA» 46 17700 0,69 2,1
DexPB» 42 25500 0,70 2,0

Tableau II1.2 : Comparaison des taux de recouvrement de particules de PS-DVB théoriques

(Iin) et expérimentaux (I'p;) obtenus avec le DexPAy (0,10 mmol de phénoxy/g de
polymeére) et le DexPB).

Les valeurs de I'yy sont trés faibles devant celles de I'p1. Ce phénomene a déja €té observé par
de nombreux auteurs. Le calcul suppose implicitement que les pelotes macromoléculaires sont
des spheres de dimensions non perturbées et ne tient compte ni de la polymolécularité ni de la

géométrie de la surface, ce qui explique les différences obtenues.
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CHAPITRE III : Adsorption des dextranes amphiphiles sur les particules de polystyréne

3 - STABILISATION DE LA COUCHE DE POLYMERE DEPOSE
3-1 PRESENTATION ET OBJECTIFS

Apres adsorption du dextrane hydrophobisé a la surface des billes de PS-DVB, la couche
formée peut &tre désorbée partiellement au contact de molécules hydrophobes telles que les
solvants organiques, les protéines ou les détergents. Pour éviter cette désorption, il est
nécessaire de procéder a la stabilisation du film de polymeére déposé. Cette étape est réalisée
classiquement par réticulation chimique des macromolécules entre elles et repose alors sur le
choix et la concentration de 'agent réticulant.

Un lavage par un détergent tel que le sulfate de dodécyle de sodium (noté SDS) intervient dans
un second temps. Cette étape contribue a éliminer les chaines de polyméres faiblement liées & la
surface et donc susceptibles de se désorber ultérieurement, particulierement lors de I’ utilisation
des particules comme support chromatographique.

Différents agents de réticulation ont été testés. Nous décrirons dans cette partie, I’influence de
leurs propriété€s chimiques ainsi que de leur concentration, sur la stabilité de la couche déposée

et nous comparerons les résultats avec ceux obtenus en 1’absence de réticulation chimique.

3-2 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX
3-2-1 Réticulation chimique

Les agents de réticulation que nous avons utilisés sont 1I’épichlorhydrine (EpCl), le butanediol
diglycidyl éther (BDGE), I’éthyléne glycol diglycidyl éther (EDGE) et le téréphtaldéhyde (TA)
(figure II1.7). Toutes les réticulations sont effectuées en milieu basique, exception faite du
téréphtaldéhyde qui réagit en milieu acide.

* Mode opératoire général :

Apres adsorption du polymere, les billes sont lavées 3 fois & I'eau. Dans ces conditions, aucune
désorption significative n’est observée. A 1 mL de billes recouvertes de DexP en suspension
dans 'eau sont ajoutées des quantités variables d'agent réticulant et le volume est complété a 5
mL dans le milieu réactionnel par addition de soude ou d’acide chlorhydrique (les
concentrations finales de base et d’acide sont respectivement de 1 et 0,1M). La suspension est

agitée 24 heures & température ambiante.
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CHAPITRE 11 : Adsorption des dextranes amphiphiles sur les particules de polystyréne

* Dosage de la quantité de DexP désorbée pendant I'étape de réticulation

La désorption des dextranes-phénoxy est quantifiée par le dosage des surnageants & I’anthrone
et non par spectroscopie UV, les agents de réticulation modifiant 1’absorbance des solutions de
dextranes. Des solutions étalons sont préparées par dissolution du polymere dans NaOH 1M ou
HCI1 0,1M en présence d’agent réticulant.

3-2-2 Lavage des particules par un détergent

* Mode opératoire

1 mL de billes en suspension dans l'eau est mélangé & 4 mL de SDS & 2,5 % pour que la
concentration en SDS soit de 2 % dans la suspension finale. Les billes restent au contact de la
solution de SDS a 2 % (agitateur tournant) pendant une nuit dans une étuve thermostatée a
40°C. Apres centrifugation, le prélévement du surnageant est effectué. Les billes sont lavées
plusieurs fois & 1'eau a 40°C, jusqu'a ce que les eaux de lavage ne contiennent plus de SDS
(vérification par spectroscopie 200-300 nm) avant tout usage ultérieur.

* Dosage de la quantité de DexP désorbée pendant le lavage au SDS
Les quantités désorbées au cours de cette étape sont dosées a I’anthrone. Une solution de DexP
a 1 g/L. environ dans le SDS 2 % est utilisée pour I'étalonnage (annexe).

3-2-3 Calcul du taux de recouvrement final

La différence entre la quantité initialement adsorbée de polymere et celles désorbées (ramenée
par unité de surface) au cours de I'étape de réticulation et du lavage par un détergent permet
d'accéder au taux de recouvrement réel des billes noté I'r a la fin de leur préparation.

Te= Qinitiale - Qdésorbée
f =
m.S

avec m : poids de particules séches de PS-DVB (en g)
S : surface spécifique en m?/mg (S = 0,2 m2/mg)
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présence de SDS (avant réticulation) en fonction de la concentration en détergent (% ou
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3-3 INFLUENCE DE LA NATURE ET DE LA CONCENTRATION EN
AGENT RETICULANT

Quatre agents de réticulation classiques ont été choisis afin de trouver les conditions optimales
pour la stabilisation de la couche adsorbée. Parmi ces réactifs ont été utilisés trois époxydes de
réactivité et de caractére hydrophobe différents et un dialdéhyde aromatique. Nous avons
observé une désorption partielle de polymere en présence de ces réactifs. Afin d’optimiser les
réactions, nous avons pour chacun d’entre eux, étudié I’influence de la concentration. Dans
chaque cas, nous avons déterminé la quantité de polymere désorbé au cours de cette étape ainsi
qu’apres lavage au SDS. Avant réticulation de la couche déposée, le maximum de désorption (=
60 %) est obtenu pour des concentrations en SDS supérieures & 1 % (g/dL). Pour exemple, la
figure I11.8 relie le pourcentage de DexPB (0,6 mmol/g de polymere) relargué en fonction de la
concentration du détergent utilisée, le polymére étant adsorbé A saturation soit 2 mg/m2. D'aprés
cette courbe, la désorption totale n'est pas atteinte dans cette gamme de concentration en SDS.
La solution de détergent que nous avons utilisée dans la suite pour laver les billes de PS-DVB
modifiées a une concentration de 2 %.

Les essais de réticulation ont été réalisés & partir de 50 mg de billes de PS-DVB recouvertes
d'un dextrane-phénoxy a I'p) (soit 2 m g/m2) de DexPA (0,14 mmol phénoxy/g de dextrane).
Les résultats sont présentés dans la figure II1.9 sous forme d’histogrammes cumulés donnant
les pourcentages de polymere désorbés au cours de chaque étape (réticulation et lavage). Les
conditions optimales de réticulation sont celles qui donnent lieu 4 la plus faible quantité de
polymere désorbée au total (étape de réticulation + lavage au SDS).

11 est ais€ de constater que lorsque la concentration en agent réticulant est trop faible, quelle que
soit sa nature, la réticulation n'a qu'une efficacité limitée puisqu'une désorption importante du
dextrane est constatée dans la solution de SDS 4 2 % . Cependant, peu de polymere est désorbé
pendant I'étape méme de réticulation.

A Tinverse, quand les concentrations en réactif augmentent, la quantité de dextrane éliminée de
la surface pendant I'étape de réticulation augmente également. Le réactif en trop forte
concentration déplace donc en partie le polymere adsorbé vraisemblablement par le biais
d’interactions hydrophobes compétitives avec le polystyrene. Il semble en fait, toutes autres
conditions égales par ailleurs, que la quantité de polymeére désorbée augmente avec le caractere
hydrophobe de 1’agent réticulant.

Finalement, nous avons choisi I'épichlorhydrine comme agent de réticulation, a une
concentration de 0,6 mol/l puisque la désorption du DexPA est minimale & I’issue des deux
étapes. Dans ce cas, seulement 15% de dextrane sont désorbés contre 65% en I’absence de
réticulation.
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3-4 INFLUENCE DU TAUX DE SUBSTITUTION

Les conditions optimales requises pour la stabilisation ont été obtenues avec 1'épichlorhydrine 2
0,6 mol/1 pour le DexPA adsorbé & 2 mg/m? sur les particules de PS-DVB. Il parait intéressant
de vérifier que ces conditions de stabilisation s'appliquent aussi aux autres supports obtenus par
recouvrement du polystyréne & I'p; avec des dextranes-phénoxy différemment substitués.

La figure II.10 compare les pourcentages de polymere désorbé au cours de la stabilisation en
fonction de la concentration d'épichlorhydrine et du taux de groupements phénoxy portés par le
dextrane. Les effets concemant l'influence de la quantité de réactif utilisée sont similaires a ceux
précédemment décrits. Dans des conditions identiques, la stabilité de la couche adsorbée semble
d’autant plus grande que le contenu en groupes phénoxy du dextrane augmente. Quoiqu'il en
soit, pour chacun de ces polyméres, les conditions optimales sont atteintes pour une méme
concentration de 0,6 M en épichlorhydrine. Les pourcentages de polymere relargué durant ces
€tapes de stabilisation, par rapport aux quantités adsorbées au départ, sont respectivement de :

- 15 %, pour les supports recouverts de DexPC et de DexPA
- 8 %, pour les supports recouverts de DexPB.

Dans les études suivantes, toutes les couches de polymeére adsorbé sont réticulées dans ces
conditions optimales. Apres réticulation et lavage au SDS, aucune désorption de polymere n’est
observée en solution aqueuse de pH 1 & pH 14 apres 20 heures & température ambiante.
Néanmoins, 'utilisation des supports préparés a pH < 2 doit étre évitée car une hydrolyse
partielle du dextrane adsorbé est probable. Pour comparaison, les quantités de polymere
désorbé, lorsque les supports non traités par 'agent réticulant sont placés dans les mémes
conditions, sont représentées sur la figure 1I1.11.
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CHAPITRE 1 : Adsorption des dextranes amphiphiles sur les particules de polystyréne

4 - CONCLUSION

Le dextrane ne s’adsorbe pas sur le polystyréne. La fixation covalente de groupes phénoxy sur
le polysaccharide conduit a la formation de dérivés amphiphiles capables quant & eux de
s’adsorber a la surface des particules par le biais d’interactions hydrophobes entre les groupes
aromatiques et la surface de polystyréne.

Les isothermes d’adsorption des différents dextranes-phénoxy obtenues dans I’eau sont
typiquement de type Langmuir-monocouche, ¢’est-a-dire que la quantité de polymeére adsorbé
croit avec la concentration du polymere en solution jusqu’a atteindre une valeur plateau. Le
mécanisme d’adsorption des différents dextranes phénoxy a la surface des billes ne semble pas
rigoureusement identique selon la teneur en groupes phénoxy. En effet, les isothermes
d'adsorption n'ont pas la méme allure aux faibles concentrations en polymere. Cependant la
méme valeur plateau est obtenue. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que dans tous les cas,
des sites de méme nature sont impliqués dans les interactions qui s'établissent avec la surface.
Bien que I’étude en spectroscopie de tluorescence montre que les dextranes hydrophobisés
commencent a s’associer pour des concentrations supérieures a 1 g/L pour le DexPB (0,5 mmol
de phénoxy/g de polymére), 2 g/L pour le DexPA (0,1 mmol de phénoxy/g de polymere) et 8
g/L pour le DexPC (0,05 mmol de phénoxy/g de polymeére), les isothermes n’indiquent pas
d’adsorption d’agrégats ni d’adsorption multicouches. Ceci suppose que des chaines isolées
s’adsorbent préférentiellement sur le polystyréne jusqu’a saturation de la surface, dans la
gamme de concentration étudice.

Afin d’éviter toute désorption de dextrane en présence de molécules hydrophobes ou
surfactants, la couche de polymére adsorbé est ensuite stabilisée par réticulation chimique en
présence d’agents réticulants. La désorption de dextrane pendant 1’étape de réticulation
augmente avec la concentration et le caractére hydrophobe du réactif et traduit la formation
d’interactions hydrophobes compétitives avec la surface.

Les particules sont ensuite lavées en présence de SDS 2% afin d’éliminer les chalnes trop
faiblement liées a la surface de polystyréne. Ceci permet également d’évaluer I’efficacité de la
réticulation. Selon les résultats obtenus, la réticulation des dextranes par réaction avec
I’épichlorhydrine a 0,6M conduit 4 une stabilisation maximale de la couche déposée et ce,

indépendamment du taux de substitution en groupes phénoxy des polymeéres
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CHAPITRE 1V : Caractérisation physico-chimique de la couche de dextrane déposée & la surface du polystyréne

1 - CARACTERISATION CHIMIQUE DE LA SURFACE

Le dépdt d'un polymere amphiphile & la surface de particules de PS-DVB induit une
modification de leurs propriétés initiales, tant chimiques que structurales.

L'analyse chimique d'une surface, dans ce cas précis, aprés adsorption de dextrane-phénoxy,
se caractérise dans un premier temps par la quantité de polymere adsorbée. Cet aspect a €té
discuté dans le chapitre III ot nous avons mis en évidence la variation importante du taux de
recouvrement des particules avec la concentration des polymeéres a I'équilibre et en moindre
proportion avec le taux de groupes phénoxy des dextranes. Quoiqu'il en soit, le taux de
recouvrement maximal des particules est de 2 + 0,2 mg/m?2 quel que soit le polymere considéré.

La densité de charges de surface sur un matériau est un parametre trés important. Comme nous
I'avons montré au cours du chapitre II, les dextranes-phénoxy sont porteurs de quelques
charges négatives non quantifiables par potentiométrie. Des mesures de potentiel  sur les
particules natives et modifiées par les divers DexP ne sont pas envisageables compte tenu de la
granulométrie €levée des particules (20 a 60 pum) et de la différence de leur vitesse de

sédimentation avant et apres adsorption de polymere a leur surface.

L'objectif de notre étude est I'hydrophilisation de particules de PS-DVB en vue d'élaborer des
supports biochromatographiques. En ce sens, les caractéristiques principales de la couche
adsorbée concernent surtout le caractére hydrophile des particules modifiées et le comportement
des polymeéres adsorbés en terme conformationnel, sachant que la flexibilité des chalnes de
polymere adsorbé et que la densité de couche formée interviennent de fagon non négligeable
dans les phénomenes d'adsorption des protéines aux interfaces et donc dans les processus
chromatographiques.
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2 - REACTIVITE DE LA SURFACE VIS-A-VIS DE
L'ALBUMINE

2-1 GENERALITES SUR L'ADSORPTION DES PROTEINES SUR DES
SURFACES

2-1-1 Caractérisation générale des protéines

Les protéines sont des macromolécules d'origine biologique souvent destinées a une fonction
unique et spécifique. Elles sont constituées d'un enchainement d'acides aminés dont la
séquence détermine la structure et la propriété.

La composition en acides aminés, leur ordre et leur nombre est propre a chaque protéine et
constitue la structure primaire. La structure secondaire résulte des liaisons hydrogene établies
dans le squelette de la protéine qui peuvent donner naissance a une conformation en hélice o ou
feuillets 3. Les associations ioniques et hydrophobes, les liaisons hydrogéne et les ponts
disulfure donnent naissance a la structure tertiaire propre a chaque chaine de polypeptide. Enfin,
deux ou plusieurs chaines peuvent s'associer de fagcon non covalente pour former la structure
quaternaire.

Une protéine est donc caractérisée par sa masse moléculaire, son point isoélectrique (pI) et la
distribution des charges a sa surface, par son hydrophobie, sa structure tridimensionnelle et la
présence de sites actifs, sa forme et sa rigidité, sa solubilité dans divers milieux aqueux. Ces
diverses propriétés résultent de la structure moléculaire globale des protéines et interviennent
lors d'un processus d'adsorption. Néanmoins, I'ensemble de ces caractéristiques n'est connue
que pour quelques protéines. Souvent seule leur double nature amphotére et hydrophobe
sert d'élément de base et de comparaison pour tenter d'expliquer un phénomene d'adsorption,
en particulier lors de séparations chromatographiques (1). Néanmoins, la purification d'une
protéine par chromatographie d'affinité nécessite €galement une bonne connaissance des
propri€t€s de son site actif.

Le point isoélectrique d'un protéine est le pH auquel sa charge nette ou globale est nulle. A
pH < pl, la protéine porte une charge globale positive. A l'inverse, dans des conditions plus
basiques (pH > pl), la protéine est globalement chargée négativement.

La présence d'acides aminés hydrophobes dans la composition de la protéine, c'est-a-dire ceux
dont la chaine latérale a un fort caractére apolaire, confére & la protéine un caractére
hydrophobe. Des €chelles d'hydrophobie des protéines ont été décrites dans la littérature (2,3).
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La plupart des protéines sont des molécules fragiles. Elles peuvent se dénaturer sous l'effet de
la chaleur, de 1'addition d'agent dénaturant (solvant, détergent), d'une variation importante de
pH ou de force ionique ou encore au contact de certaines surfaces. La dénaturation se
caractérise par une modification réversible ou irréversible du repliement caractéristique des
chaines peptidiques dans la molécule native et se traduit également par une modification de leur
activité.

2-1-2 Adsorption des protéines
Nous allons aborder l'aspect phénoménologique de 1'adsorption des protéines sur une surface
(4). Les parameétres qui gouvernent l'adsorption des protéines sont les caractéristiques propres

de la surface et de la protéine ainsi que la nature et la composition du solvant.

A l'instar des polymeres, les protéines sont adsorbées sur des surfaces par le biais
d'interactions de natures variées :

* Les interactions ioniques : elles proviennent de forces colombiennes entre charges

opposées. Il y a corrélation directe entre charge et adsorption. Une charge nette globalement
nulle ne signifie pas pour autant que la protéine n'ait pas de charge de surface mais seulement
que ces charges se compensent.

Sur une surface chargée, seule une partie de la surface protéique rentre en contact avec le
matériau adsorbant. Les contraintes stériques et la distribution des charges (zones + chargées)
indépendamment de la charge nette gouvernent le processus d'adsorption. Ces interactions
peuvent tre rompues en augmentant la force ionique du milieu, par effet de compétition pour la
surface entre les ions du sel et la protéine. Une variation de pH modifie également ces
interactions car conduit de toute évidence a une modification du nombre et de la nature des
charges.

* Les liaisons hydrogéne : elles résultent de I'interaction électrostatique entre un atome

d'hydrogene "acide” et un atome électronégatif. Un solvant polaire tel que l'eau participe a leur
mise en place. Ces liaisons sont stables mais réversibles et sont rompues par augmentation de la

température ou par addition d'un ion chaotropique.

* Les_interactions de transfert de charge : dans l'eau, ces interactions ont pour

principale origine les interactions (7-7).
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* Les interactions hydrophobes: elles sont induites par les propriétés structurantes des

molécules d'eau. Lorsque plusieurs chaines hydrophobes sont présentes dans le milieu, tout se
passe comme si les molécules d'eau repoussaient les segments hydrophobes les uns vers les
autres puis se réorganisaient autour de la structure hydrophobe formée. Elles sont renforcées
par une €lévation de température et une augmentation de la force ionique, lorsque les ions sont
non chaotropiques.

Les forces hydrophobes assurent en partie le maintien et la compacité des structures tertiaire et
quaternaire d'une protéine. Cependant si les interactions entre la protéine et la surface sont trop
fortes, la protéine peut subir une changement de conformation de fagon a présenter a la surface
un maximum de groupements hydrophobes, ce qui peut provoquer ainsi sa dénaturation (4,5).
Il a ét€ montré logiquement que l'interaction d'une protéine sur une surface se renforce avec les
caracteres hydrophobes de la surface et de la protéine (5).

De plus, a pH égal au pl, les répulsions électrostatiques au sein des molécules protéiques sont
minimisées et les propriétés hydrophobes de la protéine sont exarcerbées. Sur une surface
hydrophobe, les protéines s'adsorbent généralement davantage a leur pl.

Les interactions biospécifiques sont quant  elles, créées par une combinaison singuliére et bien
définie de plusieurs types d'interactions. Ainsi, une surface ayant une affinité spécifique pour

une seule protéine permet la séparation de cette protéine dans un mélange donné.

Quoiqu'il en soit, la complexité de ces molécules rend difficile la modélisation de leur
adsorption. Néznmoins, de nombreux auteurs traitent de ces mécanismes d'adsorption dans la
perspective d'étudier le comportement des protéines au cours des processus
chromatographiques selon un mode de séparation donné (6,7,8).

Dans I'élaboration de biomatériaux, la réduction de 1'adsorption non-spécifique de protéines est
un critére essentiel. Aussi la détermination de la quantité de protéines hydrophobes adsorbées
sur un matériau, est une excellente stratégie pour évaluer l'inertie de ce matériau, en terme
d'hydrophobie. Cette démarche a été suivie par de nombreux auteurs (9,10) et la protéine la

plus couramment utilisée est I'albumine.
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2-2 ADSORPTION DE L'ALBUMINE DU SERUM BOVIN
2-2-1 Généralités sur l'albumine
L'albumine de sérum bovin notée BSA est la protéine la plus abondante dans le plasma sanguin
ou elle assure un rdle de dépot et de transport (11). Elle sert tr€¢s couramment de modeéle en
terme d'adsorption en raison de la bonne caractérisation de sa structure et de son caractére
hydrophobe prononcé (2,3). De plus, cette protéine est robuste et facilement dosable. Sa masse
molaire est de 67000 g/mol et son pI avoisine 4,8.

2-2-2 Protocoles expérimentaux

2-2-2-1 Principe et conditions d'adsorption

Le caractere plus ou moins hydrophile des particules de polystyréne est évalué en présence
d'albumine.

La détermination des isothermes d'adsorption consiste & relier la quantité de protéine adsorbée
Q (en mg/g d'adsorbant) sur les particules de PS-DVB en fonction de sa concentration 2
1'équilibre (g/L).

Les solvants d'adsorption utilisés sont un tampon phosphate 0,05 M, a pH 7 et un tampon
citrate 0,05 M, a pH 5. Les divers échantillons de particules modifiées different par la quantité
de dextrane adsorbée et par le contenu des polyméres en groupes phénoxy. La couche de
polymeére a été stabilisée, dans tous les cas, par réticulation chimique a 1'épichlorhydrine a
0,6 M suivie d'un traitement au sulfate dodécyle de sodium a 2 %.

50 mg de billes natives ou modifiées (€quivalent poids sec de PS-DVB) sont mis en suspension
dans 5 mL de solutions d'albumine bovine (Sigma, pureté de 99 %) de concentrations
variables. Les suspensions sont agitées pendant 20 heures & température ambiante. Apres

centrifugation, les surnageants sont prélevés et dosés dans les conditions décrites ci-dessous.

2-2-2-2 Dosage des solutions d'albumine

Les solutions d'albumine sont dosées en spectroscopie UV a 3 longueurs d'ondes distinctes :
260, 270, 280 nm a partir de courbes d'étalonnage préalablement établies. Les densités
optiques des surnageants de BSA sont mesurées aux 3 longueurs d'onde. Les concentrations
sont déterminées en reportant les 3 densités optiques sur les courbes d'étalonnage
correspondantes. Les concentrations en BSA obtenues aux trois longueurs d'onde sont

identiques, ce qui indique que seule la protéine est dosée et qu'il n'y a pas de désorption de
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Quantité de BSA adsorbée
(mg/g de PS-DVB)

[BSAlgy (2/1)

Figure IV.1 : Isothermes d'adsorption de l'albumine de sérum bovin & pH 5 (en blanc) et & pH 7 (en

noir) sur divers supports a base de PS-DVB natif (W) ou modifiés par dépét de divers dextranes-
phénoxy : (A ) DexPC a 0,05 mmol de phénoxy/g de polymére

(@ ) DexPA a 0,12 mmol de phénoxy/g de polymére

(® ) DexPB a 0,56 mmol de phénoxy/g de polymére
Les dextranes sont adsorbés a saturation (I',)) et les couches déposées ont été stabilisées par
réticulation chimique a l'épichlorhydrine suivie d'un lavage au sulfate de dodécyle de sodium.
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dextrane (Amax = 269 nm). Ces mémes surnageants peuvent étre dosés par une solution

d'anthrone (12) conformément a la méthode décrite en annexe (page 199), pour confirmer
I'absence de désorption de polymere.

La quantité de protéine adsorbée est déterminée par différence entre la quantité d'albumine
initiale et celle résiduelle, dosée dans le surnageant.

2-2-3 Isothermes d'adsorption de 1'albumine

Divers lots de particules de PS-DVB ont été préparés par adsorption & saturation de trois
dextranes phénoxy. Par souci de clarté, les polymeéres ne sont différentiés que par leur teneur en
groupes phénoxy. Les quantités de polymere contenues dans chaque lot, avant et apreés
réticulation, sont données dans le tableau IV.1.

Echantillons | Taux de phénoxy T (mg/m?2) I'f (mg/m2)
(mmol/g) avant apres

réticulation réticulation

PS-DexPC 0,05 2,15 1,90
PS-DexPA 0,12 2,10 1,90
PS-DexPB 0,56 1,78 1,60

Tableau IV.1 : Composition de divers échantillons de PS-DexP

Les isothermes d'adsorption de I'albumine & pH 7 et a2 pH 5 sur ces trois lots de particules sont
représentées sur la figure IV.1 et comparées a celles obtenues sur les particules initiales de PS-
DVB. Dans tous les cas, les isothermes d'adsorption de la protéine s'apparentent a celles de
type Langmuir monocouche.

2-2-3-1 Influence du taux de substitution en sroupes phénoxy des polymeéres

La quantité¢ maximale de BSA adsorbée sur les particules natives est de 158 mg/g de PS-DVB a
pH 7. La détermination de la quantité de BSA résiduellement adsorbée sur les particules apres
modification, a €té préalablement réalisée sur le support PS-DexPA. La réduction de
I'adsorption de la protéine de 70% montre d'ores et déja un caractére hydrophile nouveau des
particules de PS-DVB ainsi modifiées.
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L'adsorption non-spécifique résiduelle de la protéine a ét€ attribuée dans un premier temps a
une concentration trop €élevée en groupes phénoxy, conduisant 2 une interaction de la protéine
avec quelques groupements hydrophobes orientés vers la solution et non vers la surface
polystyrénique (13). Cette premiere hypothése nous a amené a préparer des polymeres DexPC
et DexPB contenant des taux en groupes phénoxy respectivement plus faibles et plus €élevés .
Néanmoins, des résultats similaires ont é€t€ obtenus avec les supports PS-DexPC pour lesquels
les polymeres ont des taux de groupes phénoxy plus faibles.

Par ailleurs, seul le support obtenu par dépdt de polymére DexPB, le plus riche en groupes
phénoxy, présente un caractere parfaitement hydrophile, puisqu'aucune adsorption résiduelle de
la protéine n'est observée, dans la gamme de concentrations étudiée.

De toute évidence, les interactions entre les groupes phénoxy et la BSA ne sont pas en cause
dans l'adsorption de la protéine sur les supports PS-DexPC et PS-DexPA. La différence entre
ces supports et le support PS-DexPB peut s'expliquer par une différence du nombre de points
d'ancrage des polymeéres sur la surface polystyrénique ou/et par des différences de
conformation des polymeres adsorbés.

2-2-3-2 Influence du pH

Les quantités de BSA adsorbées sur un méme support sont toujours plus grandes & pH 5 qu'a
pH 7. Ce pH correspond au point isoélectrique de I'albumine. Comme nous 'avons souligné
dans la partie introductive, les répulsions électrostatiques au sein des protéines sont minimisées
a leur pl, les interactions de nature hydrophobe entre la protéine et la surface sont alors
renforcées, en accord avec les isothermes présentées sur la figure IV.1.

Quoiqu'il en soit, I'évolution des résultats, en fonction de la teneur du dextrane en groupes
phénoxy, est comparable a celle obtenue a pH 7.

2-2-4 Influence du taux de recouvrement des particules

L'objectif de cette étude est de minimiser la quantité de polymere déposé sur le polystyréne
sachant qu'une épaisseur trop importante de la couche adsorbée peut conduire & une
augmentation de la résistance au transfert de masse en phase stationnaire et donc diminuer les
performances chromatographiques du matériau.

Nous avons donc déterminé, pour chacun des polymeres étudiés, la quantité nécessaire et
suffisante de polymére & déposer sur la surface pour obtenir un matériau parfaitement
hydrophile.

Divers lots de particules de PS-DVB recouvertes de dextranes-phénoxy ont été préparés. Ils
different par leur taux de recouvrement I" et par la composition des dextranes adsorbés. Les

quantités de BSA adsorbées A pH 5 sont déterminées a partir d'une seule concentration initiale
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Figure 1V.2 : Influence de la composition du polymére adsorbé et du taux de recouvrement des
particules de PS-DVB sur la quantité d'albumine du sérum bovin (BSA) adsorbée a pH 5. La
concentration initiale de BSA est de 5 g/l en tampon citrate a 0,05M.

Les couches de dextrane adsorbé ont été stabilisées par réticulation chimique a
l'épichlorhydrine suivie d'un lavage au sulfate de dodécyl de sodium et sont composées de :

(B8 ) DexPC 0 0,05 mmol de phénoxy/g de polymére
(B2 ) DexPA a 0,14 mmol de phénoxy/g de polymere

() DexpB a 0,56 mmol de phénoxy/g de polymére
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de protéine fixée a 5 g/L puis comparées entre elles comme le montrent les histogrammes de la
figure IV.2.

L'augmentation du taux de recouvrement des particules, indépendamment de la nature du
polymere adsorbé, conduit 4 une réduction significative de la quantité de protéine adsorbée. A
des I' équivalents, la BSA s'adsorbe d'autant moins que le polymeére est riche en groupes
phénoxy, confirmant les résultats précédents. Dans tous les cas, la quantité résiduelle de BSA
adsorbée est minimale lorsque les particules sont recouvertes a I'p).

2-2-5 Conclusion

L'efficacité du recouvrement, du point de vue de son caractére hydrophile, a été évaluée sur
divers lots de particules par comparaison des quantités d'albumine adsorbées de fagcon non
spécifique. Le caractére hydrophile des particules croit avec les augmentations conjointes du
taux de recouvrement des particules et du taux de groupements phénoxy des polymeres
adsorbés.

Le support PS-DexPB préparé par adsorption & I'p) du dextrane le plus riche en groupes
phénoxy (= 0,50 mmol/g de polymere), est parfaitement hydrophile car 1'adsorption résiduelle
de 1a BSA est inférieure & 5%, mé&me au pl de la protéine. L'adsorption des dérivés amphiphiles
du dextrane conduit donc a l'obtention de matériaux ou les interactions non spécifiques sont
minimisées voir totalement supprimées.

Cependant, il convient de s'assurer que la réduction de l'adsorption de la protéine est due
exclusivement au caractére hydrophile des particules et non & une réduction de la surface
spécifique. Les caractérisations de porosité et de surface spécifique des divers matériaux
préparés feront l'objet d'une étude détaillée qui sera reportée dans le chapitre V. Nous pouvons,
dés a présent souligner le fait que la réduction de 1'adsorption de la BSA n'est en aucun cas,
due a une réduction de la surface accessible a la protéine.
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3 - CONFORMATION DES CHAINES DE DEXTRANE A LA
SURFACE DU POLYSTYRENE

Cette €tude a fait 'objet d'une collaboration avec M. Chikhi sous la direction de M. Hommel au
Laboratoire de Physique Quantique de I'ESPCI-Paris dirigé par le Professeur A. P. Legrand.

3-1 RAPPELS THEORIQUES SUR LA RESONANCE
PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE

3-1-1 Introduction

La spectroscopie de résonance paramagnétique électronique (RPE), comme d'autres formes de
spectroscopie, est basée sur 'absorption de l'énergie d'une radiation par les atomes ou
molécules qui changent d'état d'énergie. A toutes radiations sont associés un champ magnétique
et un champ électrique perpendiculaires entre eux. Les spectres d'absorption résultent des
transitions des électrons entre 1'état fondamental et les états excités. L'énergie permettant ces
transitions est absorbée sous forme de quantum de radiation électromagnétique d'énergie hV ;
ainsi une transition a lieu si d'une part, 1'énergie contenue dans le quantum de radiation est
€gale a la séparation entre les deux niveaux d'énergie concernés par la transition, soit hV = AE
qui répond a la condition de résonance, et si d'autre part, une des composantes du champ de
radiation est capable de stimuler un dip6le dans le systéme étudié, auquel cas la transition est
alors permise.

Les spectres détectés en RPE proviennent d'un centre paramagnétique soit endogene (cas des
métaux Cu+, Mn2+, radicaux libres), soit exogeéne. Dans ce deuxieme cas c'est-a-dire pour des
matériaux naturellement diamagnétiques, il est nécessaire de fixer de fagcon covalente un
marqueur de spin possédant au moins un électron célibataire.

Sans le cas simple d'un radical libre dont le spin électronique interagit, par l'interaction
hyperfine avec un seul noyau dont le spin nucléaire est noté I, 'expression de I'hamiltonien de
spin s'écrit :

’Z»‘@ =BSgH+AIS

avec S : spin de I'électron non apparié (1/2)
I : nombre quantique de spin nucléaire d'un noyau
g et A sont respectivement des tenseurs gyromagnétiques et hyperfins
B : magnéton de Bohr

H : champ magnétique
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Figure IV.3 : Spectre RPE d'un radical nitroxyde avec un mouvement rapide
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Figure IV.4 : Spectre RPE d'un radical nitroxyde avec un mouvement lent
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3-1-2 Analyse et exploitation des spectres

Pour étudier les polymeéres aux interfaces par cette technique, les polyméres sont marqués par
une molécule possédant un électron libre (14). 11 s'agit en général de radicaux nitroxydes
stables et inertes (15) dont l'atome d'oxygéne présente un électron non apparié. Les spectres de
RPE de ces marqueurs se composent en 2I + 1 soit trois raies qui résultent du couplage
hyperfin entre le spin électronique et le noyau d'azote pour lequel I = 1. Les marqueurs sont
treés sensibles & la mobilité des segments sur lesquels ils sont fixés.

Méme si les évolutions sont continues, selon le domaine de température exploré et la viscosité
du milieu dans lequel sont localisés les centres paramagnétiques, les spectres de RPE peuvent
gtre classés en trois grandes formes : les spectres rapides, lents et composites. Pour chaque
forme, il existe une approche théorique adaptée.

En principe, un mouvement du marqueur fixé est dit rapide si le temps de corrélation de
réorientation tc est inférieur 4 2.10-9 s. Il correspond au temps pendant lequel le marqueur
persiste dans une orientation donnée si la réorientation se fait par sauts ou au temps nécessaire
au marqueur de se retourner si son mouvement est continu. Des spectres relatifs aux
mouvements rapides sont observés lorsque le marqueur est placé dans un environnement de
faible viscosité (viscosité locale) et & hautes températures. Le traitement de ces spectres repose
sur la théorie de Kivelson (16). L'allure générale des spectres d'un radical nitroxyde en solution
avec un mouvement rapide est représentée sur la figure IV.3 et le signal est sous forme de trois

lorentziennes dérivées parfaitement résolues.

Les mouvements lents (tc entre 10-6 et 10-9 s5) sont observés dans les milieux de trés forte
viscosité locale et aux basses températures. Dans ce cas, les spectres RPE ne peuvent €tre
interprétés comme des raies lorentziennes, la contribution anisotrope de I'hamiltonien est trop
importante et de nouveaux pics identifiables apparaissent comme le montre la figure IV.4.
J.H. Freed a développé une théorie (17) plus complete, laquelle aprés simulation permet de
déduire les parametres de I'hamiltonien.

Dans une plage intermédiaire, un spectre expérimental pour des polymeres marqués, adsorbés
ou fixés sur une surface, apparait comme la superposition des contributions des trois raies fines
attribuables au mouvement rapide correspondant a des segments mobiles (Psol) et une autre
partie qui traduit le mouvement g€né de quelques marqueurs correspondant & des segments
proches de la surface donc moins mobiles (Pads) comme le montre la figure IV.5. L'allure d'un
spectre composite est représenté sur la figure IV.6.
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Finalement, par une double intégration des spectres expérimental et calculé (les spectres RPE
donnent en fait la dérivée des raies de résonance), la surface de chaque spectre est évaluée. On
simule sur ordinateur surtout le spectre de mouvement rapide. La surface du spectre simulé est
proportionnelle au nombre de centres paramagnétiques ayant un mouvement de réorientation
rapide. La différence entre les surfaces calculée et expérimentale donne accés a la fraction de
marqueurs ayant un mouvement lent. L'apparition d'un mouvement lent du marqueur, est due
principalement & l'adsorption sur la surface, du segment sur lequel il est fixé. Les tc de la

population rapide sont évalués a partir de la largeur des raies fines.

En résumé, les informations extraites de 1'exploitation des spectres sont de deux natures :
- Les temps de corrélation de réorientation de la fraction rapide sont des données de nature

dynamique. De plus, la mobilité des marqueurs est reliée a la température par la loi
d'Arrhénius:

AEactivati
Intc= —a%lrm + ASjctivation (2]

Pour lI'étude des polymeres aux interfaces, de nombreux paramétres rentrent en ligne de
compte. En effet, la mobilité des marqueurs est sensible aux caractéristiques intrinseques du
polymeére sur lequel les marqueurs sont fixés telles que sa rigidité propre et sa nature chimique
(18) et a sa longueur (19). Les temps de corrélation des marqueurs sont également affectés par
la présence de chaines réticulées (20), de chainons ou ligands latéraux (20, 21, 22). Iis
dépendent aussi des modes (adsorption ou greffage) (22) et taux de recouvrement de la surface
concernée (23, 24).

- Le calcul des surfaces des spectres renseigne sur les fractions des populations lentes
(segments en trains) et rapides (boucles et queues) respectivement notées Pads et Psol,
informations d'ordre statistique. La proportion des deux fractions est reliée a la température
par une loi de Van't Hoff :

Psol AEeff + ASesf

npas= ' T & B

AEg¢r est 1'énergie d'adsorption effective ; elle inclut plusieurs contributions et résulte de

I'adsorption d'un segment de polymere et du déplacement des molécules d'eau.

Le tracé de In gzg—l = f(1/T) permet 1'évaluation de 1'énergie d'adsorption d'une unité

monomere ou d'un court segment de chaine.
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3-2 CONDITIONS EXPERIMENTALES
3-2-1 Dispositif expérimental

Les spectres dont nous discuterons les analyses sont réalisés au moyen d'un spectrometre
Varian E-4. Les échantillons sont placés dans un porte-échantillon en verre pyrex de 4 mm de
diametre, la détection de fait sur une hauteur de 1 cm. Les échantillons sont portés a la
température désirée par un régulateur de température balayant ainsi la gamme de 5 2 95°C par
montée progressive de 5°C.

Une cellule spéciale a section rectangulaire est utilisée pour les études en solvant aqueux qui
induit de fortes pertes diélectriques.

Les spectres RPE correspondent a la dérivé premiére du signal d'absorption grice a une
détection synchrone autour de 100 kHz. Enfin, les échantillons en suspension en milieu aqueux
sont soumis & un balayage en champ entre 3200 et 3300 Gauss.

3-2-2 Marquage des polymeres par le 4-amino-TEMPO

Le marqueur de spin choisi pour cette étude est le 4-amino-TEMPO représenté sur la figure
IV.7. Ce radical est stable et inerte grice a I'écrantage par les 4 groupes méthyles. De plus, la

présence de la fonction amine primaire facilite sa fixation sur un grand nombre de fonctions.

GH
> CH,

H,N N—O

CH3 CH3

Figure IV.7 : Formule du 4-amino-TEMPO noté AT

La fixation du marqueur sur les dextranes est réalisée avant leur adsorption sur les particules de
PS-DVB afin de favoriser une répartition statistique du radical nitroxyde le long des chaines
macromoléculaires. La richesse des dextranes en groupes hydroxyles les rend facilement
modifiables. Néanmoins, une activation de ces fonctions est requise pour réagir avec la fonction
amine primaire du marqueur. L'activation peut s'effectuer par divers agents de couplage

classiques tels que le carbony! diimidazole (CDI) ou le chlorure de wésyle (TrCl).
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3-2-2-1 Activation au carbonyl diimidazole

Cet agent de couplage classique réagit sur des fonctions hydroxyles tel que le montre le schéma
de la figure IV.8. En raison de sa grande réactivité, le CDI est hydrolysé tres facilement en
présence d'eau. Aussi, le solvant de couplage doit solubiliser le dextrane et le réactif et &tre
dépourvu de traces d'eau. Le solvant qui répond le mieux 2 ces criteres est le diméthyl-
sulfoxide anhydre (Prolabo) noté DMSO.

* Mode opératoire

1g de dextrane T40 préalablement séché (2 heures sous vide a 60°C), est dissous dans 15 mL
de DMSO anhydre. Apres dissolution du polymeére, S mmol de CDI sont ajoutées au mélange
lequel est agité pendant 30 minutes a température ambiante.

* Résultats

Les conditions d'activation correspondent & celles préconisées par Bethell et coll. pour activer
des gels polysaccharidiques (25). Néanmoins aprés activation, le dextrane se trouve a I'état de
gel, en raison de réactions secondaires de réticulation. La fixation de I'amino-TEMPO par
l'intermédiaire du carbonyl diimidazole n'a donc pas été envisagée car la réaction modifie les
caractéristiques des polymeres.

Dans un second temps, nous avons choisi le chlorure de trésyle comme agent d'activation. Cet

agent de couplage est également trés réactif mais ne provoque pas de réactions secondaires.

3-2-2-2 Activation au chlorure de trésyle

L'activation au chlorure de trésyle est utilisée pour immobiliser des ligands contenant des
groupes thiol ou amino sur des supports solides et doit étre réalisée en milieu organique
anhydre selon la méthode décrite par Nilsson et Mosbach (26). Le solvant organique choisi
pour cette étape d'activation est le diméthyl-sulfoxyde pour les raisons précédemment
évoquées. Le schéma réactionnel du greffage du marqueur dans ces conditions d'activation se
déroule en trois étapes comme le montre la figure IV.9 et le protocole expérimental est décrit ci-
dessous :

* Protocole expérimental

Activation : 1g de dextrane séché (2 heures sous vide & 60°C) est mis en solution dans 20 mL de
diméthyl-sulfoxyde anhydre en présence de 1 mmol de TrCl et de 1,5 mmol de pyridine par
gramme de dextrane. La réaction se déroule & température ambiante pendant 2 heures. La
purification des dextranes activés s'effectue par précipitation dans 1'éthanol suivie d'une

filtration sur fritté et d'un séchage sous vide a 40°C pendant une nuit.
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CHAPITRE IV : Caractérisation physico-chimique de la couche de dextrane déposée 2 la surface du polystyréne

fixation du radical nitroxyde : Une solution-mére de 4-amino-TEMPO 2 3,40 g/L est préparée
dans un tampon carbonate 0,1M & pH 8,7. 1 g de dextrane activé est mis en solution dans 5 mL
de solution-meére d'amino-TEMPO (10-4 mol/g de dextrane) 4 température ambiante pendant 48

heures. La purification des polymeéres marqués s'effectue comme précédemment.
Désactivation : Pour éliminer les groupes trésylates résiduels, le polymére est mis en solution
dans un tampon tris-HCl & pH 8,9 pendant 4 heures 4 température ambiante. Finalement, le
polymeére est précipité dans l'éthanol, filtré, séché, redissous dans 20 mL d'eau distillée puis
précipité a nouveau dans I'éthanol et enfin séché sous vide a 40°C.

3-2-3 Adsorption des polymeres marqués sur le polystyréne

Apres marquage des polymeéres, ceux-ci sont adsorbés a la surface des particules. 200 mg de
billes de PS-DVB sont mis en suspension dans 20 mL de solution aqueuse de polymeére marqué
(a différentes concentrations) pendant une nuit & température ambiante sous agitation tournante.
La concentration initiale en polymere est choisie & partir de I'isotherme d'adsorption (chapitre
III) selon le taux de recouvrement désiré des particules. Apres centrifugation, le surnageant est
prélevé et dosé par une solution d'anthrone (12) conformément au procédé décrit en annexe.
Les billes recouvertes de dextrane marqué sont lavées trois fois a 'eau distillée avant d'étre
séchées.

Nous avons vérifié que la présence d'amino-TEMPO ne modifiait pas les propriétés
d'adsorption des DexP sur le polystyréne. Les taux de recouvrement I" obtenus pour une
concentration donnée en polymere sont similaires, que le dextrane soit ou non marqué.
Certains échantillons sont ensuite soumis 2 la réticulation en présence d'épichlorhydrine puis
lavés au sulfate de dodécyle de sodium dans les conditions de réticulation optimales décrites
dans le chapitre II1.3.

3-3 ANALYSE DES SPECTRES EXPERIMENTAUX

La conformation des dextranes-phénoxy adsorbés a la surface du polystyréne est étudiée en
termes de mobilité des chaines, reliée au temps de corrélation Tc des marqueurs, et de
proportion de populations adsorbées a la surface ou déployées en solution notées
respectivement Pads et Psol.

Les spectres RPE ont été réalisés sur des particules en suspension en solutions aqueuses et sont
de formes rapide, lente ou composite selon la nature du recouvrement, la température et le
milieu.

. N Psol . . . .
La précision des paramétres Tc et Pads & une seule température est faible. C'est pourquoi, les

Psol ) o . 4
courbes In tc et In P—zgg sont tracées en fonction de l'inverse de la température (en K) dans une
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Figure IV.10 : Influence du taux de groupements phénoxy des dextranes sur I'évolution des
temps de corrélation (a) et du In (Psol / Pads) (b) des marqueurs avec l'inverse de la
température absolue. Les particules de PS-DVB sont recouvertes de divers DexP (adsorbés & .

Ipl) en suspension dans l'eau.



CHAPITRE IV : Caractérisation physico-chimique de la couche de dextrane déposée a la surface du polystyréne

grande gamme de température. Les courbes moyennes sont comparées entre elles ; la précision
est de l'ordre de 10 %.

Dans ce paragraphe, nous montrerons l'influence du taux de groupements phénoxy des
polymeres et celle du taux de recouvrement, sur la conformation des chaines a l'interface
liquide/solide. Nous verrons également l'effet de la réticulation et de la présence d'albumine ou
de solvant organique sur le comportement des polymeres adsorbés.

3-3-1 Influence du taux de substitution des dextranes en groupes
phénoxy

Dans le cas présent, les chaines macromoléculaires de dextranes sont adsorbées sur le
polystyréne par l'intermédiaire d'interactions établies avec des chainons hydrophobes fixés sur
le polymeére. A notre connaissance, 1'influence du taux de chainons hydrophobes latéraux fixés
sur un polymere n'a pas été étudiée en terme de comportement a un interface liquide/solide. Les
parametres les plus étudiés sont la nature chimique des chainons, leur longueur et/ou leur
position dans la chaine macromoléculaire.

Pour caractériser au mieux l'influence de ce parameétre sur le comportement des polymeres a
l'interface, 1'étude a ét€ réalisée sur quatre dextranes-phénoxy marqués et adsorbés a la surface
des particules de PS-DVB 2 une concentration correspondant a I'obtention de I'p. Un dextrane-
phénoxy noté DexPD a été spécialement introduit pour cette étude, son taux de groupements
phénoxy est intermédiaire entre celui du DexPB et DexPC comme le montre le tableau IV.2.

Polymére marqué Taux de phénoxy Taux de recouvrement
mmol/g I'p] en mg/m2
DexPC 0,05 2,5
DexPD 0,33 1,9
DexPB3 0,51 1,9
DexPBo 0,56 1,8

Tableau IV.2: Caractéristiques de divers supports de PS-DVB recouverts a saturation de

dextranes-phénoxy marqués d taux de phénoxy variable.

Les figures IV.10 a et b relient respectivement les temps de corrélation des marqueurs et In g:gi

en fonction de l'inverse de la température absolue pour les quatre échantillons décrits dans le
tableau IV.2.
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D'une maniére générale, les tc augmentent de fagon monotone pour tous les supports quand la
température diminue. Les temps de corrélation étant sensibles & 'environnement local des
marqueurs, une baisse de température provoque une diminution du mouvement brownien et

. ‘14 Psol .. .
ralentit considérablement leurs mouvements. Les rapports Pads diminuent lentement lorsque la

température diminue : l'agitation thermique est de moins en moins efficace pour décoller les
chaines de dextranes de la surface.

De ces courbes sont déduites les informations suivantes :

- Globalement, les polymeres semblent relativement aplatis sur la surface et ceci, quel
que soit leur contenu en groupes phénoxy. Le calcul de la population des marqueurs proches de
la surface (Pads) peut étre effectué a chaque température, 2 titre indicatif. Ainsi, a 25°C par
exemple, Pads représente 90% de la population pour les polymeres les plus faiblement
substitués et 80% pour les plus fortement substitués. Néanmoins, ces valeurs ne refleétent pas la
quantité de monomere directement i€ a la surface. En effet, la RPE est une méthode tres
sensible et I'immobilisation d'un monomere sur une surface peut réduire la mobilité d'un
marqueur selon la flexibilité du polymere. I1 a été montré que l'immobilisation d'un monomere
pouvait réduire la mobilité du marqueur jusqu'a 5 unités monomeres plus loin dans le cas d'un
polymere peu flexible (24).

- La fraction des segments dont le mouvement est rapide, est plus importante pour les
échantillons a fort taux de phénoxy (Psol/Pads augmente).

- Les temps de corrélation augmentent quand augmente le taux de substitution du
polymere adsorbé en groupes phénoxy, ce qui revient a dire que la mobilité des segments en
solution diminue. Ceci est d'autant plus marqué que la température baisse.

11 est possible que la présence de groupements phénoxy rende la chalne macromoléculaire plus
compacte et plus rigide, par la mise en place d'interactions phénoxy-phénoxy, ainsi que nous
I'avons observé lors de la caractérisation des polymeéres en solution (chapitre I1.3). Par
conséquent, plus les chaines sont riches en phénoxy, moins elles peuvent s'‘étendre a la surface.
Un plus grand nombre de segments vont alors rester déployés en solution, ce qui expliquerait
l'augmentation du rapport de la population de marqueurs mobiles a celle des marqueurs pres de
la surface. Cependant, les boucles en solution seraient plus petites, plus denses et plus
concentrées, entralnant une augmentation de la viscosité locale et donc une augmentation des
Tc. Le mouvement des chaines serait donc ralenti. Une représentation schématique du
phénomene est donnée ci-dessous :
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Figure IV.11 : Influence du taux de recouvrement des particules sur I'évolution des temps de
corrélation (a) et du In (Psol/ Pads) (b) des marqueurs avec l'inverse de la température
absolue . Les particules sont recouvertes de DexPB, (0,56 mmol de phénoxy /g) & divers taux

de recouvrement et sont en suspension dans l'eau.



CHAPITRE IV : Caractérisation physico-chimique de la couche de dextrane déposée 2 la surface du polystyréne

P sol " : 9,

e E R W _ _ AN ZN_w8/ )
Pads W~ - , i )<
7 7
PS-DexPC: Ty PS-DexPB: Ih=T

Tcy. (Psol/Pads) | Tco> Te g, (Psol/Pads)y> (Psol/Pads)

(= 0,05 mmol de phénoxy/g) (= 0,50 mmol de phénoxy/g)

3-3-2 Influence du taux de recouvrement des particules

L'influence du taux de recouvrement des particules a ét€ étudiée dans 1'eau & partir de PS-DVB
recouvert par du dextrane-phénoxy DexPB; (0,56 mmol de phénoxy/g) a trois I' différents :
0,65 - 1,10 et 1,80 mg/m?2.

Comme nous pouvons le remarquer sur la figure IV.11 a et b, quand le taux de recouvrement
des particules de PS-DVB augmente, les temps caractéristiques des populations rapides
diminuent légerement et le polymere se déploie en solution, ce qui conduit & une augmentation
du nombre de segments mobiles.

On peut schématiser ce processus d'adsorption de la fagon suivante :

A faible taux de recouvrement, le polymeére se déforme et adopte une conformation plus aplatie
a la surface du polystyréne. Lorsque la quantité de polymere augmente, les chaines interagissent
entre elles, se repoussent et se déploient en solution avec un mouvement de plus en plus rapide.

PS-DexPB: T’y PS-DexPB: I'p>T17
Tcq, (Psol/Pads); Tcy< Ty, (Psol/Pads)y> (Psol/Pads)
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Figure IV.12 : Influence de la réticulation sur l'évolution des temps de corrélation (a) et
du Ln (Psol/Pads) (b) des marqueurs avec l'inverse de la température absolue pour des

supports recouverts par divers DexP (a I'pl ) en suspension dans l'eau.
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3-3-3 Effet de réticulation

Nous avons montré la nécessité de la procédure de stabilisation de la couche de dextrane
adsorbée sur les particules de PS-DVB qui se déroule, dans notre cas en deux étapes (cf.
chapitre II1.3) :

- une réticulation chimique est réalisée en présence d'épichlorhydrine 4 0,6 M dans NaOH 1M.
- un lavage des particules dans une solution de sulfate de dodécyle de sodium a2 %.

Nous avons étudié l'effet de la réticulation sur la mobilit€ des chaines de dextranes
différemment substituées en groupes phénoxy et adsorbées sur le polystyréne a I'p). Les
résultats obtenus sont présentés sur les figures IV.12 a et b. Aprés réticulation, les temps de
corrélation des segments mobiles sont considérablement augmentés et la population de
segments en solution diminue.

Sil'on compare un méme support, avant et apres réticulation, l'interprétation des résultats parait
simple. La réticulation a pour effet une rigidification de la molécule, ce qui conduit & un
ralentissement sensible des mouvements locaux segmentaires. Cette diminution des Tc
contribue a la baisse du nombre de segments mobiles.

Par ailleurs, apres réticulation, les particules sont lavées par un surfactant. Durant cette étape,
les chaines de dextranes les plus faiblement liées au polystyréne et donc celles qui étaient
vraisemblablement les plus mobiles et les plus déployées en solution sont éliminées. Ceci
contribue de fagon évidente & 'augmentation des Tc et & la diminution de Psol/Pads.

Avant réticulation, les différents polymeres présentent a la surface du polystyréne des
conformations qui dépendent de leur teneur en groupes phénoxy. Apres réticulation, tous les
supports semblent équivalents (mé€mes valeurs de Tc et de Psol/Pads).

Ce phénomene est beaucoup plus difficile & expliquer car le comportement des supports en
présence d'albumine est significativement différent tant en terme d'adsorption de la protéine
(paragraphe IV.2) qu'en terme de conformation des chaines (paragraphe IV.3.3.5).

En fait, les grandeurs mesurées Tc et Psol/Pads sont des grandeurs moyennes qui résultent de la
contribution de différents parametres, dont les effets peuvent selon les cas, s'additionner ou se
soustraire. Il se trouve dans le cas présent que les phénoménes moyens mesurés sont
équivalents, ce qui n'implique pas nécessairement que les couches de polyméres adsorbées sont
elles-mémes toutes identiques. Ainsi, si l'on se référe de nouveau aux figures IV.12 aet b, on
observe que l'effet de la réticulation sur 1a mobilité des chaines est d'autant plus marqué que le
dextrane contient peu de groupes phénoxy. A l'inverse, l'effet sur la diminution du nombre de
boucles est plus prononcé dans le cas du dextrane fortement substitué en groupes phénoxy.
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CHAPITRE 1V : Caractérisation physico-chimique de la couche de dextrane déposée 2 la surface du polystyréne

L'effet de la réticulation sur la conformation des chaines de dextrane adsorbé dépend donc de la
composition du dextrane. On peut émettre les hypotheses suivantes :

Le dextrane le moins substitué€ en groupes phénoxy (DexPC) est tres aplati a la surface du
polystyréne mais présente en solution des boucles mobiles. Si la réticulation a lieu
principalement au niveau des boucles qui sont plus accessibles que les segments en trains,
l'effet mesuré sera essentiellement une augmentation des temps de corrélation. Néanmoins ces
boucles déja trés mobiles, le resteront suffisamment pour tre comptabilisées dans la population
Psol.

Le dextrane le plus substitué en groupes phénoxy (DexPB), est quant a lui, moins aplati a la
surface des particules mais les boucles sont plus petites et leur mobilité plus faible. Ces
boucles, déja peu mobiles au départ, deviendront plus rigides aprés réticulation, ce qui aura
pour effet de déplacer Ie seuil de coupure entre Psol et Pads d'ou une augmentation de Pads.
Ceci est représenté sur le schéma ci-dessous :

Avant réticulation Apres réticulation

P sol
P ads
PS-DexPC: T'q PS-DexPC: Flr ~Tq,
Tcq, (Psol/Pads); Tc 1 > Te, (Psol/Pads) << (Psol/Pads)|
P sol
Pads —

PS-DexPB: Iy, PS-DexPB: 1.~ 1,
Tcy, (Psol/Pads), Tcy, > Tey, (Psol/Pads)y << (Psol/Pads),
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Figure IV.13 : Comparaison des évolutions des temps de corrélation (a) et des In (Psol /Pads)
(b) des marqueurs avec l'inverse de la température absolue pour deux supports PS-DexP (&

I'pl, stabilisés) en suspension dans l'eau et dans un mélange eau/méthanol (80/20% V/V).



CHAPITRE 1V : Caractérisation physico-chimique de la couche de dextrane déposée a la surface du polystyrene

3-3-4 Présence de solvant organique

Au cours de nos travaux, les supports chromatographiques de PS-DVB modifiés par adsorption
de divers dextranes ont été caractérisés dans plusieurs éluants dont un milieu mixte
eau/méthanol a 80/20 % V/V. La présence de méthanol dans la suspension a pour but de
défavoriser 1'établissement des interactions hydrophobes quelle que soit leur origine
(surface/phénoxy ou phénoxy/phénoxy).

Les figures IV.13 a et b relient les temps de corrélation et la proportion relative des populations
de marqueurs en fonction de l'inverse de la température pour deux supports de PS-DexP
réticulés en présence ou non de méthanol. En présence de méthanol, la fraction rapide augmente
pour les deux échantillons quel que soit le taux de phénoxy du polymere adsorbé. Ceci laisse a
penser qu'effectivement un certain nombre d'interactions entre le polymere adsorbé et le
polystyréne est rompu. Dans tous les cas, les temps de corrélation devraient étre abaissés.
Cependant, I'inverse est observé. Ceci est probablement li€ au fait que le mélange eau-méthanol
est un moins bon solvant que l'eau pour les dextranes qui adoptent une structure plus compacte,
ce qui a pour effet que les chaines sont moins flexibles et moins mobiles. Quoiqu'il en soit,
Vintervention du méthanol vis-a-vis des deux supports ne permet pas non plus de différencier
de fagon absolue les comportements de chaque polymere.

3-3-5 Présence d'albumine

Des échantillons de PS-DVB modifiés par adsorption de dextranes-phénoxy marqués ont €té
mis au contact d'une solution d'albumine de sérum bovin (BSA) en tampon phosphate (0,05
M, pH 7). Cette protéine, particulie¢rement hydrophobe, a été utilisée par ailleurs pour évaluer
I'efficacité du recouvrement des particules en terme d'hydrophilie. Les échantillons analysés
sont constitués de particules de PS-DVB recouvertes de dextranes-phénoxy réticulés, de taux de
groupements phénoxy extrémes (0,05 et 0,56 mmol/g). Enfin, la gamme de température est
restreinte a l'intervalle de 10 a 40°C pour éviter la dénaturation de la protéine.

Les figures IV.14 a et b tracent les courbes respectives de In tc et In %Sld% en fonction de% pour

des supports recouverts de DexP réticulés, en suspension dans l'eau et dans une solution
d'albumine a 2 g/L.

En présence d'albumine, les marqueurs présentent des temps de corrélation plus faibles que
dans J'eau et ce pour les deux échantillons étudiés. De plus, la proportion de segments déploy€s
en boucles et queues est considérablement augmentée pour le support PS-DexPC, le plus
faiblement substitué, ob Psol s'accroit d'environ 13 % dans l'eau 2 environ 23 % dans la
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Figure IV.14 : Comparaison des évolutions des temps de corrélation (a) et de In (Psol / Pads)
(b) des marqueurs avec l'inverse de la température absolue pour deux supports PS-DexP (a

Ipl, stabilisés) en suspension dans l'eau et dans une solution de BSA & 2 g/L en tampon
phosphate pH 7.
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solution protéique a 25°C. En revanche, la fraction mobile pour le support PS-DexPB n'est pas
affectée par la présence de la protéine.

L'ensemble de ces constatations montre que la BSA interagit différemment avec les polyméres
adsorbés selon leur teneur en groupes hydrophobes. En effet dans le cas du DexPC, la protéine
hydrophobe semble déplacer facilement les chaines de dextrane adsorbées, pour interagir elle-
méme avec la surface du polystyréne. La proportion et la taille des boucles déployées en
solution augmentent, leur mobilité s'en trouve accrue. En ce qui concerne le DexPB, la mobilité
accrue des marqueurs pourrait s'expliquer par soit un effet de déplacement des chalnes comme
précédemment, soit par la disparition des interactions phénoxy-phénoxy au profit d'interactions
polymere-protéine. L'effet de déplacement des chaines semble peu probable car la population
mobile varie peu en présence de protéine. La protéine ne rentre pas ou peu en interaction directe
avec la surface.

On peut également supposer que la mobilité du dextrane est modifiée a I'approche de la
protéine, par un effet de déformation des chaines. Ce phénomene est largement décrit dans la
littérature (27, 28).

La couche formée par le DexPB est donc moins perméable a la protéine que celle formée par le
DexPC. Cette conclusion est en accord avec le fait que les supports préparés par adsorption de
dextranes a fort taux de groupes phénoxy sont trés hydrophiles, comme nous avons pu le
mettre en évidence par la non-adsorption spécifique de BSA sur ces supports. Ces expériences

sont bien siir a relier avec le comportement chromatographique des protéines sur ces supports.
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4 - CONCLUSION

L'adsorption de polyméres amphiphiles tels que les dextranes-phénoxy est un procédé
approprié pour hydrophiliser des surfaces hydrophobes telles que celles des particules de PS-
DVB. Néanmoins, le taux de groupes hydrophobes des polymeres influence considérablement
la nature du recouvrement et donc les propriétés de la couche adsorbée. Nous avons mis en
évidence que l'adsorption de l'albumine sur les particules modifiées diminue de fagon
significative lorsque le taux de recouvrement des billes augmente et a taux comparables, lorsque
le contenu du dextrane en groupes phénoxy augmente jusqu'a une certaine valeur (0,56 mmol
de phénoxy/g de polymére). En particulier, le support PS-DexPB recouvert a I” plateau semble
étre bien hydrophile.

Dans tous les cas, les couches de polyméres sont étroitement ancrées a la surface. En effet, les
fractions de populations rapides déterminées par RPE & des températures avoisinant la
température ambiante sont comprises entre 8 et 25% pour tous les supports étudiés, quels que
soient le milieu concerné, le taux de recouvrement des particules et la teneur en groupes
phénoxy des polymeres. Les différences observées entre les couches de polymeres adsorbées
ont été schématiquement représentées. Le taux de groupements phénoxy s'avére étre un
parametre déterminant sur la mobilité des chaines. Les chaines de polymeres possédant un taux
élevé en groupes phénoxy sont les plus compactes en raison de l'aptitude des groupes phéhoxy
a s'associer. Apreés stabilisation de la couche déposée par réticulation chimique a
I'épichlorhydrine, les divers supports préparés présentent apparemment les mémes
caractéristiques. Seule la présence d'albumine dans les suspensions permet de distinguer le
comportement des divers matériaux : la couche de polymere est d'autant moins modifiée au
contact de protéines qu'elle contient un taux élevé de groupes phénoxy. Ceci explique que seuls
les supports préparés par adsorption & saturation des dextranes les plus hydrophobisés soient
les plus hydrophiles. Dans le cas présent, ces résultats indiquent de toute évidence que ni
I'épaisseur de la couche adsorbée ni la mobilité des chaines ne jouent seuls un role déterminant
dans le processus d'adsorption de l'albumine. En effet, les couches de dextranes peu
substituées en groupes phénoxy sont vraisemblablement les plus épaisses (boucles plus
longues) mais certainement les plus diffuses (boucles diluées). Dans ce cas, les profils de
concentrations en polymeére a la surface du polystyréne seraient dépendants de la teneur en
phénoxy du polymere et les couches les plus denses et donc les moins perméables seraient
obtenues avec le dextrane le plus riche en groupes aromatiques. Ceci est en accord avec les
résultats présentés par Osterberg (29). Cet auteur démontre que I'adsorption de fibrinogene a la
surface de polystyréne, modifié par greffage chimique de dextrane et de polyéthyléne glycol,
diminue quand la densité de la couche adsorbée augmente, I'extension des chaines en solution
étant dans ce cas, un parametre beaucoup moins déterminant.
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CHAPITRE V : Caractérisation structurale des particules de polystyréne natives et modifiées

1-TAILLE ET FORME DES PARTICULES

La morphologie et la taille de particules sont des paramétres importants pour leurs performances
chromatographiques (cf. Chapitre I) comme le souligne R. E. Majors (1).

1-1 MICROSCOPIE

Les techniques microscopiques sont couramment employées pour analyser la taille et 1a forme
de particules.

1-1-1 Microscopie optique
La microscopie optique, de par sa facilit¢ de mise en oeuvre, a été€ largement utilisée pour
observer les particules de PS-DVB tant a 1'état sec qu'en suspension. Ainsi, 1'observation
fréquente des particules par microscopie optique au fur et a mesure de 1'avancement de la
préparation des supports a permis de contrdler leur intégrité.

1-1-2 Microscopie électronique a balayage

1-1-2-1. Conditions expérimentales

Les expériences ont été réalisées au moyen d'un appareil JEOL JSM T33(0 appartenant au
Laboratoire des Sciences du Génie Chimique UPR CNRS 6811-ENSIC, avec l'aide de J.-F.
Rémy. Les particules séches a base de PS-DVB sont déposées sur un porte échantillon
recouvert d'un ruban adhésif double face. Lorsque le dépdt des billes semble uniforme, on
procede a la métallisation de leur surface avec un mélange constitué & 60 % de palladium et a 40
% d'or pendant 5 minutes sous vide 2 1,2 KV et 5 mA de courant imposé.

1-1-2-2. Analyse des billes natives et modifiées

Une vue d'ensemble de particules de PS-DVB (lavées et conditionnées) représentée sur la
figure V.1 met en évidence des particules de géométrie parfaitement sphérique de tailles variées
de 20 pum de diametre pour les plus petites & 60 um pour les plus grandes. La méthode de
lavage et de conditionnement des particules permet 1'élimination d'une grande majorité de débris
présents dans la suspension (cf. chapitre IIT). Notons qu'une agitation magnétique vigoureuse
provoque de nombreux dégits tels que I'expose la figure V.2. Ceci nous a conduit & utiliser des
systémes d'agitation rotatif (pour des faibles quantités de support & préparer) ou orbitalaire
(pour des quantités plus importantes).
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SOKrm 061061

Figure V.1 : Vue d'ensemble des particules de PS-DVB obtenue par
Microscopie Electromque a Balayage (appareil JEOL JSM T330).

Les particules ont été lavées et conditionnées selon le protocole décrit dans le
chapitre III1.2.
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Figure V.2 : Effet de l'agitation magnétique sur 1'état des particules de PS-DVB
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1-2 MESURE DE TAILLE PAR DIFFRACTION DE LA LUMIERE
1-2-1 Principe

Lorsqu'un faisceau de Jumi¢ére monochromatique est intercepté par un obstacle, ce faisceau est
diffracté et la répartition de la puissance dans la figure de diffraction observée dépend des
dimensions de l'obstacle. Les granulométres exploitent une image de diffraction de Fraunhofer
dans le cas d'objets sphériques, image regue dans un plan focal (constitué de cellules
photoélectriques).

Une gamme granulométrique peut étre divisée en intervalles de taille qui générent chacun un
motif de diffraction en fonction de sa taille moyenne avec une intensité fonction du nombre de
particules qu'il contient. L'analyse du motif de diffraction permet donc de déterminer la
distribution granulométrique d'un lit de particules. La distribution est donnée en diameétres
équivalents d'une sphere quelle que soit la géométrie des particules.

1-2-2 Appareillagé et préparation pour analyse

Le granulomeétre utilisé est le MALVERN Master Sizer (Laboratoire des Sciences du Génie
Chimique-ENSIC) et dispose de trois objectifs selon les classes granulométriques a analyser.
La lentille choisie (100 mm) permet d'analyser des particules de rayons compris entre 0,5 et
180 wm. Bien que le principe de mesure donne directement acces 2 la distribution de tailles des
particules en nombre, le résultat est présenté sous forme d'une distribution normée en fraction
volumique.

Aucune préparation particuliére des échantillons n'est requise pour l'analyse granulométrique.
Les divers échantillons sont mis en suspension dans I'eau. La cellule de mesure est lavée
abondamment a 1'eau distillée, solvant de référence, avant de réaliser l'auto-alignement du
faisceau laser. La concentration des particules dans la cellule est ajustée en fonction de
l'intensité mesurée. L'analyse s'effectue en quelques secondes et nécessite trés peu de
particules.

1-2-3 Analyse granulométrique des supports
Les résultats sont fournis sous forme d'histogrammes reliant la proportion volumique en

fonction des classes de populations. Le diamétre moyen correspond au diamétre pour lequel la
fraction volumique cumulée est égale & 50%.
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Les figures V.4 a et b représentent les distributions granulométriques des particules de
polystyréne-divinylbenzéne natives avant et aprés le protocole de lavage et conditionnement
décrit dans le chapitre II. La distribution est globalement inchangée aprés le lavage des
particules a l'exception de 1'élimination des fines particules inférieures a 5 um. Le diametre
moyen des tailles est centré autour de 40 = 1 pm.

Lorsque les particules sont recouvertes & I'pl par les divers dextranes modifiés, les distributions
de taille ne varient pas non plus comme l'illustrent les figures V.4 ¢ et d. L'épaisseur de la
couche de polymeére formée, estimée & quelques nanometres, est trop faible devant des
diametres particulaires et ne peut étre prise en compte. Quelle que soit la modification apportée

aux particules, les distributions granulométriques montrent la présence de particules de diameétre
compris essentiellement entre 20 et 60 um, le diamétre moyen étant de 40 £ 1 um.
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2- POROSITE ET SURFACE SPECIFIQUE A L'ETAT SEC

Pour caractériser la texture d'un solide poreux ou divisé, les différents paramétres a connaitre
sont la surface spécifique, le volume poreux total et la répartition du volume et de la surface en
fonction des dimensions des pores. En effet, dans un corps poreux, la surface externe (surface
géométrique) est généralement négligeable devant la surface interne constituée par les parois des
pores. La surface spécifique (surface externe et surface des pores) et le volume poreux ne
varient pas de la méme fagon avec la taille des pores. Si les pores sont de petite taille, leur
volume sera faible et leur surface trés grande. A l'inverse, un solide dont les pores sont larges
présente un volume poreux important au regard de sa surface. Un rayon de pore moyen peut
étre défini de différentes fagons mais ne refléte en aucun cas la distribution poreuse. Les deux
définitions principales du rayon poreux moyen sont :

- Rpg() correspondant au rayon poreux a mi-volume de la courbe de distribution poreuse
cumulée (¥ Vpi = f(Rpy),
- Rpm correspondant au rayon du pore dont la population est la plus fréquente dans la
courbe de distribution relative (dVpj / dRpj = f(Rpi)),
avec Vpj : volume des pores de rayons Rpj.

Le plus souvent, nous utiliserons Rps(y pour définir un rayon poreux moyen.

Pour comparer des matériaux, il est cependant indispensable de connaitre la répartition en
volume des pores selon leurs dimensions (courbe de distribution poreuse). Cette répartition est
accessible par les méthodes d'adsorption de gaz, pour les pores de rayon inférieur 4 250 A et/ou
par porosimétrie au mercure pour les pores de rayon supérieur 50 A.

Pour un solide dont la distribution en taille des pores est large, ces deux techniques sont
souvent utilisées de fagon complémentaire.

2-1 L'ADSORPTION PHYSIQUE D'AZOTE

Le phénoméne d'adsorption physique se manifeste lorsqu'un gaz nommé adsorbat est mis en
contact avec un solide appelé adsorbant. Une partie des molécules disparait de la phase gazeuse
pour se fixer a la surface du solide par des forces de faible énergie (Van der Waals). Les
expériences s'effectuent a trés basse température (-196°C) sous pression croissante puis
décroissante pour établir la courbe d'adsorption/désorption schématisée sur la figure V.5.a. La
zone n°l correspond a I'adsorption d'azote en couche monomoléculaire, comme dans le modele
de Langmuir. Mais chaque molécule de cette couche constitue un site d'adsorption pour la
couche suivante et 1'épaisseur de la couche adsorbée augmente (zone 2). La zone n°3
correspond 2 la zone de condensation capillaire de 1'azote dans les mésopores. La condensation
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capillaire est responsable de I'hystérése de désorption (zone 4), liée au fait que la désorption
d'azote s'effectue a des pressions plus faibles que la condensation, dans un pore de taille
donnée. La forme de I'hystérése dépend de la géométrie des pores.

L'adsorption d'azote conduit d'une part a la détermination de la surface spécifique d'apres
I'équation BET (2) et d'autre part a la répartition poreuse pour les pores dont le rayon est
inférieur 2 250 A. Pour les pores de taille supérieure, le rayon de courbure du ménisque est
insuffisant pour que la condensation capillaire ait lieu. Les macropores ne sont donc
comptabilisés qu'au titre de leur surface.

2-1-1 Calcul de la surface spécifique

Plusieurs théories ont été développées pour calculer la surface spécifique a partir des isothermes
d'adsorption. L'exploitation la plus connue est celle décrite par Brunauer, Emmett et Teller ou
méthode BET. Celle-ci suppose :

- un recouvrement total de la premiére couche moléculaire avant remplissage de la deuxiéme,
- I'adsorption est due aux forces de Van der Waals,

- le nombre de couches adsorbées peut étre infini.

La relation BET appelée transformée fait intervenir la notion de gaz adsorbé et s'applique pour
de valeurs de pressions relatives P/Pg comprises entre 0,05 et 0,35. La transformée BET

revient i tracer VP D) (Po - D) en fonction de P/P, comme le montre I'équation [1]:

p 1 ,C1 P "
V(Po - P) Vm.C " Vm.C * P, .

avec P: pression d'équilibre d'adsorption

Po: pression de vapeur saturante de l'adsorbat

V: volume de gaz adsorbé a la pression d'équilibre P

Vm: volume de gaz nécessaire a la formation d'une monocouche

C: constante qui tient compte de la chaleur d'adsorption E; du couple adsorbat-
adsorbant et de la chaleur de liquéfaction de l'adsorbat Ep, (Ep = 5517 J.mol-1 pour l'azote
liquide)

C =exp (EEI;L), T est la température absolue a laquelle est effectuée 'adsorption et R la

constante des gaz parfait (8,314 J.K-Imol-1)

137



évaporation du ménisque

hémisphérique

N

O

=

o

[%2]

ks

[

O

g

=

[

>
couche d'épaisseur t

0 1
(a) : Isothermes d'adsorption-désorption de gaz
t augmente
P
V (Py-P) A

A e

m-

0,35

(b) : Transformée de BET

Figure V.5 : Isothermes d'adsorption d'azote (a) et la transformée de BET associée (b)

condensation
capillaire



CHAPITRE YV : Caractérisation structurale des particules de polystyréne natives et modifiées

Ainsi les figures V.5.a et b montrent un exemple d'isotherme d'adsorption et la transformée
BET qui en résulte. Dans la pratique, 1'équation BET n'est valable que jusqu'a P/Pg équivalent
a 0,35 car au dela de cette valeur, le phénoméne de condensation capillaire se superpose a
I'adsorption multimoléculaire, ce qui se traduit par une cassure dans la droite BET. Si la théorie

. . ‘s . R . . C-1
se vérifie, les points expérimentaux doivent €tre alignés sur la droite BET de pente Vm e

L'ordonnée a l'origine de la droite est égale a anl C et permet d'obtenir la valeur de Vm.

La détermination de la surface totale Sp sera effectuée en multipliant l'aire d'une molécule
d'adsorbant Am par le nombre de molécules formant la monocouche Nm. Pour 'azote, Am est
égal 2 16,27 A2. Si Vm est exprimé en cm3 TPN, Nm s'obtient par :

Vm : Vm 23
Nm—22414xN soit Sp= 22414x6023 1043 x 16,27

d'ot Sp =437 xVm (m?/g) [2]

La surface spécifique obtenue par cette méthode sera appelée Sggr tout au long de I'exposé qui
suivra.

2-1-2 Détermination des rayons de pores et de la distribution
poreuse

La pression a laquelle un pore se remplit ou se vide est donnée par 'équation de Kelvin :

P A%
In(p5)=-2RT Ry, [31

avec y: tension de vapeur de l'azote (8,3.10-3 N.m'1)

VL : volume moléculaire de I'adsorbat liquide (34,6.10-6 m3.mol-! pour l'azote)
Rm : Rayon du ménisque

Partant de I'hypothese selon laquelle les pores sont assimilés & des cylindres, il est possible de
calculer le rayon de pores moyen Rp et la répartition poreuse.

Pour un pore cylindrique, R est égal a 2Rk, ou Rk représente le rayon de Kelvin. Lors de
l'adsorption, on a donc :

P ¥VL
In (p5) =" RT. R

La détermination du spectre des micropores et mésopores s'effectue par la méthode BJH. du
nom de ses auteurs Barrett, Joyner et Halenda (3) & partir de la courbe de désorption, la branche

d'adsorption correspondant a un état métastable.
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La pression a laquelle un pore de taille Rp se vide est donnée également par la loi de Kelvin
avec dans ce cas Ry = Rk. Pour une pression relative P/Po donnée, Rp est égal a Rk + t, t étant
I'épaisseur de la couche d'adsorbat calculée expérimentalement sur un corps non poreux.

Par un découpage en tranches de la courbe de distribution poreuse (2 Vpj = f(Rpi)), la surface
spécifique peut étre recalculée si 1'on considére un modele de pore cylindrique. On obtient la
relation ci-dessous :

AVpi _ _Rp;j
Si 7 2

A chaque variation du volume d'azote AVp introduit correspond un pore de taille Rp; et de
surface Sj. La somme des S;j donne la surface spécifique calculée de 1'échantillon (SNZ)' Sile

modele de pores cylindriques est applicable, les surfaces SpgT et SN2 doivent &tre treés proches.

2-2 LA POROSIMETRIE AU MERCURE

L'adsorption d'azote permet de caractériser essentiellement la micro (Rp < 10 A) et une partie
de 1a mésoporosité (Rp < 250 A) . Aussi pour caractériser les pores de rayons supérieurs, il est
nécessaire de recourir & une autre technique telle que la porosimétrie au mercure, dont le
principe est le suivant (4,5) :

Le mercure est un liquide non mouillant vis-a-vis de la plupart des matériaux, les forces de
tension superficielles s'opposent a sa pénétration dans les pores. Pour un de pore de rayon Rp,
la résultante des composantes normales au plan du cercle est égale 4 - 2.7.Rp.y.cos8 ou yest la
tension superficielle du mercure et 6 1'angle de contact mercure-paroi du pores. Si on exerce
une pression P sur le mercure, celui-ci pénétre dans les pores jusqu'a ce que 1'équilibre entre les
forces dues 2 la pression et a la tension superficielle soit atteint, on a alors :

2.y.cos®
P.n.Rp2 = - 2.n.Rp.y.cosO soit Rp = - % (4]

Dans le cas d'un espace poreux assimilable a un faisceau de tubes cylindriques, cette équation
connue sous le nom de la relation de Washburn, montre que le rayon des pores remplis est
inversement proportionnel & la pression exercée sur le mercure.

L'analyse de la répartition poreuse s'effectue & partir de la courbe d'intrusion de mercure. La
porosimétrie permet d'accéder & une grande gamme de pores, les plus fins sont atteints en
augmentant la pression exercée sur le mercure. Le volume de mercure ainsi injecté entre deux
pressions Py et P2 conduit au volume attribuable aux pores de rayons compris entre Rpj et Rp2.
11 suffit donc de mesurer par dilatométrie la quantité de mercure introduite dans la structure
poreuse, en fonction de la pression imposée, pour obtenir la courbe de volume des pores en
fonction de leur rayon et d'en déduire la répartition surfacique selon le modéle géométrique de
pores choisi.
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2-3 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX
2-3-1 Appareillage pour l'adsorption d'azote

L'appareil utilisé pour la détermination des surfaces totales et répartitions poreuses est un
SORPTOMATIC 1900 de marque Carlo-Erba Instruments (Fisons), piloté par un logiciel
Milestone 200. La surface minimum détectable est de l'ordre de 5 m2, la précision de 5 % et la
reproductibilité de 1 & 3 % (données du constructeur). La limite supérieure de détermination du
rayon poreux est 400 A par adsorption physique car la pression de condensation capillaire
differe trés peu de la pression saturante, de telle sorte qu'une simple condensation de 1'adsorbat
peut &tre provoquée par une faible augmentation de pression. Les pores de rayons inférieurs 2
10 A sont pratiquement remplis avec la formation de la premigre couche adsorbée, il n'y a pas
de condensation capillaire.

100 a 150 mg de PS-DVB sont placés dans une burette en verre qui fait office de cellule de
mesure. L'ensemble est dégazé plusieurs heures a 30°C et une nuit a 80°C jusqu'a atteindre une
pression résiduelle de I'ordre de 4.10-6 bars. Aprés refroidissement, la burette est maintenue &
la température d'adsorption (-195°C) dans un bain d'azote liquide. L'appareil effectue
automatiquement des injections successives de volumes gazeux constants jusqu'a atteindre la
pression de vapeur saturante Py (= 1 bar) puis effectue un cycle de désorption jusqu'a 0,13
bars. A chaque injection, lorsque la pression d'équilibre est atteinte, la quantité d'azote
adsorbée est calculée par différence entre la quantité introduite et celle non adsorbée. Avant
I'analyse d'échantillons, la quantité d'azote susceptible de s'adsorber sur la paroi interne de la
cellule de mesure doit tre déterminée et sera ensuite déduite.

Néanmoins, des problémes inhérents a cette instrumentation existent et sont liés a la fiabilit€ des
capteurs de pression, aux fuites possibles aux raccords et rodages. La température doit étre
parfaitement stable durant l'expérience (6 heures). Pour cela, la burette est placée dans un
Dewar d'1 1 dont le niveau d'azote liquide est continuellement ajusté. Chaque échantillon a été
analysé au moins deux fois et les résultats se sont avérés reproductibles.
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2-3-2 Porosimeétre a mercure

L'appareil utilis€ est un porosimétre automatique Porosimeter 2 000 - Carlo Erba Instruments
(Fisons). Les pressions exercées sur le mercure vont de la pression atmosphérique a 2000 bars,
ce qui permet 'intrusion de mercure dans des pores de rayons compris entre 75 000 4 50 A.
L'appareil posséde plusieurs fonctions principales qui permettent le dégazage de 1'échantillon,
la mesure de la pression exercée et la mesure du volume pénétré dans les pores par dilatométrie.
Le fonctionnement de l'appareillage est décrit brievement ci-dessous :

Un dispositif spécial "macropores unit 120" (Carlo Erba) permet d'une part le dégazage de
I'échantillon (50 mg de billes séches) et d'autre part, le remplissage du dilatométre par le
mercure. Aprés 4 heures de dégazage, la pression résiduelle est de I'ordre de 0,03 bars,
pression a laquelle le mercure est introduit dans le dilatométre. Le dilatométre remis a pression
atmosphérique est rempli d'huile puis placé a l'intérieur d'une enceinte hermétiquement close.
Le mercure est alors introduit dans 1'échantillon sous des pressions croissantes. Un capteur
enregistre la pression effectivement appliquée au mercure.

Les erreurs expérimentales liées & cette méthode proviennent essentiellement de la présence de
bulles d'air dans I'échantillon car l'air est 1 500 fois plus compressible que le mercure. C'est
pourquoi il est absolument nécessaire de procéder & un dégazage poussé de I'échantillon. Le
remplissage du dilatométre avec le mercure est trés délicat et requiert le plus grand soin. La
remise a l'air du systéme s'effectue lentement pour permettre un remplissage correct du volume
intersticiel.

L'angle de contact 6 dépend de la nature du matériau mais également de sa propreté et de son
état de dégazage avant la mesure. Pour le polystyréne nu, I'angle de contact mercure-paroi des
pores vaut 130° (6). Cette valeur est conservée par défaut pour les particules recouvertes de
dextrane, l'angle de contact n'étant pas mesurable directement sur les particules. Mais il est &
noter qu'une erreur de 10° (130 £ 10°) sur 'angle de mouillage entralne une erreur sur le rayon
d'environ 20 & 25 %.

La tension superficielle y dépend peu de la température mais dépend plutot de la propreté du

mercure : graisse, oxyde de mercure dont on assura la qualité en utilisant du mercure bidistillé.
Selon les auteurs, v varie entre 420 et 500 mN.m"1, la valeur que nous avons utilisée est de 485

mN.m"L. Cette valeur a déja été utilisée pour des échantillons de PS-DVB (6).

Chaque analyse a été également répétée plusieurs fois.
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2-4 STRUCTURE DES PARTICULES MODIFIEES

L'adsorption de dextranes amphiphiles sur des particules de PS-DVB conférent & ces derniéres
des nouvelles propriétés structurales que nous allons décrire dans ce chapitre. Les
caractéristiques structurales d'un matériau poreux a 1'état sec sont sa surface spécifique, son
volume poreux et les distributions poreuses en volume et en surface en fonction des rayons de
pores. Les caractéristiques structurales des particules seront discutées en fonction de la nature
de leur recouvrement.

2-4-1 Validation des méthodes d'étude structurale

2-4-1-1 Séchage des particules :

Quelle que soit la méthode utilisée (adsorption d'azote ou porosimétrie au mercure), les
particules de PS-DVB modifiées ou non, doivent &tre séchées sous vide a 80°C pendant
plusieurs heures. Nous avons donc vérifi€ dans un premier temps, que les caractéristiques des
particules ne sont pas affectées par ce traitement préalable.

- Aucun changement de morphologie des particules n'a été observé par microscopie optique,
quelles que soient la température, la durée et la pression du séchage.

- Nous avons déterminé par analyse thermique différentielle, les températures de transition
vitreuse (Tg) de chacun des éléments composant les particules, sous formes indépendante et
associée. L'appareil utilisé pour ces mesures est le modele DSC92 (Setaram, France). Le profil
est obtenu sous une pression d'hélium de 6 bars. Un premier tracé est systématiquement
effectué pour effacer la mémoire de 1'échantillon. La montée en température est de 10°C/minute,
puis les échantillons sont refroidis par un flux d'azote liquide. Les thermogrammes
correspondants sont donnés sur la figure V.6.

La Tg du dextrane passe de 87°C a 101°C apres introduction des groupes phénoxy sur la chaine
de polymeére. Cette augmentation de Tg est vraisemblablement liée & une diminution de la
tlexibilité des chaines ainsi que nous I'avons déja mentionné dans le chapitre précédent.

La Tg du polystyrene, trouvée dans la littérature est de 'ordre de 100°C. Pour les particules de
polystyrene réticulé par le divinylbenzeéne, la Tg est supérieure a 200°C.

Enfin, en ce qui conceme les billes de PS-DVB recouvertes de dextrane, aucune transition n'est
observée dans un domaine de température allant de la température ambiante a 150°C. Le
dextrane adsorbé voit sa Tg augmenter tres fortement (= 190°C), en raison de contraintes
stériques liées d'une part a la proximité de la surface polystyrénique et d'autre part, a la
réticulation de la couche adsorbée par 1'épichlorhydrine.

Les résultats sont obtenus sous une pression de 6 bars. Ces conditions ne refletent pas les
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conditions dans lesquelles s'effectuent le séchage et l'analyse des particules. Néanmoins, il
convient de souligner que l'influence de la pression sur la valeur de Tg est faible (ATg = 0,03-
0,06°C/bar).

2-4-1-2 Limites d'utilisation de la porosimétrie au mercure :

* Influence de la pression :

L'intrusion de mercure dans une structure poreuse s'effectue de la pression atmosphérique
jusqu'a des pressions élevées pouvant atteindre 2000 bars, ce qui peut induire des accidents
structuraux (7). De nombreux auteurs ont caractérisé la porosité a 1'état sec de particules
destindes a la chromatographie, particules a base de polystyréne (6, 8) ou de silice (9, 10, 11).
Dans certains cas, on peut relever une disparité entre les résultats obtenus par adsorption
d'azote et par intrusion de mercure. D'une fagon générale, ces différences sont attribuées au fait
que chacune des méthodes repose sur des hypothéses de travail tres différentes et que leur
domaine de validité n'est pas le méme. Cependant, il convient €galement de s'assurer de la

résistance a la pression du matériau analysé par intrusion de mercure.

Kloubek (7) a développé en 1994 une théorie qui permet de déceler des accidents structuraux
d'un matériau survenus pendant les mesures de porosimétrie au mercure & des pressions
élevées. Ces accidents ou dommages sont provoqués essentiellement pendant la premiére
intrusion de mercure et résultent de :

- la rupture d'une paroi fine entre deux pores dont l'un est rempli de mercure,

- I'élargissement des orifices des pores, en particulier dans le modele de pores "ink-bottle",

- 'élargissement des interconnections ou constrictions au sein des pores.

Pourtant I'analyse de la distribution poreuse en porosimétrie au mercure repose exclusivement
sur 'obtention de la courbe de premiére intrusion. Lorsqu'a la fin de cette étape, on diminue la
pression exercée sur le mercure, une partie de celui-ci est expulsée des pores. L'hystérese de

désintrusion est liée principalement & deux facteurs :

- la cinétique d'expulsion du mercure est plus lente que celle d'intrusion,
- une certaine proportion de mercure reste irréversiblement piégée dans les pores et ceci de
fagon d'autant plus marquée que les pores sont petits.

Les changements structuraux conduisent a une interprétation erronée de la structure poreuse
mais d'aprés Kloubek, ils peuvent &tre mis en évidence en comparant les différentes courbes
d'intrusion-désintrusion successives comme celles obtenues pour les particules de PS-DVB
natives (figure V.7).
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Par commodité, on appelle :

Vi: Volume (cumulé) de mercure introduit dans les pores a la pression Pj, pendant la jere
intrusion

Vri: Volume (cumulé) de mercure introduit dans les pores a la pression Pj, pendant la
réintrusion

La théorie développée par Kloubek nécessite l'introduction de nouvelles grandeurs dont les
définitions sont les suivantes (figure V.8) :

VRf: Volume de mercure piégé irréversiblement dans les pores, apres expulsion

Vnri : Volume (cumulé) de la nette réintrusion obtenue par la différence Vrj - VRf

VR;j : Volume (cumulé) de mercure piégé dans les pores de taille Rp = Rp; a une pression Pj
donnée avec VR = V- Vrj + VRf=Vj - Vnrj

Le volume de la nette intrusion Vnrj en fonction de la pression permet de rapporter la courbe
expérimentale de réintrusion (Vrj = f(P)) & la méme origine que celle correspondant a la
premiére intrusion (Vi = f(P)), comme cela est représenté sur la figure V.8. Le volume VR;
correspond a la différence entre Vnrj et Vi quelle que soit la pression exercée.

D'apres cet auteur, si la structure n'est pas dégradée au cours de 1'expérience, VRj doit croitre
de fagon logarithmique jusqu'a la valeur maximale VRf.

Le tracé de VR; en fonction de P pour les particules de PS-DVB est donné sur la figure V.9.
Aux faibles pressions (Pj < 3-5 bars), la variation importante de VR; est liée au réarrangement
de I'empilement des particules et a leur propre compressibilité. A une pression de l'ordre de
1250 bars apparait une cassure dans la courbe, correspondant & un dommage de la structure
survenu pendant la 1€7€ intrusion. Cette pression correspond pour une surface polystyrénique a
un rayon de pores de 70 A environ (d'aprés I'équation de Washburn [4]). De prime abord, il
parait surprenant que les particules de PS-DVB puissent résister jusqu'a cette pression élevée.
Toutefois, l'intrusion de mercure dans les structures poreuses s'effectue de fagon homogene et

les pressions de mercure sont exercées & l'intérieur méme du matériau autant qu'a I'extérieur.

Par ailleurs, nous pouvons remarquer sur la figure V.7 que toutes les courbes de réintrusion
sont superposables. Ceci indique qu'aucun changement de structure n'est apparu entre la 26me
et 38M¢ intrusion.

Enfin, tous les échantillons de PS-DVB modifiés ou non ont été analysés plusieurs fois. Les
résultats obtenus se sont avérés parfaitement reproductibles.

*Influence de l'angle de contact 8 et de la tension superficielle y :

Selon les matériaux, 8 peut varier de 115 a 160°. La valeur de 6 que nous avons choisi
d'utiliser (130°) a été déterminée sur des d'échantillons de polystyreéne. La présence de dextrane
a la surface du polystyréne-divinylbenzéne peut conduire & une modification de 6. Ainsi, une

erreur de 10° sur I'angle de contact (140 au lieu de 130°) conduit & une sous-estimation de la
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Echantillon SBET SN, SHg SNy+Hg | SBET SN, SHg | SN,+Hg
m?/g de support m2/g de PS-DVB
PS-DVB 190 172 206 189 190 172 206 189
PS-DexPB 45 48 111 84 60 64 145 111
I = 1,60 mg/m? *08 *82

Tableau V.1 : Surfaces spécifiques mesurées par adsorption d'azote et porosimétrie au mercure pour deux supports a base de
PS-DVB natif et modifié par adsorption a saturation de dextrane-phénoxy DexPB (0,56 mmol de phénoxy/g)

avec Spgr: Surface spécifique déterminée par la méthode BET

SN2 : Surface spécifique calculée par adsorption d'azote pour Rp > 10 A

SHy « Surface spécifique calculée par porosimétrie au mercure pour Rp > 30 A (6=130°%* pour 6 =140°
SN2 + Hg - Surface spécifique calculée par combinaison de SN2 (10 < Rp < 200 A) et SHg (Rp > 200 A)
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taille des pores d'environ 20%. Une seconde erreur provient de l'estimation de v . Mais cette
erreur est faible en regard de celle liée a I'estimation de 6.

* Influence de la géométrie des pores :

Dans tous les calculs qui sont effectués, nous avons considéré le modele de pores cylindriques.
Mais ce modele ne reflete pas toujours la réalité.

De plus, les Rp peuvent €tre sous-estimés : un pore de taille Rp dont I'acces est restreint par un
col de taille Rp' inférieure a Rp, se remplira a la pression P' > P et donc le volume de mercure
introduit sera alors attribué a un pore de taille Rp' et non de taille Rp.

2-4-1-3 Détermination des surfaces spécifiques, des volumes poreux et des

distributions poreuses

* Surfaces spécifiques :

- La surface spécifique est classiquement évaluée par la méthode BET qui fait appel a
I'adsorption d'azote, elle est notée Sppt. Cette méthode donne un résultat exact car ne requiert
aucune hypothese quant a la géométrie des pores. Bien entendu, la surface mesurée dépend de
l'accessibilité des pores & la molécule d'azote. Ainsi, les pores fermés ou ceux de taille
inférieure a celle de l'azote (ultra-micropores) ne seront pas comptabilisés.

- D'autre part, la surface spécifique peut étre calculée comme nous l'avons montré
précédemment, a partir des distributions poreuses obtenues par adsorption d'azote (SN2) ou
porosimétrie au mercure (SHg) en considérant un modele de pores donné. Le modele que nous
avons utilis€ est celui des pores cylindriques.

- Enfin, une surface SN2+Hg peut €tre calculée par combinaison de SN, pour les pores de

rayons inférieurs 4 200 A et Shg pour les pores de rayons supérieurs.

Le tableau V.1 réunit les valeurs de diverses surfaces spécifiques pour deux échantillons (PS-
DVB natif et modifié par adsorption i saturation d'un dextrane-phénoxy substitué a 0,56 mmol
de phénoxy/g de polymere). Ces surfaces sont mesurées en m2/g d'échantillon et peuvent &tre
rapportées en m2/g de PS-DVB (connaissant la quantité de dextrane adsorbée). Les résultats
appellent un certain nombre de commentaires :

- Dans tous les cas, SN, est proche de SggT, ce qui indique que le modele de pores

cylindriques est relativement adapté i I'étude de nos échantillons. Les pores de grande taille ne
sont pas pris en compte dans le calcul de SN,. Néanmoins, la contribution de ces grands pores

a la surface spécifique d'un échantillon est faible, d'ou l'obtention de valeurs similaires a celles

de SBET.
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Vp (Hg) Vp (N2+Hg) Vp (Hg) Vp (N2+Hg)
Echantillon cm3/g de support cm3/g de PS-DVB
PS-DVB 1,90 1,65 1,90 1,65
PS-DexPB 1.17
% 1,02 1,58 1,39
T't= 1,60 mg/m2 1,22

Tableau V.2 : Volumes poreux mesurés par adsorption d'azote et porosimétrie au mercure pour deux
supports a base de PS-DVB natif et modifié par adsorption a saturation de dextrane-phénoxy DexPB
(0,56 mmol de phénoxy/g), avec :

Vp (Hg) : Volume poreux mesuré par porosimétrie au mercure (rayons de pores > 30 A, 6=130°* pour 6 = 140°)

Vp (N3 + Hg ): Volume poreux mesuré par combinaison de Vp (N2) pour 10 < Rp < 2004 et Vp (Hg ) pour Rp > 200 4
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- La porosimétrie au mercure ne prend pas en considération les pores de rayons inférieurs a -

30 A. Les valeurs de SnHg devraient étre sous-estimées alors qu'elles sont nettement supérieures
a celles de ST ou SN, Ceci est particulierement vrai dans le cas des supports modifiés.

Différentes erreurs peuvent étre a l'origine de cette surestimation :

* une sous-estimation de la taille des pores, liée & une sous-estimation de 1'angle de
contact et/ou a la présence de pores dont I'acces est restreint (Rp mesuré < Rp réel),

* une destruction de la structure poreuse qui semble intervenir & une pression de

mercure élevée (1250 bars) correspondant 3 un rayon poreux de 70 A (cf. paragraphe 2.4.1.2).
- la surface Sn,+Hg calculée & partir des courbes combinées d'adsorption d'azote et de

porosimétrie au mercure est relativement proche de Sggt et SN, pour le PS-DVB natif. En ce
qui concerne les supports modifi€s, SNy+Hg €st toujours supérieure a SBgT et SN,.

* Volume poreux :

Le volume poreux d'un échantillon de PS-DVB natif ou modifié est déterminé par porosimétrie
au mercure et par adsorption d'azote. La technique d'adsorption d'azote est restrictive car elle
ne caractérise que la micro et mésoporosité. Le calcul du volume poreux total d'un échantillon
est largement sous-estimé. En effet, la contribution des macropores dans le calcul du volume
poreux total est considérable.

- VHg obtenu par porosimétrie au mercure donne la valeur réelle du volume poreux, si tant est
que la résistance mécanique du matériau est suffisante pour supporter des pressions élevées.

- VNo+Hg est obtenu a partir des courbes combinées d'adsorption d'azote et d'intrusion de

mercure. La contribution des pores de petite taille au volume poreux total de 1'échantillon étant
faible, la valeur de devrait étre trés proche de celle de Vyg. On peut cependant remarquer que
dans tous les cas, VN,+Hg est inférieur a2 Vg (tableau V.2). Ainsi que nous l'avons
précédemment souligné, cette différence peut Etre expliquée par une sous-estimation des rayons
poreux (sous-estimation de 6 ou présence de pores dont l'orifice est plus étroit que leur rayon),
ce qui conduit donc a une surestimation du seuil de coupure entre l'adsorption d'azote et la
porosimétrie au mercure.

* Distribution poreuse :

Cette analyse repose sur les répartitions du volume poreux et de la surface spécifique d'un
échantillon en fonction de la taille des pores. Compte-tenu des limites imposées par chacune des
deux méthodes porosimétriques utilisées, la répartition des pores sera discutée a partir des
distributions poreuses combinées (seuil de coupure fixé a 200 A). Elle sera présentée soit par
une courbe reliant le volume poreux cumulé (XVpj) en fonction des rayons de pores Rpj soit
sous forme d'histogrammes représentant les volumes poreux partiels de diverses classes de
pores.
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2-4-2 Résultats et discussion

De nombreux échantillons de particules de PS-DVB ont été préparés pour cette étude. Nous
aborderons ainsi l'influence du taux de recouvrement des particules, l'effet de la réticulation et

l'influence du taux de groupements phénoxy du polymeére adsorbé sur leurs caractéristiques
structurales.

2-4-2-1 Influence du taux de recouvrement des particules

Le tableau V.3 reprend les surfaces spécifiques significatives, les volumes poreux et les rayons
moyens de particules de PS-DVB recouvertes de dextrane-phénoxy (0,56 mmol/g) & divers taux
de recouvrement. La couche de dextrane n'est pas réticulée.

Support L IISBET Sn,+ng VN, +mg VHg ||SBET Sn,+mg VN,+Hg VHg |RP50
(mg/m par g de support par g de PS-DVB &

PS-DVB 0 190 189 1,65 1,90 190 189 1,65 1,90( 610

0,65 || 131 147 1,17 1,43 | 149 166 1,32 1,62 | 465

ps-DexpB| 1,10 || 70 103 0,94 1,13} 84 126 1,15 1,37 | 310

1,78 § 58 101 1,03 1,16 79 138 1,39 1,57 || 290

Tableau V.3 : Influence du taux de recouvrement des particules de PS-DVB sur leurs
caractéristiques structurales a l'état sec. Les particules sont recouvertes de DexPB a 0,56 mmol
de phénoxy/g de polymére. Les surfaces sont exprimées en m2/g et les volumes en cm3/g.

Les répartitions respectives des volumes poreux et des surfaces cumulées en fonction de la taille
des pores sont représentées par les figures V.10 (a) et (b). Le volume poreux correspondant a
chaque classe de pores est donné sur la figure V.11. Les résultats que nous discuterons sont
ceux exprimés par g de PS-DVB.

Pour les deux premiers échantillons (I" = 0,65 et 1,10 mg/m?2 de PS-DVB), la réduction du
volume poreux est supérieure au volume occupé par le polymere (respectivement 0,10 et 0,15
cm3/g de PS-DVB), calculé d'aprés la densité du dextrane mesurée au pycnométre & hélium
(d = 1,15). Nous avons montré par RPE (chapitre IV.3) que le dextrane adopte aux faibles
valeurs de I" une conformation trés aplatie  la surface du polystyréne. De ce fait, il est possible
que le dextrane en s'étalant & la surface, vienne masquer l'entrée de certains pores, d'ot une
réduction importante de Vp.
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Lorsque le taux de recouvrement maximal est atteint (I = 1,80 mg/m?2 de PS-DVB), le volume
poreux réaugmente l€gerement. La diminution de Vp est cette fois, comparable au volume
occupé par le dextrane. D'apres 1'é€tude réalisée en RPE, le dextrane est relativement plus
déployé€ en solution a I'py qu'a des taux de recouvrement inférieurs. On peut alors supposer
qu'il pénétre plus facilement & l'intérieur des pores et s'y répartit de fagon plus homogeéne, sans
se limiter a en masquer l'entrée. Quand le taux de recouvrement I" des particules augmente, on
note tout d'abord une baisse importante du volume poreux, liée essentiellement & la réduction
des macropores de rayons supérieurs 4 1000 A. Le nombre de pores de rayon inférieur a2 200 A

tend également & diminuer progressivement, d'ot la diminution de surface spécifique observée.

Les diminutions du volume et de la surface spécifique des pores de faible dimension, liées a
l'augmentation de I', sont des phénoménes que 1'on peut donc expliquer par l'adsorption de
polymere a la surface du polystyréne et par le remplissage et/ou le masquage des pores de
dimensions comparables a celles des molécules de dextrane.

La diminution importante du volume des macropores est un phénomeéne plus difficile &
interpréter. Nous proposons l'hypothése suivante : lorsque les particules de PS-DVB sont
mises en contact avec la solution de dextrane, une partie du polymére s'adsorbe physiquement 2
la surface. Cette fraction adsorbée est déterminée a partir de la variation de composition du
surnageant. Par ailleurs, le surnageant est en équilibre avec la solution stagnant a l'intérieur des
pores. Apres lavage des particules, une partie du polymeére présent 4 l'intérieur des pores peut
rester pi€gée en raison des interactions établies entre les groupes phénoxy. Il y aurait donc
formation a l'intérieur des pores d'un réseau peu dense constitué de chaines de dextrane
enchevétrées et associées. La porosité se trouve alors centrée autour de 300 A avec une forte
augmentation du volume de ces pores. La quantité de polymeére qui peut étre piegée dans les
pores est cependant tres faible devant la quantité de polymeére adsorbée, ce qui explique
pourquoi les valeurs de I'jg (déterminées aprés lavage et séchage) et I'yy (obtenues par la

méthode du surnageant) ne sont pas significativement différentes.

2-4-2-2 Influence de la stabilisation de la couche adsorbée:

Des particules de PS-DVB ont été recouvertes de dextrane-phénoxy a taux élevé en groupes
hydrophobes (0,56 mmol de phénoxy/g de polymere), adsorbé a saturation. La couche de
dextrane adsorbée a été stabilisée par réticulation chimique a 1'€pichlorhydrine & 0,6 M suivie
d'un traitement au sulfate de dodécyle de sodium uniquement pour 'échantillon appelé PS-
DexPB-stabilisé. Le tableau V.4 reprend les caractéristiques de porosité des divers échantillons
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} SBET Vp (Hg) Vp Sper | S (Np+#Hg) | Vp (Hg) Vp Rp
Polvme 50
olymere adsorbé (No+Hg) (Np+Hg) || (NosTig )
m%/g cmi/g cm3/g m?/g m%/g cm3/g cm3/g ]

Support Taux de L (A

phénoxy M I’ exprimé par g de support exprimé par g de PS-DVB

(mmol/g) p

(g/mol) (m g/mz)

PS-DVB _ _ — 190 1,90 1,65 190 189 1,90 1,65 620
PS-DexPC 0,05 | 24400 | 2,00 78 1,42 1,15 109 130 1,08 1,61 420
PS-DexPC, 0,06 | 36600 | 2,01 82 1,42 1,16 115 132 2.01 1,63 430
PS-DexPA, 012 | 12000 | 197 80 1,43 1,15 112 145 2.15 1,60 470
PS-DexPAs 0,10 | 22000 | 2,05 80 1,41 1.12 113 134 1,95 1,58 460
PS-DexPB 056 | 29150 | 1,60 46 1,17 1,02 60 111 1,55 1,39 285
PS-DexPB3 051 | 36800 | 1,63 47 1,19 1,03 63 111 1,58 1,36 280

Tableau V.5 : Influence du taux de phénoxy des dextranes adsorbés puis réticulés a la surface des particules de PS-DVB sur leurs caractéristiques

Structurales.
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Support SBET SN,+Hg VNo+Hg VHg
m2/g de PS-DVB | m?/g de PS-DVB | cm3/g de PS-DVB | cm3/g de PS-DVB

PS-DexPB 79 138 1,39 1,57
I'=1,80 mg/m?2
PS-DexPB-stabilisé 61 106 1,34 1,54

s = 1,60 mg/m?

Tableau V.4 : Influence de la réticulation du dextrane sur les caractéristiques structurales des
particules

Globalement, les caractéristiques des échantillons sont peu modifiées par le traitement de la
couche adsorbée. On notera une 1égeére baisse de la surface BET lorsque le dextrane est réticulé,
vraisemblablement li€e a 'élimination partielle de dextrane lors de la réticulation chimique de la
couche adsorbée.

2-4-2-3 Influence du taux de groupements phénoxy

Divers dextranes-phénoxy variant par leurs caractéristiques physico-chimiques ( Mp , taux de

phénoxy) ont été adsorbés a saturation et réticulés a la surface des particules de PS-DVB. Le
tableau V.5 compare les caractéristiques structurales de ces divers matériaux.

D'aprés les valeurs caractéristiques inscrites dans le tableau V.5, les billes de PS-DVB
modifiées sont classées en deux catégories bien distinctes :

- La premiere catégorie regroupe les supports PS-DexPC et PS-DexPA préparés par adsorption
de dextranes a faibles taux de groupements phénoxy (< 0,14 mmol/g). Ces supports présentent
les mémes caractéristiques de porosité & savoir une surface spécifique BET de 110 + 10 m%/g de
PS-DVB, un volume poreux de I'ordre de 2,00 + 0,10 cm3/g de PS-DVB et un rayon de pores
moyen situé autour de 450 + 30 A. Les caractéristiques de porosité de ces divers supports étant
équivalentes, seules les distributions poreuses de 1'un d'entre eux seront présentées.

- L'adsorption a saturation d'un dextrane & fort taux de groupes phénoxy, indifféremment
DexPB2 (0,56 mmol de phénoxy/g) ou DexPBj3 (0,51 mmol de phénoxy/g), conduit a
I'obtention de la seconde catégorie de supports modifiés. La surface spécifique BET des
supports PS-DexPB est de 60 m?/g de PS-DVB et leur volume poreux associé est égal 4 1,6
cm3/g de PS-DVB.

Les caractéristiques des supports dépendent donc exclusivement du taux de substitution en
groupes phénoxy du polymeére adsorbé et non de sa masse moléculaire moyenne. Les figures
V.12 (a) et (b) comparent respectivement les distributions poreuses en volume et en surface de
particules natives et hydrophilisées. Des courbes de distributions poreuses théoriques sont
¢galement tracées sur la figure V.12 et seront commentées plus loin. La distribution du volume

en fonction de chaque classe de pore est représentée sur la figure V.13.
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D'une maniere générale, les phénomenes observés sont les suivants :

- Les courbes relatives au PS-DVB natif montrent une trés grande polydispersité de taille des
pores entre 10 et 20 000 A. Aprés recouvrement des billes, un rétrécissement de la distribution
poreuse est observé. Celle-ci devient d'autant plus étroite que le polymeére adsorbé est riche en
groupes phénoxy.

- Les particules recouvertes ont une surface spécifique diminuée par rapport a celle du
polystyréne nu. Cette diminution s'explique comme précédemment par la réduction des
micropores et mésopores de rayon inférieur 4 100 A. Parallélement, le volume poreux associé a
ces pores de faible dimension n'est que peu modifié.

- Entre 200 et 1000 A, les variations du volume poreux et de la surface spécifique des divers
supports modifiés sont relativement peu différentes les unes des autres (figure V.12).

- Une disparition des pores de rayons supérieurs a 1000 A est observée sur les supports
recouverts de dextrane, et ce, d'autant plus que le polymére est riche en groupes phénoxy.

Les différences les plus significatives obtenues entre les supports PS-DexPB (fort taux de
phénoxy) et PS-DexPC (faible taux de phénoxy) (ou PS-DexPA) peuvent étre résumées de la
fagon suivante :

- Le volume poreux (Vp) correspondant aux particules recouvertes de DexPB (exprimé en
cm3/g de PS-DVB) est inférieur au volume du polystyréne natif. Aprés recouvrement, la
variation AVp calculée est égale 4 0,3 cm3/g de PS-DVB, ce qui correspond approximativement
au volume de dextrane déposé sur les billes. Ceci implique que le dextrane soit essentiellement
localis€ a l'intérieur des pores, ce qui corrobore les hypothéses émises dans le paragraphe
2.4.2.1.

- Le volume poreux (cm3/g de PS-DVB) correspondant aux particules de PS-DexPC est
€quivalent voire légerement supérieur a celui du polystyréne natif. Par ailleurs, la proportion
des macropores (Rp > 500-1000 A) qui disparaissent est moins importante que pour les
supports PS-DexPB 2 taux de recouvrement identiques.

De toute évidence, la fagon dont le polymeére se distribue a la surface des particules différe selon
la teneur du polymere en groupes phénoxy. Ces différences sont représentées schématiquement
sur la figure V.14. Les dextranes les plus faiblement substitués en groupes aromatiques
(DexPC ou DexPA) forment une couche superficielle moins dense que les dextranes DexPB.
Les chaines de dextrane sont plus étendues en solution et générent a la surface du matériau une
porosité nouvelle. Les interactions phénoxy-phénoxy qui s'établissent entre les chaines de
polymere sont peu nombreuses quand le taux de groupes phénoxy est faible. De ce fait, si un
réseau tridimensionnel se crée & l'intérieur des pores, il est vraisemblablement plus 1ache.
Globalement, la taille moyenne des pores est inférieure dans le cas du PS-DexPB que dans le
cas du support PS-DexPC (ou PS-DexPA).

Les distributions poreuses des particules (figures V.12 a et b) sont comparées a une courbe
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théorique obtenue en retranchant 20 A aux rayons de pores du polystyréne, 20 A correspondant
a I'épaisseur calculée de la couche de dextrane déposée. Celle-ci est déterminée & partir du
volume occupé par le dextrane rapporté & la surface accessible aux molécules de dextranes. Les
distributions théoriques différent des distributions expérimentales. La comparaison de ces
courbes montre bien que le dextrane n'est pas déposé sous forme d'une couche homogene a la
surface du polystyréne et ce, quel que soit son contenu en groupes phénoxy. Ceci vient
corroborer les hypotheses déja émises.

A ce stade de la discussion, connaissant les caractéristiques structurales a 1'état sec de chacun
des supports, nous avons calculé la surface spécifique accessible a l'albumine (BSA) selon la
composition des supports.

Cette protéine est assimilée A un bitonnet rigide dont la longueur vaut 140 A et le diametre
38 A. Le tableau V.6 compare les surfaces accessibles a la BSA sur chaque catégorie de
support, en fonction également des orientations possibles de 1a protéine sur les particules. Les
valeurs généralement admises dans la littérature, concernant l'adsorption de 1'albumine sur une
surface, sont respectivement 2,5 mg/m? si la protéine s'adsorbe par son grand coté (side-on) et
6-8 mg/m? si elle s'adsorbe par sa base (end-on).

Adsorption SIDE-ON Adsorption END-ON
Support Sacc. Q Sacc. Q
(m2/g de PS-DVB) (mg/g de PS-DVB) (mZ/g de PS-DVB) (mg/g de PS-DVB)

PS-DVB 80 200 130 910
PS-DexPC

(0,06 mmol de phénoxy/g) 90 225 120 840
PS-DexPA

(0,10 mmol de phénoxy/g)

PS-DexPB

(0,56 mmol de phénoxy/g) 90 225 105 735

Tableau V.6: Surfaces accessibles (Sgcc.) a l'albumine sur divers supports a taux de
recouvrement maximal (valeurs calculées a partir des courbes S N, + SHg = fiRp). La valeur Q

représente la quantité maximale de BSA pouvant s'adsorber sur les supports selon le modéle
choisi.

Tous les supports modifiés posseédent des surfaces accessibles a la BSA équivalentes a celles
des particules natives. Ainsi, la réduction de 1'adsorption non-spécifique de la BSA (évoquée
dans le chapitre IV.2) sur ces supports est due exclusivement 2 I1a modification du caractére
hydrophobe des billes de PS-DVB. En particulier, la suppression totale des interactions non-
spécifiques de l'albumine avec les supports PS-DexPB est liée au caractére hydrophile et
imperméable de la couche de polymére déposée. Nous pouvons remarquer que la quantité
maximale d'albumine adsorbée sur les particules de PS-DVB a ét€ trouvée expérimentalement
égale 2 214 mg/m?2 de PS-DVB a pH 7. On peut donc penser, en toute logique, que cette
protéine s'adsorbe essenticllement par son grand coté (side-on).
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3 - POROSITE DES PARTICULES A L’ETAT SOLVATE

La structure poreuse est un des facteurs-clé intervenant dans un processus chromatographique.
Ainsi, les particules de PS-DVB natives et modifiées ont été analysées & 1'état sec par
adsorption d'azote et porosimétrie au mercure. Cette étude nous a permis de comprendre
comment le dextrane se répartit a la surface du polystyréne mais ne refléte pas le comportement
des matériaux dans leurs conditions réelles d'utilisation.

La porosit€ d'un lit de particules s'étudie & 1'état solvaté par chromatographie d'exclusion
stérique de solutés-€talons, les particules & analyser constituant la phase stationnaire (9, 10, 11,
12, 13). Les méthodes chromatographiques, présentées ci-aprés, ont l'avantage d'étre
facilement accessibles et ne requiérent qu'un appareillage de CLHP. De plus, elles sont
particulierement adaptées a 'étude de particules destinées elles-mémes & la chromatographie.

3-1 DETERMINATION DE LA POROSITE PAR CHROMATOGRAPHIE
D'EXCLUSION STERIQUE : RAPPELS THEORIQUES

A partir d'une courbe de calibration de solutés-étalons (de faibles polymolécularité et dont la
forme peut &tre assimilée a une sphére rigide) en chromatographie d'exclusion stérique, il est
possible d'estimer le rayon poreux moyen de la phase stationnaire. Ces courbes sont obtenues
en portant la masse moléculaire moyenne des solutés-étalons ou leur rayon hydrodynamique en

fonction du coefficient de distribution K défini par I'équation : K = v\%%q

avec Ve : volume d'¢lution d'un standard de masse moléculaire moyenne Mp; et de rayon

hydrodynamique rj
Vo: volume d'exclusion de la colonne
Vt: volume de perméation totale de la colonne

Vp : volume poreux de la phase stationnaire évaluée par la différence Vt - Vo.

Les rayons poreux peuvent €tre évalués par diverses méthodes que nous allons décrire ci-
dessous :

- 1ére méthode : en premiére approche, on considére que la porosité du support peut étre
représentée par une seule taille de pore de rayon Rp. Le coefficient de distribution d'un soluté
de rayon rj est alors décrit par 1'équation (13) :

_ S EAVY
K_(1-R‘p) [5]

A étant un facteur de forme associé A une géométrie donnée de pores. A vaut 2 dans le modele

de pores cylindriques et 3 pour les pores sphériques.
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Si le tracé de K1/2 = f (rj) donne une droite, les pores sont alors assimilables 2 des cylindres.
L'inverse de la pente de la droite donne acces a la valeur de Rp, qui représente en quelque sorte
le rayon moyen permettant de modéliser au mieux le comportement chromatographique du
support.

- La 2¢me méthode est celle décrite par Halasz et Martin (14). Dans cette méthode, plusieurs
classes de pores de rayon Rpj sont considérées. La courbe de calibration K = f(log rj) est
convertie en une courbe K = f(log Rpj) avec Rpj = O rj. & est appelé facteur de Halasz et la
valeur moyenne généralement utilisée est 2,5. Ainsi Rps) (rayon poreux & mi-volume) est égal

a 2,5 fois le rayon hydrodynamique rj du soluté dont le coefficient de distribution est €gal 4 0,5.

- Enfin, la 3®me méthode établit une relation mathématique entre la distribution poreuse et la
courbe de calibration d'un matériau poreux. Cette méthode a été développée par Knox et Scott
(15). La modélisation de Knox et coll. repose sur les hypothéses suivantes :
* Jes solutés-étalons sont assimilées a des spheres de rayons rj
* I'éluant est un bon solvant des polymeres-standard pour éviter tout mécanisme de
séparation autre que l'exclusion stérique.

* pour une population de pores cylindriques monodispersés (Rp), le coefficient de

distribution K s'exprime par K(rj) = (1 - Igi D )2 (5]
« pour un ensemble de pores, K(r) = 2(1 - %)2 F(R;) (6]
Rpi = ri 1

ou F(R;) est la fraction volumique des pores de rayons Rp;,

A l'aide d'un programme informatique, les rayons poreux Rpj sont calculés afin d'obtenir une
courbe modélisée K(rj) = f(log ri) qui coincide le plus fidelement possible & la courbe

expérimentale obtenue. Puis la courbe de distribution cumulée en volume des pores G(Rj) =
Ri
f(log Rj) est établie d'apres la relation G(R}) = Z F(R;) . Le rayon poreux moyen & mi-
Ri=o
volume Rps est obtenu pour G(R;) = 0,5. Ce programme (appelé Dispores) a été établi par R.

Clément (LCPM), & partir d'un diagramme décrit dans la littérature (16).
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3-2 PROTOCOLES EXPERIMENTAUX
3-2-1 Appareillage

Le systtme de Chromatographie Liquide Haute Performance utilisé pour notre étude est
constitué par :
- une pompe Merck 655-A1LC (Merck),
- une vanne d'injection 2 6 voies de modeéle Rheodyne 7125 (Cotati, Etats-Unis) équipée
d'une boucle d'injection de 20 pL,
- un détecteur UV-Vis Merck a longueur d'onde variable de mode¢le L-4200 (Darmstadt,
Allemagne) ou un détecteur réfractométrique Waters de référence R401,
- un intégrateur Spectraphysics RP-4400,
- une colonne en acier inox (250 x 4,6 mm de diamétre interne).
- le débit des élutions est fixé & 0,4 mL/min (150 cm/h) quelque soit 1'éluant et a €té

soigneusement contrdlé durant les élutions, soit par empotage, soit par injection d'un
étalon interne.

3-2-2 Remplissage des colonnes

Les particules de PS-DVB natives et modifiées présentent des mouillabilités différentes & 'eau.
Pour cette raison, des essais de remplissage des colonnes de PS-DVB non modifié ont été
réalisés soit dans l'eau apres imprégnation du polystyréne au méthanol soit dans un mélange
eau/méthanol (80/20 %V/V). Les caractéristiques chromatographiques obtenues sont
identiques. Finalement, le remplissage des colonnes a été effectué sur le systéme CLHP & débit
constant (0,6 mL/min) pendant 2 heures a partir des particules solvatées, mises en suspension
dans I'eau et introduites dans une buse de remplissage. Une fois remplies (= 800 mg de poids
sec en €quivalent de PS-DVB), les colonnes sont condionnées a 0,4 mL en milieu aqueux
pendant plusieurs heures.

3-2-3 Les courbes d'étalonnage

Les supports natifs et modifiés ont été caractérisés dans divers milieux aqueux, organiques ou
mixtes.
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3-2-3-1 Milieu grganique

L'utilisation de tétrahydrofurane (THF) comme phase mobile et l'injection de polystyréne-
étalons sont préconisées pour caractériser la porosité des particules d'origine polystyrénique
(12). Les standards utilisés dans notre cas sont commercialisés par Soparés (Gentilly, France).
Leurs principales caractéristiques sont données dans le tableau V.7. Les solutés injectés (20 pL)
sont concentrés a 2 g/L et détectés 2 254 nm. Le volume de perméation totale est évalué par le
volume d'élution du toluéne.

Standards Mp Indice de polymolécularité
(g/mol) Ip

PS-2000 2 000 000 < 1,30
PS-900 900 000 < 1,06
PS-700 705 000 1,03
PS-500 498 000 <1,20
PS-400 390 000 <1,10
PS-200 200 000 < 1,05
PS-80 80 700 1,02
PS-50 54 000 1,03
PS-10 10 250 1,06
PS-4 4 000 < 1,06
PS-1 1100 , 1,10
PS-0,5 520 1,11

Tableau V.7 : Caractéristiques des standards de polystyréne utilisés

Les dimensions des polystyrénes en solution dans le THF sont reliés & leur masse molaire
moyenne en poids par la relation suivante [7] d'aprés (17) :

ri = 0,123 Mp 0,588 [7]

Cette relation suppose que les pelotes macromoléculaires sont quasiment assimilées a des
sphéres rigides de rayons hydrodynamiques rj (rj = 0,886 < Rg? >Il]/2).
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3-2-3-2 Milieux agueux ou mixte

En milieux aqueux (phosphate) ou mixte (eaw/méthanol 80/20 % V/V), les solutés étalons
préconisés sont les standards de pullulanes (13, 18), trés solubles dans l'eau, d'une large
gamme de masses moléculaires et de tres faibles indices de polymolécularité. Les pullulanes
étalons que nous avons utilisés sont concentrés a 2 g/L et détectés par réfractométrie. Le volume
de perméation totale de la colonne est évalué par I'injection de méthanol.

Ces étalons proviennent d'un kit commercialisé par Soparés (Gentilly, France). Leurs
caractéristiques sont décrites dans le tableau V.8.

Standards Mp Indice de polymolécularité
(g/mol) Ip
T 2000 = 2 000 000 ND
P 1600 1 660 000 1,19
P 800 853 000 1,15
P 400 380 000 1,12
P 200 186 000 1,13
P 100 100 000 1,10
P 50 48 000 1,09
P 20 23 700 1,07
P 10 12 000 1,06
P5 5 800 1,07

Tableau V.8 : Caractéristiques des standards de pullulanes utilisés (a l'exception
du T 2 000, dextrane de Mp =2 000 kg/mol commercialisé par Pharmacia)

Pour ces standards en milieu aqueux, la dimension utilisée est le rayon hydrodynamique,
calculé par la relation suivante [8] d'aprés (13) :

ri = 0,163 Mp %551 (avec rj = 0,883 < Rg? >'%) (8]
3-2-4 Conditions opératoires

En pratique, toutes les colonnes ont été testées par :

- chromatographie d'exclusion stérique (pullulanes) en tampon phosphate a4 0,05 M, pH 7

- chromatographie d'exclusion stérique (pullulanes) dans un mélange eau-méthanol (Prolabo,
grade HPLC) dans les proportions 80/20 % V/V

- chromatographie d'exclusion stérique (polystyrénes) en THE.
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Figure V.15 : Détermination des coefficients de distribution K et des incertitudes pour les
particules de PS-DVB natif dans le tétrahydrofurane a partir de standards de polystyrénes.
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Apres diverses calibrations, les colonnes sont lavées, reconditionnées en milieu aqueux puis
testées de nouveau dans chaque éluant. Ces doubles analyses permettent de révéler les éventuels
dommages subis par les supports au cours des divers traitements, d'évaluer la reproductibilité
des coefficients de distribution K et la stabilité chimique des supports modifiés.

Par ailleurs, plusieurs colonnes ont ét¢ préparées a partir d'un méme support, afin de vérifier la
reproductibilité des résultats en fonction du protocole de remplissage.

3.3 RESULTATS ET DISCUSSION

Dans le cadre de cette étude, nous nous sommes fixés plusieurs objectifs & savoir :
- I'évaluation de l'erreur commise sur la détermination des coefficients de distribution K ;

- la détermination du modele de pores des particules ;
- la détermination des rayons poreux moyens Rpsq par les diverses méthodes précédemment

décrites ;

- la comparaison des courbes de calibration des divers supports 4 base de PS-DVB natif et
modifi€s par adsorption de divers dextranes-phénoxy ;

- et enfin, la détermination de la distribution poreuse des divers matériaux par la méthode de -
Knox et coll. (15,16).

3-3-1 Etude en solvant organique (tétrahydrofurane)

3-3-1-1 Calcul d'erreur sur la détermination de K

Le détail du calcul d'erreur AK est décrit ci-apres, sachant que K est défini par K = H

L'expression de AK/K s'écrit de 1a fagon suivante :

AK A(Ve - Vo) A(Vt- Vo) AVe+AVo AVi+AVo
K " Ve-Vo " Vi-Vo ~ Ve-Vo ' Vt-Vo

En posant AVe = AVo = AVt=AV =0,025 mL, on obtient l'expression simplifiée :

2 AV 2 AV

AR =K (G TVo+Vi-vo)
. 0,05 005
soit AK =K (Ge V5 +Vi- Vo

La figure V.15 représente la courbe de calibration pour des standards de polystyréne dans le
tétrahydrofurane et les incertitudes sur chaque point expérimental. Le volume poreux des

supports étant faible (= 1,7 mL), l'erreur commise sur K peut étre trés importante. Compte-
tenu de ce domaine d'incertitude, Rps (calculé par la méthode de Halasz) est de 250+ 50 A.
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Figure V.16 : Courbes de K 12 en fonction du rayon hydrodynamique des standards de polystyréne
dans le tétrahydrofurane.
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Figure V.17 : Courbes de calibration de standards de polystyrénes obtenues sur divers
supports en tétrahydrofurane.
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Ces conclusions justifient donc la multiplicité des analyses réalisées afin de vérifier la
reproductibilité des résultats, dans chacun des milieux étudiés. Notons que les valeurs de K se
sont avérées parfaitement reproductibles et donc significatives.

3-3-1-2 Détermination du modele de pores

La géométrie des pores d'un lit de particules peut €tre mise en €vidence par simple interprétation
graphique d'aprés la 18 méthode décrite. Pour ce faire, ou trace K14 en fonction du rayon
hydrodynamique rj des standards, A étant une valeur enti¢re comprise entre 1 et 3 selon le
modele des pores. La figure V.16 relie respectivement K, K172, K1/3 3 ri pour les particules de
PS-DVB natives. Seule la courbe de K1/2 = f (rj), peut étre linéarisée, ce qui prouve que le
modele de pores cylindriques correspond le mieux & nos échantillons. Ceci par ailleurs,
confirme les résultats obtenus par porosimétrie a 1'état sec.

3-3-1-3 Détermination du rayon poreux moven

La détermination du rayon poreux moyen Rps peut s'effectuer soit graphiquement par la

méthode de Halasz soit par le programme de modélisation Dispores. Expérim(:,ntalement, nous
avons trouvé pour le polystyréne natif des valeurs de Rps) égales 2 230 £ 30 A par la méthode
de Halasz et 290 + 10 A par Dispores. Les écarts constatés entre les rayons poreux moyens
sont relativement importants. Ceci est vraisemblablement 1ié & une mauvaise estimation du
facteur de Halasz qui, d'aprés Knox et Ritchie, n'est pas constant dans toute la gamme de pores
et peut varier entre 2 et 3. Par conséquent, nous comparerons seulement les distributions
poreuses des différents supports obtenues par la modélisation de Knox et coll. (programme
Dispores).

3-3-1-4 Comparaison des courbes de calibration de divers supports en

tétrahvdrofurane

La figure V.17 compare les courbes de calibration de divers supports en tétrahydrofurane
obtenues avec des standards de polystyréne. Aucune différence n'est observée entre les
échantillons de polystyréne recouverts de dextrane et le polystyréne natif. La superposition des
courbes d'étalonnage des divers supports est un résultat inattendu mais peut s'expliquer par le
gonflement des particules organiques dans le THF mais aussi par le fait que les dextranes sont

insolubles dans cet éluant et vraisemblablement précipités a la surface du polystyréne. Le rayon
poreux moyen Rpsest estimé a 290 £ 10 A, quel que soit le support considéré.
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Figure V.18 : Courbes de calibration de standards de pullulanes obtenues sur divers supports
en eaw/méthanol (80/20 % V/V) .
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3-3-2 Etude en solvant mixte

Afin de comparer les échantillons de polystyréne modifiés par adsorption de dextranes avec le
polystyreéne initial, nous avons établi les courbes de calibration des divers supports en milieu
eau-méthanol (80/20 % V/V) avec des standards de pullulanes (figure V.18).

En l'absence de méthanol dans 1'éluant, les pullulanes s'adsorbent de fagon plus ou moins
réversible sur le polystyréne natif.

Les courbes d'étalonnage obtenues pour les supports PS-DexP sont peu différentes les unes
des autres et réveélent une nette diminution des rayons poreux comparativement au polystyréne
non modifié. Le déploiement des chaines de dextranes en solution aqueuse est trés certainement
a T'origine de la réduction des rayons poreux.

D'apres les rayons hydrodynamiques des standards de pullulanes évalués, les rayons poreux a
mi-volume sont respectivement de 350 A pour les particules de PS-DVB et de 230 A pour les
particules hydrophilisées. Signalons toutefois que les rayons poreux moyens estimés dans le
mélange eau-méthanol ne sont donnés qu'a titre indicatif car calculés a partir de la relation [§]
valable dans l'eau. Ces rayons poreux sont vraisemblablement surestimés. Néanmoins, cette
erreur est faible en regard des autres erreurs expérimentales possibles.

Le tableau V.9 reprend les caractéristiques des diverses colonnes évaluées dans le mélange eau-
méthanol (80/20 % V/V).

Support Vo Vt { Vp Il Vo[ Vt | Vp H Rpsp
cm3/g de support | cm3/g de PS-DVB || (mm) | (A)
PS-DVB 2,41 {438 [ 1,97 12,41 14381197} 0,25 350
PS-DexPC 2,13 (3,68 1,55]298](5,15]2,17 0,98 250
(0,06 mmol de phénoxy/g de polymeére)
PS-DexPB 1,77 13,15 | 1,37 || 2,34 | 4,16 } 1,81 || 0,56 250
(0.56 mmol de phénoxy/g de polymeére)

Tableau V.9 : Caractéristiques des colonnes testées en eau-méthanol (80/20 % V/V) avec :
Vo :volume mort de la colonne

Vt: volume de perméation totale de la colonne

Vp : volume poreux de la colonne (Vt - Vo)

H: hauteur équivalente a un plateau théorique évaluée sur le pic de méthanol

Les volumes d'exclusion, de perméation totale et poreux, exprimés en cm3/g de support,
diminuent significativement lorsque les particules sont recouvertes de dextranes. Rapportés &
des cm3/g de PS-DVB, le volume poreux correspondant au support PS-DexPB est équivalent A
celui du polystyréne natif alors que celui correspondant au support PS-DexPC dont le contenu
du dextrane en groupes hydrophobes est plus faible, est augmenté. Cette augmentation de Vp
est liée a la formation de pores dans la couche de dextrane, ainsi que nous 1’avons mis en

évidence par des mesures de porosité a 1'état sec. La hauteur équivalente & un plateau théorique
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Figure V.19 : Courbes de calibrations de standards de pullulanes obtenues sur des supports
modifiés en tampon phosphate a 0,05M pH 7.
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notée H est largement augmentée lorsque les billes sont recouvertes de dextrane. Néanmoins, la
perte d'efficacité est plus importante pour le support PS-DexPC dans lequel la couche de
polymere est épaisse et diffuse. Ainsi, la résistance au transfert de masse en phase stationnaire
augmente davantage pour ce support.

Quoiqu'il en soit, les courbes de calibration obtenues en milieu mixte n'ont pas permis de
différencier les supports modifiés selon la composition du dextrane adsorbé. Il en était ainsi de
I'étude réalisée par RPE dans ce méme milieu.

3-3-3 Etude en milieu phosphate

Des courbes de calibration ont ensuite ét€ déterminées en tampon phosphate a 0,05 M pH 7
avec des standards de pullulanes (figure V.19). Ces conditions d'élution correspondent a celles
d'utilisation des supports modifiés pour la chromatographie des protéines. Le tableau V.10
reprend les volumes caractéristiques des diverses colonnes évalués en milieu phosphate.

Support Vol Vi | Vb Il Vo | Vi [ Vp Rpsg
cm3/g de support || cm3/g de PS-DVB (A)
PS-DexPC 2,13 13,63 11,50 2,98]5,08 [2,10 230
(0.06 mmol de phénoxy/g de polymeére)
PS-DexPB 1,81 13,19 [ 1,38 1 2,39 14,21 | 1,82 150
(0.5 6 mmol de phénoxy/g de polymére)

Tableau V.10 :Volumes caractéristiques des colonnes testées en milieu phosphate avec :
Vo :volume mort de la colonne

V¢t 2 volume de perméation rotale de la colonne

Vp : volume poreux de la colonne (Vt - Vo)

Les volumes poreux sont identiques a ceux obtenus en mélange eau-méthanol ainsi que
I’indique le tableau V.10. Les courbes d'étalonnage des supports PS-DexPC et PS-DexPA, les
plus faiblement substitués en groupes phénoxy, sont confondues et de surcroit peu différentes
de celles obtenues en eau-méthanol. Les rayons poreux moyens Rpsq sont de 'ordre de 230 A.
La courbe de calibration relative au support PS-DexPB dans lequel le dextrane adsorb€ possede
un taux €levé de groupes hydrophobes, se distingue nettement des autres courbes. Le rayon
poreux moyen est abaissé & 150 A. Nous avons précédemment émis ’hypothése selon laquelle
le dextrane forme & Uintérieur des pores une structure réticulée, et ce de fagon d’autant plus
marquée qu’il est riche en groupes phénoxy. Cette structure est ensuite stabilisée par réticulation
chimique. Néanmoins, il est probable que certains groupes phénoxy situés sur des chaines
restées mobiles puissent s’associer ou non selon la nature du milieu environnant. La mise en
place des interactions phénoxy-phénoxy dans I’eau conduirait a une structure pseudo-réticulée
secondaire, provoquant ainsi une réduction de la taille des pores. Ces interactions seraient

rompues ou largement minimisées en présence de 20% de méthanol dans I’éluant.
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de PS-DVB natives par porosimétrie a l'état sec (adsorption d'azote et porosimétrie a
mercure) et par chromatographie d'exclusion stérique de standards de polystyréne en

tétrahydrofurane.
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4 - ETUDE COMPARATIVE ET CONCLUSION

Le recouvrement des particules par des dextranes hydrophobisés ne change en rien leur
distribution granulométrique. Néanmoins, les billes présentent des propri€tés physico-
chimiques différentes, qui dépendent essentiellement du taux de recouvrement et du contenu en
groupes phénoxy des dextranes adsorbés. En particulier, les différences les plus notoires
concernent essenticllement le caractere hydrophile et les caractéristiques structurales
des particules tant & 1'état sec qu'a I'état solvaté.

Le caractere hydrophile des supports, évalué par mesure de 1'adsorption de l'albumine, a
été amplement discuté dans le chapitre précédent. Nous rappellerons simplement que seules, les
billes recouvertes a I" plateau par le dextrane le plus substitué€ en groupes phénoxy présentent un

caractére hydrophile suffisant pour éviter toute adsorption non-spécifique de I'albumine.

Les caractéristiques structurales des particules ont été déterminées par porosimétrie a
I'état sec et par chromatographie d'exclusion stérique a 1'état solvaté. Ces diverses méthodes de
caractérisation ne conduisent pas aux mémes valeurs de rayon et volume poreux. Ce résultat
n'est ancunement surprenant puisque l'état des matériaux ainsi que les hypothéses de travail
sont tres différentes. Ainsi, par exemple, la figure V.20 représente les courbes de distribution
poreuses correspondant au polystyréne natif, obtenues par porosimétrie a 1'état sec et par
chromatographie d'exclusion stérique dans le tétrahydrofurane. A 1'état sec, les pores ayant une
fraction volumique non négligeable ont des rayons compris entre 30 et 5000 A. A I'état solvaté,
la répartition des pores est plus étroite et deux catégories de pores se distinguent nettement : des
petits pores de rayon moyen égal 2 20 A et des pores plus grands dont le rayon est centré autour
de 300 A. La modification de la distribution poreuse et, en particulier, 'apparition de pores de
faibles dimensions est probablement liée a 1'état de gonflement du polystyréne dans le solvant
organique. L'absence de pores de grande taille (Rp > 500 A) peut s'expliquer par la difficulté a
distinguer, de fagon précise, le volume intersticiel du volume poreux imputable aux ultra-
macropores, compte-tenu du fait que, dans le cadre de cette étude, nous ne disposions pas de
sondes moléculaires suffisamment larges.

A T'état sec comme a 1'état solvaté, le modele représentant au mieux la géométrie des pores est le
modele cylindrique. Par ailleurs, il convient de noter que tous les résultats obtenus, bien que
différents, conduisent aux mémes conclusions.

A Tissue des diverses caractérisations structurales, nous avons classé les particules modifiées
en deux catégories distinctes.

La premiere de ces catégories regroupe les supports PS-DexPC et PS-DexPA, obtenus a partir
des dextranes les plus faiblement substitués en groupes phénoxy. D'apres I'étude RPE, ces

dextranes sont adsorbés 2 la surface du polystyréne par un grand nombre de segments en trains
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Figure V.21 : Distributions poreuses des divers supports a l'état solvaté dans trois milieux
différents, modélisées par le programme Dispores.
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mais ils présentent également un certain nombre de boucles déployées en solution. Cette
conformation conduit & la formation d’une couche vraisemblablement épaisse mais peu dense.
Cette couche diffuse serait suffisamment épaisse pour générer a la surface des particules, une
porosité nouvelle, d'ou I'importance du volume poreux mesuré comparativement a celui du
polystyréne non modifié.

Dans le tétrahydrofurane, les divers supports, modifi€s ou non, présentent des courbes de
calibration qui ne sont pas significativement différentes. Ainsi que nous l'avons déja
mentionné, ceci est sans doute partiellement lié & des probleémes de gonflement des particules de
PS-DVB et a l'insolubilité du dextrane.

Dans le mélange eau-méthanol, l'extension des chaines de dextranes (DexPA et DexPC) en
solution conduit 2 une réduction de la taille des pores, comparativement 2 celle du polystyréne
natif. Des résultats similaires sont obtenus en tampon phosphate.

La deuxieéme catégorie concerne les supports modifiés par adsorption des dextranes les plus
substitués en groupes phénoxy. D'apres 1'€tude RPE, ces dextranes sont adsorbés a la surface
du polystyréne sous forme d'une couche relativement compacte avec des segments en boucles.
Ces segments, bien que nombreux, sont globalement peu déployés en solution. La couche de
polymere déposé serait donc, dans ce cas, plus dense mais de moindre épaisseur. Cependant,
ces polyméres sont capables d'établir de nombreuses interactions hydrophobes phénoxy-
phénoxy (intra et/ou intermoléculaires). Ils peuvent de ce fait conduire a la formation d'un
réseau 2 l'intérieur des pores, réseau dont la structure est partiellement stabilisée lors de la
réticulation chimique a I'épichlorhydrine. Certaines interactions entre groupes phénoxy restent
labiles et peuvent &tre rompues en présence de méthanol. En effet, les rayons poreux moyens
mesurés dans 'eau sont plus petits que ceux déterminés en solvant mixte. Cette variation est
imputée a la présence d'une structure pseudo-réticulée labile, due a la mise en place
d'interactions phénoxy-phénoxy.

Les distributions poreuses des divers supports sont comparées sur la figure V.21.
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CHAPITRE VI | Applications 2 la séparation chromatographique des protéines

1- CHROMATOGRAPHIE D'EXCLUSION STERIQUE DES
PROTEINES

En raison de leur caractére hydrophobe prononcé, les phases stationnaires a base de PS-DVB

sont encore trés peu utilisées pour la chromatographie des protéines, exception faite de la

chromatographie en phase inverse.

Le procédé d'hydrophilisation des particules de PS-DVB auquel nous avons eu recours consiste

a adsorber, a la surface de particules polystyréniques, des dextranes préalablement

hydrophobisés par introduction de groupes phénoxy. Cependant, I'hydrophilisation du

matériau n'est effective que dans certaines conditions :

- le dextrane est déposé sur les particules & un taux de recouvrement maximal.

- la couche adsorbée doit étre stabilisée par réticulation chimique 2 'épichlorhydrine (0,6 M
dans NaOH 1M). Cette étape est suivie d'un lavage des particules par le sulfate dodécyle de
sodium & 2 %.

- le dextrane posséde un taux de substitution suffisamment élevé en groupes phénoxy.

Par conséquent, seuls les supports PS-DexPB, préparés a I'p] & partir de dextranes dont les
taux de substitution en phénoxy sont de I'ordre de 0,50 mmol /g polymere, seront testés pour la
chromatographie des protéines; rappelons que 1’albumine de sérum bovin est adsorbée de facon
non spécifique sur les autres supports.

1-1 CONDITIONS EXPERIMENTALES

Le systeme CLHP utilisé a fait I'objet d'une description compléte dans le chapitre précédent. La
présence d'un systéme de by-pass intercalé entre la boucle d'injection de 20 pL et le détecteur
UV-Vis, en paralléle avec la colonne (250 mm x 4,6 mm diametre interne) permet de déterminer
avec précision la quantité éluée pour chaque soluté injecté.
Les protéines injectées (0,5 & 2 g/l) sont détectées a 280 nm; elles proviennent d'un kit
commercialisé par Pharmacia (Uppsala, Suéde) a l'exception de la trypsine (Sigma). Les
caractéristiques principales des protéines utilisées au cours de notre étude sont résumées dans le
tableau VI.1.
Les courbes de calibration en protéines ont été établies dans diverses conditions d'élution a un
débit constant de 0,4 mL/min. Divers éluants, préalablement filtrés sur membranes (0,45 pm)
Millipore en ester de cellulose, ont été utilisés: - tampon phosphate 0,05 M, pH7

- tampon acétate 0,05 M, pH 5

- tampon tris/HC1 0,05 M, pH 8.
L'augmentation de la force ionique des éluants est réalisée par addition de chlorure de sodium 2
diverses concentrations.
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Protéines Sources* M(g/mol)* pl Rayon de Stokes
rst(A)*

Thyroglobuline (Thy) Thyroide de boeuf 669 000 4,5 85,0
Ferritine (Fer) Rate de cheval 440 000 4,4 61,0
Catalase (Cat) Foie de boeuf 232 000 5,4 52
Aldolase (Ald) Muscle de lapin 158 000 9,5 48,1
Albumine (BSA) Sérum bovin 67 000 5,07-4,98-5,18 35,5
Ovalbumine (Oval.) Oeuf de poule 43 000 4,5-4,7 30,0
Chymotrypsinogéne A (Chym) [ Pancréas de boeuf 25 000 9,0-9,5 20,9
Ribonucléase (Rib) Pancréas de boeuf 13700 8,8-9,4 16,4
Trypsine (Tryp.) Pancréas de boeuf 23700 10,8 —

Tableau VL1 ; Caractéristiques principales des protéines injectées en chromatographie d'exclusion stérique (* données des fournisseurs).

Les pl des protéines mentionnés sont extraits des références (1, 2, 3).
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Figure V1.1 : Courbes de calibration en protéines obtenues sur la colonne PS-DexPB (250 x 4,6 mm
D.I) a 0,4 mL/min, a différents pH et forces ioniques .
Avec thy : thyroglobuline, fer : ferritine, cat : catalase, ald : aldolase, bsa : albumine, ova :
ovalbumine, chym : chymtrypsinogéne, rib : ribonucléase et tryp : trypsine.
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1-2 COURBES DE CALIBRATION EN PROTEINES
1-2-1 Influence du pH et de la force ionique

Les diverses courbes présentées dans cette partie ont €té déterminées plusieurs fois sur la méme
colonne mais également sur des colonnes distinctes. Malgré une incertitude relativement
importante liée a la détermination exacte du débit, les résultats se sont avérés reproductibles.

La figure V1.1 compare les courbes de calibration en protéines (log M = f(K)) sur le support
PS-DexPB a différents pH en présence ou non de NaCl ajouté.

A pH 7, en l'absence de sel dans I'éluant, les protéines acides semblent éluées par un
mécanisme d'exclusion stérique pur. A l'inverse, les protéines basiques telles que l'aldolase,
l'a-chymotrypsine et la trypsine sont davantage retenues sur la colonne, vraisemblablement en
raison d'interactions ioniques résiduelles. La présence de charges négatives sur le polymére
adsorbé (mises en évidence dans le chapitre II) peut provoquer un effet 1éger d'exclusion
d'anions vis-a-vis de certaines protéines acides et exercer un caractere échangeur faible de
cations vis-a-vis des protéines basiques.

La présence de sel (en faible concentration) dans 1'éluant contribue a minimiser ces interactions
non-spécifiques. La courbe de calibration présente alors un domaine de linéarité plus marqué
(supérieur a 20 000- 800 000, en protéines). Aucune protéine n'est €luée ni dans le volume
d'exclusion, ni dans le volume de perméation totale. Ces derniers sont estimés d'aprés les
volumes d'élution respectifs d'un pullulane de masse moléculaire élevé (M = 1660 kg/mol) et
du méthanol. Le support PS-DexPB semble donc convenablement hydrophilisé puisque les
protéines globulaires les plus hydrophobes du kit telles que I'albumine et le chymotrypsinogéne
ne sont pas retenues en présence d'une faible concentration saline. Ceci confirme les résultats
obtenus en "batch" avec 1a BSA (chapitre IV) .

La figure VI.2 représente l'effet de la concentration en NaCl dans I'éluant sur 1'élution de
I'albumine. La BSA est éluée quantitativement et aux mé€mes volumes, quelle que soit la
concentration en NaCl (0,1- 2M). Le support PS-DexPB est donc parfaitement hydrophile.
Suite & une étude similaire, Yang et Regnier ont démontré le caractére hydrophile d'un de leur
support & base de polystyréne modifié (1).

Des courbes de calibration ont également été établies a pH 5 et & pH 8 (figure VI.1). Dans tous
les cas, l'apport d'ions est nécessaire pour masquer les interactions de type ionique et permettre
une élution quantitative des protéines.

A pH 5, la force ionique doit étre supérieure a celle utilisée a pH plus élevé. Certaines protéines
telles que la thyroglobuline et la catalase sont insolubles dans ce tampon. D'une fagon générale,
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Figure V1.2 : Elution de l'albumine (BSA) sur le support PS-DexPB (0,56 mmol de

DPhénoxy/g de polymére) en tampon phosphate 0,05M, pH 7 en présence de concentrations
croissantes en chlorure de sodium.
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les protéines sont €éluées plus tardivement qu'a pH 7. Cette différence peut étre lie 2 une 1égére
modification de porosité du support (réarrangement de la couche de dextrane déposée), et/ou a
un changement de conformation des protéines dans ces conditions de pH et de force ionique.
Cependant, nous pouvons remarquer que la pente de la droite de calibration reste quasiment
identique.

A pH 8, on constate une augmentation des temps de rétention des protéines les plus basiques
(trypsine et aldolase). La catalase, de pl égal & 5,4, a également un comportement anormal. Les
autres protéines présentent des temps de rétention comparables a ceux obtenus a pH 7. 11
convient de souligner que la seule connaissance de la charge nette d'une protéine ne suffit pas &
expliquer son comportement dans un systtme chromatographique. Seule une analyse de la
distribution des charges et des domaines hydrophobes a sa surface pourrait permettre
d'expliquer l'ensemble des phénomenes observés.

Quoiqu'il en soit, la plupart des protéines étudiées sont éluées de maniére quasi-quantitative aux
trois pH étudiés comme le montre le tableau VI.2, exception faite de 1'aldolase et de la catalase
(a tous les pH) et de 1a ferritine (3 pH 5).

% de protéine éluée = 5 %
Protéines pH 7 pH 5 pH 8
+ 0,1 M en NaCl + 0,25 M en NaCl + 0,1 M en NaCl
Thyroglobuline 89 — 87
Ferritine 86 75 91
Catalase 65 — 68
Aldolase 83 71 76
Albumine 95 100 100
Ovalbumine 95 91 98
Chymotrypsinogéne A 90 97 94
Ribonucléase 100 100 38
Trypsine 100 87 70

Tableau V1.2 : Pourcentages de protéines éluées du support PS-DexPB en fonction du pH de la
phase mobile
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1-2-2 Comparaison avec les courbes de calibration en pullulanes

La figure V1.3 compare les courbes de calibration en protéines et en pullulanes obtenues sur les
support PS-DexPB & pH 7. Les caractéristiques des pullulanes ont été par ailleurs décrites dans
le chapitre V.3.

Les courbes de calibration relatives aux pullulanes et aux protéines présentent une pente
identique. Néanmoins, 2 taille comparable, les pullulanes sont €lués un peu plus tardivement
que les protéines. Cette différence peut étre attribuée d'une part, a 1'absence de chlorure de
sodium dans 1'éluant utilisé pour la calibration en pullulanes et d'autre part, au fait que les
dimensions des molécules ne sont pas déterminées par la méme méthode: les rayons de stokes
sont utilisés pour les protéines alors que nous avons mentionné les rayons hydrodynamiques
pour les pullulanes (4). De plus, les protéines sont sphériques et rigides contrairement aux
pullulanes.

1-2-3 Comparaison avec une colonne commerciale

Afin d’évaluer les performances de la colonne de PS-DexPB (250 x 4,6 mm de D. 1.), nous
avons comparé la courbe de calibration en protéines obtenue sur ce support avec celle obtenue
sur un support commercial destiné & la biochromatographie. Pour cette étude, nous avons choisi
une colonne TSK-G3000-SW (Merck, 300 x 7,5 mm diametre interne). La phase stationnaire
est constituée de particules de silice poreuse modifiée chimiquement par fixation covalente de
groupements hydrophiles pour masquer les groupes silanols. Les caractéristiques de ce
matérian, décrites par le fournisseur, sont les suivantes : un diameétre de particules de 10 £ 2 pm

et un rayon poreux moyen centré autour de 125 A.
Pour s'affranchir des parametres géométriques des colonnes, les composés sont caractérisés
non pas par leur volume de rétention mais par le coefficient de distribution K. Les performances

des colonnes seront ensuite discutées a partir de certaines grandeurs fondamentales dont la
hauteur équivalente a un plateau théorique (H), 1a sélectivité (o) et 1a résolution (Rs). H est une

grandeur qui rend compte de 1'élargissement des pics chromatographiques dans la colonne. Elle

est obtenue & partir de la relation H = % L est la longueur de la colonne et N le nombre

équivalent de plateaux théoriques évalué & partir du temps de rétention (tr) d'un soluté et de la

largeur du pic & mi-hauteur (3) avec N = 5,54 (—tSB 2, relation valable pour les pics gaussiens.
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Figure V1.4 : Comparaison des courbes de calibration en protéines obtenues & pH 7 (NaCl &

0,1M) sur la colonne TSK-G3000 - SW (300 x 7,5 mm D.L) et sur la colonne PS-DexPB
(250 x 4,6 mm D.IL.).
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Cette notion est couramment employée pour comparer des colonnes de longueurs variées, et

traduit l'influence des divers facteurs expérimentaux qui contribuent 2 I'€largissement des pics :

* ]a résistance au transfert de masse en phase mobile et la diffusion tourbillonnaire qui
provoquent une hétérogénéité de 1'écoulement d'our 1'existence de chemins multiples. Cet
effet est d'autant moins prononcé que les particules sont uniformes (sphériques), de
répartition granulométrique étroite et que le remplissage des particules est régulier.

* la dispersion des molécules par diffusion longitudinale.

* la résistance au transfert de masse en phase mobile "stagnante” (li€e & 1a dimension des pores)
et en phase stationnaire (liée a la profondeur de pénétration des solutés dans la phase
stationnaire).

La contribution des résistances au transfert de masse est prépondérante en chromatographie
liquide compte-tenu des faibles coefficients de diffusion des solutés en phase liquide.
Néanmoins, la résistance au transfert de masse peut tre améliorée en réduisant le diamétre des
particules, en diminuant I'épaisseur du film de la phase stationnaire, en réduisant la distribution
en taille des pores, ou en utilisant des matériaux non poreux.

Dans le cas de la SEC, 1'¢élargissement des pics dépend beaucoup du transfert de masse en
phase stagnante (5, 6).

La figure V1.4 représente les courbes de calibration comparatives en protéines a pH 7 obtenues
sur la colonne TSK-G3000-SW (2 0,7 mL/min, soit 100 cm/h) et sur la colonne PS-DexPB (a
0,4 mL/min soit 140 cm/h).

Les grandeurs fondamentales des colonnes telles que l'efficacité (H), la résolution (Rs) et la
sélectivité (o) sont comparées dans le tableau VI.3. H est calculée a partir du pic caractéristique
de 'albumine, Rs et o sont calculées a partir des pics d'albumine et d'ovalbumine.

Colonne N H h Rs o dp (um)
(mm) (H/dp)
PS-DexPB 82 3,00 75 0,05 1,1 40£20
TSK-G3000-SW 2383 0,13 13 0,91 1,25 10+2

Tableau V1.3 : Comparaison des grandeurs caractéristiques des colonnes PS-DexPB et TSK-
G3000-SW évaluées a partir des pics de l'albumine et de I’ovalbumine.
dp = diamétre moyen des billes
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Les résultats obtenus nécessitent plusieurs commentaires:

- Le domaine de fractionnement de la colonne TSK testée est plus étroit que celui du
support PS-DexPB car la thyroglobuline est éluée dans le volume exclu. Ce résultat est en
accord avec les informations fournies par le fabricant qui donnent un domaine de
fractionnement en protéines globulaires compris entre 10 000 et 500 000 g/mol.

- D'une fagon générale, les coefficients de distribution des protéines sur PS-DexPB
sont supérieurs a ceux obtenus sur la colonne TSK.

- La pente de la droite d'étalonnage est 1égérement plus forte dans le cas de la colonne
PS-DexPB.

- Les profils chromatographiques des protéines non exclues sont parfaitement
gaussiens sur la colonne TSK mais sont 1égeérement déformés sur le support polystyrénique.

- En ce qui concerne le rendement des élutions, les protéines sont, dans tous les cas,
éluées dans des proportions comparables sur les deux colonnes, comme l'indique le tableau
V1.4,

% de protéine éluée (£ 5 %)
Protéines TSK-G3000-SW PS-DexPB
(300 x 7,5 mm D.1.) (250 x 4,6 mm D.L)

Thyroglobuline 79 89
Ferritine 93 86
Catalase 62 65
Aldolase 95 83
Albumine 95 95
Ovalbumine 95 95
Chymotrypsinogéne 93 90
Trypsine 92 100
Ribonucléase 89 100

Tableau V1.4 : Comparaison des pourcentages de protéines éluées sur les colonnes TSK-
G3000-SW et PS-DexPB en tampon phosphate a 0,05 M, pH 7 en présence de NaCl 0,1 M.

De toute évidence la colonne commerciale TSK présente des meilleures performances que celles
de 1a colonne polystyrénique. Elle est plus résolutive, plus sélective et d'efficacité supérieure.
La hauteur équivalente & un plateau théorique réduite est environ six fois inférieure a celle du
support PS-DexPB.

Ces différences sont vraisemblablement liées i la taille de particules mais aussi a la répartition
de la porosité. Bien que les rayons poreux moyens des deux supports soient centrés autour des
mémes valeurs (125-150 A), il est probable que la répartition des pores soit différente. En
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particulier, nous avons montré (chapitre V), que les pores du support PS-DexPB présentent une
large distribution en taille, ce qui nuit aux performances de la colonne. Il convient également de
souligner que les deux colonnes n'ont pas été comparées dans des conditions de débit linéaire
identiques mais plutdt dans les conditions ol elles sont le plus couramment utilisées.

En conclusion, les particules de PS-DVB hydrophilisées par adsorption 4 saturation de dextrane
a taux élevé en groupes phénoxy (> 0,50 mmol/g de polymeére) conduisent & un support
extrémement hydrophile, utilisable en chromatographie d'exclusion stérique. Un caractere
échangeur faible de cations a ét€ mis en évidence mais peut étre facilement masqué par
augmentation de la force ionique de 1'éluant. Des résultats similaires ont ét€ obtenus avec des

supports & base de silice qui présentent en surface des groupes silanolates résiduels (3,8).

Néanmoins, les caractéristiques granulométriques et structurales des particules de PS-DVB
utilisées ne permettent pas d'obtenir une colonne trés performante. Malgré tout, les résultats
obtenus sont prometteurs, sachant que les performances du syst¢me PS-DexPB peuvent étre
largement améliorées en utilisant des particules de PS-DVB plus petites, plus régulieres et dont
la distribution en taille des pores serait plus réduite. Ainsi par exemple, l'utilisation de
microsphéres dont la taille serait équivalente a celle des billes de la colonne TSK (10 um),

réduirait déja la hauteur de plateau théorique d'environ 85%, d'aprés la relation empirique
H= A.de démontrée par de nombreux auteurs (avec = 1,6 £0,2) (7).
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2- CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE APPLIQUEE A LA
PURIFICATION DE LA TRYPSINE

2-1 GENERALITES SUR LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

Le terme d'affinité se référe aux modes de chromatographie faisant appel a la reconnaissance
protéine-ligand. Le principe de la chromatographie d'affinité est basé sur la formation transitoire
d'un complexe spécifique et réversible entre la molécule a purifier et une molécule appelée
ligand immobilisée de fagon covalente sur le support. Les solutés qui n'ont pas d'affinité pour
le ligand ne sont pas retenus sur le support. Le complexe est dissocié par modification de la
composition de la phase mobile (pH, force ionique, addition d'un compétiteur). La protéine
complexée au ligand puis dissociée est alors purifiée.

La chromatographie d'affinité est une méthode de séparation utilisée pour obtenir des produits
de haute pureté, a partir de processus biologiques. La nature fragile des biomolécules exige, le
plus souvent, un mode de séparation sélectif. Les interactions qui régissent la purification
peuvent étre plus ou moins spécifiques. Parmi les plus spécifiques, on peut citer les interactions
de type enzyme-substrat, enzyme-inhibiteur, hormone-récepteur, protéine-médicament,
antigéne-anticorps... Une présentation récente de la chromatographie d'affinité haute
performance a ét€ publiée par Van Eyck et coll. (9).

Dans notre cas, nous avons examiné la possibilité d'utiliser les supports & base de PS-DVB
hydrophilisé pour la chromatographie d'affinité en utilisant comme modgele le systéme trypsine-
p-aminobenzamidine. Ce choix a été dicté par le désir de comparer différents matériaux préparés

par les équipes ayant travaillé au sein du Groupe de Recherche “Biochromatographie” (10, 11,
12).

La connaissance de la structure et des propriétés du site actif d'une protéine est nécessaire pour
comprendre son processus de purification en chromatographie d'affinité. Ainsi, dans un
premier temps, nous décrirons la structure et les propriétés de la trypsine ainsi que celles de ses
inhibiteurs et substrats.

Plusieurs supports différemment fonctionnalisés ont été€ étudiés : la détermination de la capacité
d'adsorption en trypsine par analyse frontale a été€ entreprise, puis les paramétres d'affinité ont
été évalués par analyse zonale. Pour terminer cette étude, des exemples de purification de la
trypsine seront ensuite décrits.
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2-2 LA TRYPSINE
2-2-1 Généralités sur les sérine-protéases

Les sérine-protéases sont des enzymes protéolytiques qui catalysent 1’hydrolyse des liaisons
peptidiques. Elles interviennent dans la digestion intestinale (trypsine, chymotrypsine,
élastase), la coagulation du sang (thrombine), la fibrinolyse (plasmine), les réactions
immunitaires (complément)... Elles sont synthétisées sous forme de zymogenes inactifs puis
transformées en enzymes dans certaines conditions physiologiques.

Le rdle physiologique des sérine-protéases dépend en particulier de deux sites primordiaux, le
site catalytique et le site de fixation. Ces enzymes sont caractérisées par la présence de
trois résidus d'acides aminés dans leur site catalytique, qui sont les résidus séryle (Ser),
histidyle (His) et aspartyle (Asp) (13, 14). Elles présentent donc le méme mécanisme lors
du clivage de la liaison peptidique, en particulier au niveau du site catalytique.

Chaque sérine-protéase présente au sein de son site de fixation au substrat ou site actif, une
poche hydrophobe dans laquelle se place l'acide aminé qui participe & la liaison peptidique du
substrat & couper comme le montre la figure VLS. La spécificité de chaque sérine-protéase est
induite par une faible variation de structure au niveau du site de fixation et les sérine-protéases
ne reconnaissent pas toutes les mémes substrats.

2-2-2 Caractéristiques de la trypsine

2-2-2-1 Formation

La trypsine est une sérine-protéase qui intervient dans la dégradation des protéines alimentaires
au niveau du tube digestif. Son précurseur inactif, le trypsinogé€ne est produit par le pancréas.
Puis la transformation en trypsine s'effectue dans le duodénum, catalysée par une glycoprotéine
(I'entérokinase), d'autres sérine-protéases, ou par la trypsine elle-méme et résulte de la rupture
d'une liaison Lys 6 - Lys 7 prés du N terminal du zymogene (figure VIL.6).

2-2-2-2 Structure (15, 16)

La trypsine est une protéine globulaire formée d'une seule chaine polypeptidique de 223 acides
aminés (cas de la trypsine porcine), repli€e sur elle-méme par six ponts disulfures. Sa masse
molaire est de 23 700 g/mol dans le cas de trypsine porcine avec un pl de 10,8. Sa masse
molaire et son point isoélectrique varient 1€gérement selon son origine. Elle se présente
essentiellement sous deux formes o et B. La B-trypsine est majoritaire alors que l'ol-trypsine

d'activité amidasique plus faible, résulte d'un clivage auto-catalytique de la liaison Lys 131 -
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Ser 132. De méme, I'a-trypsine peut également s'auto-digérer par clivage de la liaison
Lys 176 - Asp 177 donnant naissance & la pseudotrypsine peu active. La figure VI.6 représente
les différentes formes de la trypsine (de boeuf) et de son zymogene d'aprés Keil (15).

* Le site catalytique

Le site catalytique de la trypsine est constitué par trois acides aminés caractéristiques des sérine-
protéases qui sont les résidus Ser 83, His 46 et Asp 90. Le mécanisme catalytique des sérine-
protéases en général et de 1a trypsine en particulier se déroule en deux étapes principales (13).

Au cours de la premigre étape, l'atome d'oxygéne du groupe hydroxyle du résidu séryle attaque
la fonction carbonyle de 1a liaison peptidique concernée. Cette acylation de l'enzyme au niveau
de la sérine est favorisée par un transfert de proton du groupe hydroxyle de la sérine sur la
fonction carboxylate de 1'acide aspartique via l'histidine, le résidu aspartique renforgant le
caracteére nucléophile de la sérine. Puis le proton est transféré de nouveau sur l'atome d'azote de
la liaison peptidique via l'histidine et la partie aminée du substrat est alors libérée (RNHj3). Dans
un second temps, une molécule d'eau déclenche le processus inverse de 'acylation qui conduit
a la libération de la partie acide du substrat et donc a la régénération de I'enzyme.

* Le site de fixation

Le site de fixation (figure VI.5) ou site actif de la trypsine est constitué de plusieurs acides
aminés formant une poche hydrophobe au fond de laquelle un résidu aspartique (Asp 177) est
chargé négativement. La présence de ce résidu détermine la spécificité de la trypsine pour les
résidus basiques.

2-2-2-3 Propriétés physico-chimiques de la trypsine

Cette enzyme est stable en solution acide, alors que sa dénaturation est irréversible en milieu
alcalin. L'activité enzymatique est maximale a pH 8,2.

La trypsine est particuliérement délicate a manipuler en raison de son instabilit€ soit par
dénaturation, soit par apparition de formes secondaires (dégradation auto-catalysée). Ces
mécanismes de dégradation dépendent du pH, de la température, d'agents stabilisants, de la
présence de certains cations...

Sa solubilité est relativement faible en milieu aqueux et elle a tendance a former des agrégats
insolubles.
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2-2-2-4 1 es substrats de la trypsine

La trypsine catalyse préférentiellement le clivage des liaisons peptidiques impliquant la fonction
carboxylique de l'arginine et de la lysine. De plus, l'enzyme présente une affinité plus grande
pour la chaine latérale de l'arginine. La cinétique enzymatique dépend des structures primaires
et tertiaires du substrat macromoléculaire. Ainsi une modification de la chaine latérale de
l'arginine ou de la lysine provoque une baisse de l'affinité de la trypsine pour le substrat et une
diminution de la vitesse d'hydrolyse.

2-2-2-5 Les ligands

L'affinité de la trypsine vis-a-vis de ses inhibiteurs (ou des substrats) résulte de la combinaison
de deux types d'interaction dans le site de fixation :

- une interaction ionique entre la fonction carboxylate du résidu Asp 177 et un groupe
chargé positivement de l'inhibiteur (ou un résidu basique du substrat), '

- des interactions hydrophobes, établies au sein du site primaire de fixation, participent
également a 1'interaction enzyme-inhibiteur (enzyme-substrat).

Ainsi, il existe plusieurs sortes d'inhibiteurs spécifiques qui répondent a ces conditions
structurales et qui sont utilisables en chromatographie d'affinité de la trypsine (17). Il s'agit
d'inhibiteurs d'origine protéique ou synthétique.

Les inhibiteurs synthétiques de faible masse molaire sont généralement des chaines aliphatiques
ou aromatiques, porteuses d'ion ammonium, guanidinium ou amidinium. Parmi eux, les
amidines et particuliérement les benzamidines présentent des constantes d'inhibition trés fortes
(18). La L-arginine est également un inhibiteur de la trypsine. L'interaction enzyme-inhibiteur
peut &tre renforcée par acylation du groupe carboxyle de la L-arginine, formant par exemple
I’ester méthylique de 'arginine.

2-2-3 Chromatographie d'affinité de la trypsine

Séparer la trypsine de ses divers contaminants, en particulier des autres sérine-protéases, est
une opération relativement difficile, en raison de la grande analogie structurale des sérine-
protéases entre elles. Notamment, la séparation d'un mélange trypsine- chymotrypsine n'est
possible que par chromatographie d'affinité, en choisissant des ligands de haute spécificité.
Bien que la trypsine puisse étre pré-purifiée de différentes facons, 1'étape finale qui permet la
récupération de la protéine a I'état pur est toujours une étape de chromatographie d'affinité (17).

179



OH
f——m 0-S0,-CH5-CF4 NH
i 4
pyridine HoN c\ +
e OH Cl-SOz-CHz-CFi OH NH;
DMSO

tampon carbonate 0,1 M pH 7,5

—OH | 0-S0,-CHy-CF3

Dextrane-phénoxy = DexP
adsorbé a la surface du polystyréne

CH,-OH

— 0-S0,-CHy-CF5 —— NH— C — CH,-OH

CH»-0OH

Tampon Tris-HCI 0,5 M pH 8,9

= OH

— NH — NH

HN// N\ HN//C\'*'

NHg NH3

Dextrane-phénoxy substitué par la p-ABA

Figure V1.7 : Couplage de la p-aminobenzamidine sur le dextrane adsorbé a la surface des billes de PS-DVB



CHAPITRE VI : Applications 2 la séparation chromatographique des protéines

La plupart des supports pour la chromatographie d'affinité de la trypsine décrits dans la
littérature ont été fonctionnalisés par des amidines (10, 11, 17, 19).

La p-aminobenzamidine (p-ABA) est la plus couramment utilisée comme ligand spécifique de la
trypsine, du fait de sa structure simple et de la présence de sa fonction amine primaire facilitant
son greffage sur un grand nombre de matrices, par l'intermédiaire ou non d'un bras espaceur.
Certains de ces supports sont commercialisés ; il s’agit par exemple de gels de sepharose 4B-
aminocaproyl-pABA (Pierce) et d'agarose trypsin-inhibitor (Sigma) utilisables en basse
pression, et des supports d'origine synthétique ASAHIPAK-GS et Toyopearl HW65S
utilisables en chromatographie haute performance.

La chromatographie de la trypsine peut étre réalisée de deux facons :

- soit en présence d'inhibiteur compétitif présent dans 1'éluant. Dans ce cas, les
temps de rétention de la trypsine sont inversement proportionnels 4 la concentration en
inhibiteur dans 1'€luant. L'étude des parametres de l'interaction (ligand/trypsine/compétiteur)
par analyse zonale peut €tre ainsi réalisée. Néanmoins, la trypsine est récupérée sous forme de
complexe enzyme/compétiteur. Ce complexe est dissocié dans certaines conditions et la trypsine
est ensuite séparée de son ligand par dialyse ou par SEC.

- soit par une diminution du pH de I'éluant, aprés adsorption de la trypsine sur le
support, sachant que la trypsine est stable en milieu acide (17). Ce procédé, de loin le plus
simple, est le plus couramment utilisé.

Récemment, la purification de la trypsine a été entreprise sur divers supports de silice poreuse
fonctionnalisés par la p-ABA. Dans un premier cas, la silice est préalablement passivée par une
couche de dextrane-DEAE (11), puis la p-ABA est fixée sur le dextrane par l'intermédiaire
d’une carbodiimide. Dans un autre cas, la silice est recouverte par un copolymeére de N-
vinylpyrrolidone et de chloroformiate de vinyle (10) ; ce dernier co-monomere trés réactif
permet la fixation de la p-ABA. Dans ces deux cas, l'influence des caractéristiques structurales
de la silice sur la purification de la trypsine a été considérée.

2-3 PREPARATION DES SUPPORTS D'AFFINITE

Des supports d'affinité de la trypsine ont été préparés a partir des matériaux PS-DexPB dans
lesquels le dextrane adsorbé posséde un taux élevé de groupes phénoxy (> 0,50 mmol de
phénoxy/g de dextrane). La premiére étape de la préparation consiste a activer les fonctions
hydroxyles du dextrane par un agent de couplage classique tel que le chlorure de trésyle. La
deuxiéme étape consiste a coupler la p-aminobenzamidine dans des conditions appropriées.
Enfin, une étape de désactivation est nécessaire pour éliminer les groupes trésyles résiduels,
particulierement hydrophobes. Le schéma réactionnel est donné sur la figure VL.7.
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2-3-1 Activation

l1g de billes recouvertes (I' = 1,60 mg/m2 de PS-DVB) est lavé successivement par des
mélanges eau-acétone (25 mL) en pourcentages croissants en acétone jusqu'a 100 % d'acétone
anhydre. Les particules sont mises en suspension dans 25 mL d'acétone anhydre contenant 2,7
mol pyridine / mol chlorure de trésyle. Dans ces conditions, trois supports (respectivement PS-
DexPB-pABAj, 2 et 3) ont été activés en présence de quantités variables de chlorure de trésyle
soient 2,25 - 4,50 et 9,0 mmol/g de support. Les suspensions sont agitées par rotation a
température ambiante. Aprés 2 heures de réaction, les billes sont d'abord lavées avec de
l'acétone anhydre (25 mL) puis avec des mélanges acétone-acide chlorhydrique 1 mM jusqu'a
100 % d'HCL.

2-3-2 Couplage de la p-aminobenzamidine et désactivation

La p-ABA (4,55 mmoVg de support) est couplée aux supports activés (1 g) dans 25 mL de
tampon carbonate & 0,1 M a pH 7,5 pendant 48 heures a température ambiante. Le pH initial est
ajusté par addition de soude 1 M. Les supports sont récupérés par filtration, lavés & I'eau puis
désactivés dans un tampon Tris-HC1 0,5 M 4 pH 9 pendant 48 heures. '

2-3-3 Remplissage des colonnes

Des colonnes en PEEK (50 x 4,6 mm de diamétre interne) sont remplies des particules
différemment fonctionnalisées au moyen d'une buse de remplissage pendant 30 minutes &
0,6 mL/min, puis conditionnées en tampon phosphate a 0,05 M, pH 7 en présence de NaCl
0,1 M. '

2-4 DETERMINATION DES PARAMETRES D'AFFINITE

Au cours de cette étude, les constantes d'association trypsine/p-ABA ont ét€ évaluées par
analyse zonale en présence d'un ligand soluble (L-arginine méthyl ester). La détermination de la

capacité d'adsorption des divers supports en trypsine a été réalisée par analyse frontale .
2-4-1 Evaluation des interactions non spécifiques

Pour vérifier que la présence de la p-aminobenzamidine fixée n'engendre pas d'interactions non
spécifiques, 1'élution de certaines protéines sur les supports fonctionnalisés a ét€ entreprise.
Pour ce faire, les protéines choisies sont relativement hydrophobes, acides (albumine de sérum
bovin) ou basiques (o--chymotrypsine et lysozyme).

181



DO (280 nm)

DO (280 nm)

DO (280 nm)

. .
PS-DexPB-pABA,
(4,5 mmol de TrCl/g de support)
2 = +NaCl 2 0,3M
t :
1 2
" g
H 1 (@] \
I Qo \
' \\
' “ 0\
i
: '~‘:-§:-.‘_’ T oy
i 14 ‘\')
; PS-DexPB-pABA | = 2
¢ (2,25 mmol de TrCl/g de support)
i +NaCl 2 0,1M .
I
\ Y PS-DexPB-pABA,
! ‘\(4,5 mmo! de TrCl/g de support)
- 1y +NaCl & 0,5M
BN = ]
-, g P
S 2 ! \
.'\ & o\
. o TS
* o A U ‘...\
., KNS
-
_—— et N
0 24 32 4 48 56 "\‘_N-\ :
T T T 1 T
Ve (ml) 0 0.8 1,6 24 32
T Ve (mL)

PS-DexPB-pABA3

(9,0 mmol de TrCl/g de support)
+NaCl a2 1,0M

PS-DexPB-pABAg3

(9,0 mmol de TrCl/g de support)
+NaCl 2 0,3M

DO (280 nm)

PS-DexPB-pABA3
(9,0 mmol de TrCl/g de support)

+ NaCl a 0,5M
=~ Yorome, i o~
-~ ~--.~‘
T T —
4 4.8 5.6

Ve (mL)

Figure VL8 ; Evaluation des interactions non spécifiques sur les diverses colonnes (50x4,6 mm D.1.)
en milieu phosphate 0,05 M pH 7 en présence de NaCl a différentes concentrations

albumine
.;-ll.ll a—ChymOtrypSine

"""" Ivenorume



CHAPITRE VI . Applications & la séparation chromatographique des protéines

Notre démarche a consisté a optimiser la concentration saline de T'éluant de fagon 4 minimiser
les interactions ioniques, sans pour autant exacerber les interactions hydrophobes, et cela pour
chaque support fonctionnalisé.

Les profils chromatographiques a pH 7 de ces protéines sont représentés sur la figure VL.§ en
fonction de la nature du support et de la concentration en chlorure de sodium ajouté dans
I'‘éluant. Les pourcentages de protéines €éluées (& 0,4 mL/min) sont donnés dans les tableaux
VI5a,b,c.

(a) : % de protéine éluée sue le support PS-DexPB-pABA 1
[NaCilen M albumine o-chymotrypsine Lysozyme
0,1 90 85 100
(b) : % de protéine €luée sur le support PS-DexPB-pABA»
[NaCl] en M albumine o-chymotrypsine Lysozyme
0,1 91 57 22
0,3 89 80 95
0,5 92 87 90
(¢) : % de protéine €luée sur le support PS-DexPB-pABA3
[NaCl] en M albumine a-chymotrypsine Lysozyme
0,1 59
0,5 70 =11 =5
1,0 79

Tableau V1.5 : Pourcentages d'élution des protéines sur divers supports fonctionnalisés par la
Dp-ABA en fonction de la concentration en NaCl dans l'éluant (pH 7).

Avec (a) TrCl a 2,25 mmol/g de support, (b) TrCl a 4,5 mmol/g de support et (¢) TrCl a 9
mmol/g de support.

Les protéines basiques (0-chymotrypsine et lysozyme) sont toujours éluées a pH 7 avec des
coefficients de distribution K supérieurs & 1 quels que soient le support et la concentration
saline considérée. A concentration saline équivalente, la rétention des protéines est plus
importante sur les supports les plus fonctionnalisés.

En premiére approche, la rétention des protéines basiques s'explique vraisemblablement par la
présence d'interactions hydrophobes entre ces protéines et les noyaux aromatiques des
molécules de p-aminobenzamidine immobilisées.

Cependant, l'augmentation de la force ionique conduit, dans certains cas, & une augmentation
du pourcentage de protéine éluée et A une diminution des volumes de rétention. Il est alors

possible que des interactions de type ionique contribuent également a la rétention des protéines.
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En ce qui concerne les protéines basiques, ces interactions pourraient étre liées a la présence de
charges négatives sur le dextrane-phénoxy adsorbé a la surface du polystyréne.

L'albumine, chargée négativement & pH 7, pourrait interagir avec les supports non seulement
par le biais d'interactions hydrophobes (noyaux aromatiques du ligand) mais aussi par le biais
d'interactions ioniques liées a la présence des groupes amidiniums du ligand.

1l ressort donc de cette étude les conclusions suivantes :

- Aucune condition d'élution satisfaisante n'a été obtenue pour le support PS-DexPB-pABA3,
supposé €tre le plus riche en ligand greffé. L'évaluation des parametres d'affinité sur ce support
ne sera donc pas entreprise, en raison d'adsorptions non spécifiques trop importantes.

- Le support PS-DexPB-pABAj nécessite 'utilisation d'une concentration élevée (0,5 M) en
NaCl dans I'éluant, pour que les trois protéines soient éluées quantitativement.

- De toute évidence, le support PS-DexPB-pABA| est le moins hydrophobe et le moins chargé
puisqu'une concentration en NaCl de 0,1 M suffit pour obtenir des élutions quantitatives.

La trypsine est retenue spécifiquement sur les supports (PS-DexPB-pABA] et 2), dans les
conditions précédemment déterminées alors que l'oi-chymotrypsine, sérine-protéase de

structure tres proche de celle de la trypsine est éluée. Ces supports présentent donc une
spécificité pour la trypsine.

2-4-2 Analyse frontale

2-4-2-1 Détermination de la capacité d’adsorption Ox

La capacité d'adsorption en trypsine des supports est évaluée dans les conditions dynamiques
par analyse frontale. La trypsine, dissoute dans 1'éluant d'adsorption (pH neutre ou légérement
basique) percole en continu le support et se fixe progressivement sur la p-ABA immobilisée
jusqu'a saturer tous les sites accessibles. L'isotherme d'adsorption d'un soluté en analyse
frontale est représentée sur la figure V1.9 ; le plateau de saturation est atteint lorsque la
concentration du soluté dans la phase mobile effluente est égale 4 la concentration initiale. La
capacité d'adsorption effective, notée Qx est calculée d'apres 1'équation suivante [1] sachant
que théoriquement, une molécule de trypsine interagit avec une molécule de ligand fixée :

(tr - to) x [Trﬁ)sine]o x débit [

avec : t; : temps de rétention & 50 % du front d'élution

Qx (en mol) =

to : temps d'élution de la trypsine dans des conditions de non-rétention
[Trypsine], : concentration initiale de la trypsine dans la phase mobile
M : masse moléculaire de la trypsine
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La capacité effective Qx est trés souvent différente de la capacité théorique, obtenue par
détermination de la concentration en ligand fixé. Qx dépend principalement de 1'accessibilité du
ligand et de la présence ou non d'interactions non-spécifiques. Si 'état d'équilibre n'est pas
atteint, Qx dépendra également de la vitesse a laquelle la protéine va diffuser dans la phase
stationnaire et interagir avec son ligand.

C'est pourquoi, avant de déterminer Qx, il est nécessaire de vérifier préalablement I'absence
d'interactions non spécifiques entre le ligand et la protéine a purifier et de travailler & faible
débit, de fagon & atteindre les conditions d'équilibre.

2-4-2-2 Conditions expérimentales

La capacité d'adsorption des supports fonctionnalisés (PS-DexPB-pABA] et 2) a été déterminée
en tampon phosphate 0,05 M, 4 pH 7 en présence de NaCl (0,1 et 0,5 M respectivement).
Le débit est fixé & 0,3 mL/min. Deux concentrations différentes en trypsine pure (Sigma,
T0134) dans la phase mobile ont été utilisées a savoir 0,5 et 2 g/L. La détection s’effectue a
295 nm pour éviter la saturation du détecteur.

Apres saturation des colonnes (50 x 4,6 mm de D. 1), la trypsine est éluée en tampon glycine-
HC10,1 M, pH 2,8 4 0,4 mL/min.

2-4-3 Analyse zonale

2-4-3-1 Détermination des constantes d’association

La détermination des paramétres d'affinité nécessite une adsorption réversible de la protéine sur
le support étudié, obtenue en ajoutant un compétiteur soluble dans 1'€luant.

Diinn et Chaiken (20, 21) ont établi en chromatographie linéaire une relation simple entre le
volume de rétention de la protéine et les constantes d'affinité protéine/ligand immobilisé€ et
protéine/ligand soluble.

Nous proposons d'exposer leur théorie développée ici dans le cas d'un systéme monovalent,
c'est-a-dire a un seul site de fixation (cas de la trypsine). La protéine notée A peut interagir avec
le ligand fixé€ sur le support noté X et avec le ligand en solution appelé L. Ces interactions sont
régies chacune par un équilibre thermodynamique auquel correspond une constante
d'association (exprimée en L.mol-1), aucune interaction entre les ligands L et X n'étant
possible.
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Les équilibres établis sont les suivants :

KAX KAL
A+X T AX A+L T AL

Les expressions respectives des constantes sont :

[AX] (AL)
Kax =y x] & Ra=mym

ol les concentrations [X] et [AX] représentent les concentrations (en mol/g de support) du
ligand immobilisé sous forme libre et associée a la trypsine. Les autres concentrations
correspondent aux diverses espéces présentes en solution.

Si on appelle (A), la concentration totale (en mol/L) de 1a protéine dans la phase mobile, son
expression peut s'écrire :
(A= (A) + (AL) = (A) (1 + KaL(L)) [2]

Si Qa¢ est la quantité totale de protéine adsorbée sur le support (en mol) alors on peut
I'exprimer de la fagon suivante (S étant la surface spécifique du support) :

Qat=[AX]S=Kax (A)[X] S (3]

Sachant que Qx, la quantité de ligand actif immobilisé sur le support (en mol) a pour
expression :

Qx = ([X] +[AX]) S
Qx=([X] (1 +Kax (A) S (4]

s _ Qx
dor IXJ = 5T+ Kax &) Bl

En combinant, les équations [2] et [5], l'expression [3] de Qa¢ devient alors :

_ Qx (A)¢ Kax
Qat=T37(A), Rax + (L) KL (6}

On reconnait alors I'équation d'une isotherme de partage de la protéine entre la phase liquide et
la phase solide. 11 s'agit d'une isotherme de Langmuir de la forme :

. K
Qat=T—"% "+ (7] avec K = ﬁ_-(—i%m
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L'établissement d'une relation entre 1'isotherme de partage et le volume de rétention en €lution
zonale repose sur des conditions de linéarité, c'est-a-dire que le volume de rétention doit étre
indépendant de la quantité de protéine injectée et du débit de 1'éluant. Ainsi pour une dilution
infinie (ou faible volume injecté), le volume de rétention Vz de la protéine correspondant a la
partie linéaire de l'isotherme a l'origine, est donné par :

v+ 2 9Qat__ Kax Qx
5A), 1+ L) KaL

(8]

V* est le volume d'élution de la protéine, mesuré dans des conditions de non-rétention.
Sachant que (L), = (L) + (AL) = (L), on obtient :

1 _ 1 @)KAL 9]
Vz - V¥ T KAX Ox " Qx KAX

L'équation [9] traduit la relation linéaire entre 1/(Vz - V*) en fonction de la concentration du
ligand soluble dans 'éluant 2 Qx constante et conduit a la détermination de K o1, par le rapport
de la pente a 'ordonnée a l'origine. La détermination de Kax nécessite la connaissance de la
quantité de ligand actif immobilisé.

2-4-3-2 Conditions expérimentales

Le compétiteur soluble choisi pour cette étude est I'ester méthylique de l'arginine dont les
interactions avec la trypsine sont trés fortes. Sa structure chimique est représentée sur la figure
VI.10.

+
|2
NH
Y
CH— (CHy)3—_ NH—C7
| +
O —CHjy

Figure VL.10 : Formule de 'ester méthylique de l'arginine
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Figure VI.11 : Elution de la trypsine sur le support PS-DexPB-pABA; (2,25 mmol de chlorure de trésyle/g de support) a pH 7 en présence
d'ester méthylique de l'arginine a différentes concentrations (2,75 - 4,40 - 7,25 - 10,40 mM).

(a) : Profils chromatographiques de la trypsine

(b) : Application du modéle de Chaiken
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Ce compétiteur est dissous dans I'éluant (tampon phosphate 0,05 M, pH 7 + NaCl 0,1 M) a des
concentrations comprises entre 2 et 10 mM. Les élutions isocratiques de la trypsine en analyse
zonale sont réalisées sur le syst¢tme CLHP décrit au cours du chapitre précédent (chapitre V.3),
le volume injecté étant de 20 pL. L'applicabilit¢ du modele de Chaiken repose sur des
conditions d'indépendance du volume de rétention avec la quantité d'enzyme injectée et le débit
de 1'éluant. Dans notre cas, les conditions de linéarité sont vérifiées pour une concentration en
trypsine comprise entre 0,25 et 0,6 g/l et un débit compris entre 0,2 et 0,4 mL/min. En dega de
ces conditions, I'imprécision sur le volume de rétention devient trop grande et la limite de
sensibilité du détecteur est atteinte.

2-4-4 Résultats et discussion

Les capacités d'adsorption en trypsine des supports PS-DexPB fonctionnalisés ont été
mesurées par analyse frontale dans des conditions d'adsorption spécifique et sont identiques
quelle que soit la concentration en trypsine dans 1'€luant utilisée.

La détermination des constantes d'équilibre & partir des profils chromatographiques a été
réalisée en analyse zonale en choisissant l'ester méthylique de l'arginine comme compétiteur
soluble. Les résultats obtenus figurent dans le tableau V1.6 ci-dessous :

Support Chlorure de trésyl Conditions Qx KAX KAL
(en mmol/g de d'élution (mol) (I/mol) | (1/mol)
support)
tampon phosphate 2
PS-DexPB-pABA] 2,25 0,05M, pH 7 + 1,60.10-7 | 1,04.106 | 3,7.104
[NaCl} 0,1 M
tampon phosphate a
PS-DexPB-pABA; 4,50 005M,pH 7+ 1092.10-7 | 0,11.106| 0,4.104
[NaCl] 0,5 M

Tableau VI.6 : Détermination des paramétres d'affinité de la trypsine sur les supports PS-
DexPB fonctionnalisés par la p-aminobenzamidine

L'influence de la concentration en ligand soluble sur le volume de rétention de la trypsine est
caractéristique des équilibres qui s'établissent lors du processus chromatographique. La
connaissance de la quantité de p-ABA active immobilisée sur les supports ou Qx permet de
déterminer les constantes d'association selon le modeéle de Chaiken (équation [8]). Les figures
VI.11 et 12 représentent les profils chromatographiques de la trypsine obtenus sur les supports
fonctionnalisés et la relation de 1/(Vz - V*) en fonction de la concentration en ester méthylique
de l'arginine dans l'éluant.

Sur les deux supports, 1’élution de la trypsine en présence de compétiteur (2 faible
concentration) est représentée par deux pics (épaulés ou séparés). Le premier pic, €lué a V*,
correspond vraisemblablement & une fraction de trypsine dénaturée.
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Figure V1,12 : Elution de la trypsine sur le support PS-DexPB-pABA, (4,50 mmol de chlorure de trésyle/g de support) a pH 7 en présence

d'ester méthylique de l'arginine a différentes concentrations (1 10-4,60- 7,40 - 9,90 mM).
(a) : Profils chromatographiques de la trypsine
(b) : Application du modéle de Chaiken
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L'obtention de relations linéaires, dans des conditions expérimentales fixées pour chaque
support, montrent que les systemes étudiés vérifient le modele de Chaiken dans des conditions
de linéarité relativement restreintes.

Dans le cas du support PS-DexPB-pABAj, les valeurs de la capacité d'adsorption en trypsine et
de la constante d'association KA X sont plus élevées que celles correspondantes au support PS-
DexPB-pABAj, alors que la capacité théorique est supposée plus faible. Par ailleurs, il faut
noter que KAJ, est également plus élevée pour le premier support testé. Néanmoins, il convient
de souligner que ces différentes grandeurs expérimentales ont été déterminées dans des
conditions de concentrations salines différentes et la présence de sels semble défavoriser les
interactions enzyme-ligand, que le ligand soit ou non fixé sur le support.

Concernant le support PS-DexPB-pABAj, les valeurs des constantes d'association Kax et

KA1 obtenues sont du méme ordre de grandeur que celles déja mentionnées dans la littérature
(11, 19).

2-5 EXEMPLES DE PURIFICATION DE LA TRYPSINE

La purification de diverses solutions de trypsine a été réalisée sur la colonne PS-DexPB-pABA1
(2,25 mmol de TrCl/g de support).

2-5-1 Conditions expérimentales

2-5-1-1 Elution de 1a trypsine

Les solutions de trypsine sont injectées sur le support en tampon phosphate 0,05 M a pH 7 en
présence de chlorure de sodium 0,1 M. Le débit de 1'éluant est fixé a 0,4 mL/min. La
désorption de la trypsine spécifiquement adsorbée est réalisée en présence de tampon glycine
0,1 M a pH 2,8 eten présence de NaCl 0,1 M.

2-5-1-2 Dosage de 1a concentration de trypsine

La trypsine utilisée pour cette étude est d'origine porcine (Sigma) dite pure 96 % (T 0134) ou
impure (T 8128). Les solutions de trypsine purifiée sont dosées en UV & 280 nm au moyen
d'une courbe d'étalonnage établie & partir d'une solution de trypsine pure avec € égal a

1,17 L.g “-1.cm1 en glycine 0,1 M, pH 2,8 avec NaCl 0,1M.
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Figure VL13 ; Purification de la trypsine sur le support PS-DexPB-pABA 1
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débit : 0,4 mL/min

Injections de : trypsine pure (Sigma, T 0134)

trypsine impure (Sigma, T 8128) vesseesss (b)
mélange trypsine pure / albumine (1/ 3,5 en poids)

Conditions :

SRR

(©)




CHAPITRE VI . Applications 2 la séparation chromatographique des protéines

2-5-1-3 Dosage de l'activité amidasique

L'activité enzymatique a été déterminée par un substrat chromogénique : N-benzoyl-L-arginine-
4-nitroaniline, 2HC] commercialisé par Merck. En présence de trypsine, le substrat est
hydrolysé€ et libére la p-nitroaniline de coloration jaune.

Le dosage de l'activité amidasique a été réalis€ dans les conditions suivantes : 300 pL de
tampon phosphate 0,3 M, pH 8 et 200 pL de solution de trypsine en glycine 0,1 M, pH 2,8
sont ajoutés 2 2,5 mL de substrat 4 mM en solution dans l'eau. La vitesse d'hydrolyse du
substrat (ADO/min) est déterminée a 405 nm pendant les cinq premiéres minutes de réaction, a
température ambiante. La concentration en trypsine est comprise entre 15 et 25 pg/mL afin
d'avoir une sensibilité suffisante et d'éviter une vitesse d'hydrolyse excessive (ADO/min
< 0,2).

Ainsi le calcul de l'activité enzymatique s'effectue de la fagon suivante :

Vtryp . ADO/mm . 106

IU/mg =
Vi.€.C. 1
avec Viryp : volume de la solution de trypsine (0,2 mL)
Vi: volume total de la solution de dosage (3,0 mL)
C: concentration de la solution de trypsine (15 a 25 pg/mL)
1: longueur du trajet optique (1 cm)
€: coefficient d'extinction molaire de la p-nitroaniline (L.mol-1.cm-1)

1 IU est définie par la quantité¢ d'enzyme qui catalyse la transformation d'une micromole de
substrat par minute. La détermination de l'activité enzymatique dépend des conditions de
dosage 1 afin de pouvoir comparer les résultats entre eux, toutes les mesures doivent donc étre
effectuées dans des conditions rigoureusement identiques.

2-5-2 Purification

Les figures VI.13 a, b, c représentent les élutions isocratiques de 3 solutions différentes de
trypsine pure (Sigma, T0134), trypsine impure (Sigma, T8128) et un mélange
trypsine/albumine détectées a 280 nm. Le changement d'éluant est imposé aprés 3 minutes (Soit
a 1,2 mL), le tampon de désorption parvient en té€te de colonne au bout de 14 minutes (soit a
5,6 mL).

Les chromatogrammes relatifs aux trois solutions de trypsine présentent un premier pic
(A V =0,6 - 0,7 mL) correspondant aux protéines non retenues; un second pic, correspondant a
la trypsine, est obtenu lorsque le tampon glycine est appliqué sur la colonne.

189



CHAPITRE VI Applications a la séparation chromatographique des protéines

Le premier pic, de trés faible intensité pour la solution de trypsine pure, est majoritaire dans le
cas de la trypsine impure soit = 80% de la quantité totale de protéine injectée. Il peut étre
attribué en partie, a la présence de forme(s) de trypsine dénaturée(s) donc non active(s) et/ou de
chymotrypsine. L'élution du mélange de protéines (trypsine/BSA) a pH 7 conduit logiquement
a l'obtention d'un pic important d'albumine non retenue. Dans les trois cas, le premier pic
possede une activité enzymatique nulle.

Le second pic obtenu par désorption de la trypsine a pH acide, dont l'activité enzymatique est
donnée dans le tableau V1.7, correspond a la fraction de trypsine spécifiquement adsorbée sur le
support & pH 7. L'activité enzymatique est récupérée quantitativement, quelle que soit la
solution initiale de trypsine considérée. Les taux de purification de la trypsine impure ou de
celle issue du mélange sont satisfaisants.

Ces diverses mesures d'activité biologique ont démontré la haute spécificité du support PS-
DexPB-pABA] pour la trypsine aprés immobilisation de p-aminobenzamidine. De surcroit,
malgré une utilisation intensive, ce dernier s'est avéré parfaitement stable et régénérable, critéres

particuliérement requis pour la chromatographie d'affinité.
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Quantité de Quantité de Activité Enzymatique | Activité Enzymatique % d'activité Taux de
Solution injectée protéine injectée | trypsine récupérée || de la solution initiale | de la solution purifiée récupérée purification
(mg) (mg) U/ Nombre u/ Nombre 1U fipal
g g en 1/mg total de JU | €M Uimg total de TU 1U initial
trypsine pure 0,727 0,708 0,47 0,33 0,49 0,35 106 1,02
[tryp]® = 2,42 ¢/L
mélange BSA/Ltypsine || - o6ine - 0,363 0,336 0,11 0,18 0,54 0,18 100 32
[BSA] =425 g/LL
[tryp]® = 121 g/L +BSA: 1,275
trypsine impure 4,239 0,935 0,12 0,51 0,50 0,48 95 4,2
[tryp]?) = 4,239 g/L

Tableau V1.7 :

a) trypsine porcine pure . lot T 0134 (Sigma)

Purification de la trypsine sur le support PS-DexPB-pABA |

b) trypsine porcine impure : lot T 8128 (Sigma)
Les solutions de trypsine purifiée sont dosées par spectoscopie UV a 280 nm au moyen d'une courbe d'étalonnage établie a partir d'une solution.de
trypsine pure (lot T 0134).
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3- CONCLUSION

L'adsorption a saturation de dextrane a fort taux de substitution en groupes phénoxy sur les
billes de polystyréne conduit a l'obtention de supports trés hydrophiles utilisables en bio-
chromatographie. Ces supports ont été testés, dans un premier temps en chromatographie
d'exclusion stérique des protéines. Ces matériaux ont révélé un caractére échangeur faible de
cations di a la présence de charges négatives portées par le polymere adsorbé : ces charges sont
écrantées en présence de chlorure de sodium ajouté dans 1'éluant.

Les performances des colonnes polystyréniques en termes d'efficacité, de résolution et de
sélectivité sont assez médiocres comparées a celles d’une colonne TSK-G3000-SW mais
pourraient largement €tre améliorées en choisissant des billes de PS-DVB monodisperses, de
taille réduite et de distribution poreuse plus étroite.

De telles phases stationnaires sont potentiellement utilisables dans divers modes de
chromatographie (chromatographie d'interaction hydrophobe, d'échange d'ions, d'affinité)
puisque le dextrane est un polymere facilement fonctionnalisable. Un exemple d'application en
chromatographie d'affinit¢ de la trypsine a été¢ étudié, aprés immobilisation de la p-
aminobenzamidine sur le dextrane adsorbé via une activation classique au chlorure de trésyle.
Différents supports ont été préparés A partir de quantités variables de chlorure de trésyle. Nous
avons mis en évidence une augmentation des interactions non-spécifiques sur les supports les
plus fonctionnalisés. Ces interactions peuvent &tre supprimées par ajout de sel. Néanmoins,
nous avons montré, en appliquant le modele de Chaiken, qu'une augmentation de la force
ionique engendre une diminution des constantes d'affinité de la trypsine pour ses ligands. Dans
certaines conditions, il est possible de purifier la trypsine sans perte d'activité enzymatique.
Une étude plus approfondie consisterait notamment & préparer des supports fonctionnalisés
avec des quantités moindres de ligand immobilisées et a étudier l'influence d'un bras espaceur

sur le comportement chromatographique de tels supports vis-a-vis de la trypsine.
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CONCLUSION GENERALE

L'objectif de ce travail a été la conception et la préparation de supports destinés a la Bio-
Chromagraphie Liquide Haute Performance, a partir de billes poreuses de polystyréne-
divinylbenzene, et leur caractérisation.
En raison de son caractére hydrophobe prononcé, le PS-DVB n'est pas directement compatible
avec les solutions aqueuses de protéines. Pour pallier cet inconvénient, la voie poursuivie a
consisté a enrober ces particules avec des polymeres hydrophiles capables de s'adsorber
fortement a leur surface.
Aprés adsorption, ces polymeres doivent conférer aux billes de PS-DVB un caractére
suffisamment hydrophile afin de limiter au maximum les interactions non spécifiques avec les
protéines. La modification de la surface du polystyréne est réalisée par adsorption de polymeres
ayant les propriétés suivantes:
- posséder des domaines suffisamment hydrophobes pour permettre leur adsorption
sur le PS-DVB,
- €tre capables de conférer aux particules de polystyréne un caractére hydrophile,
- posséder de nombreux groupes réactifs permettant l'introduction de groupes
fonctionnels & la surface des particules (application a la préparation de supports pour la
chromatographie d'échange d'ions, d'affinité...),

Le polymere choisi dans le cadre de ce travail est le dextrane de masse molaire moyenné en
poids de 40 000 g/mol en raison de son caractére hydrophile, de sa biocompatibilité et de sa
richesse en groupes hydroxyles, lesquels permettent d'envisager un grand nombre de
modifications chimiques. Le dextrane ne possédant pas d'affinité pour le polystyréne, il doit
donc étre modifié chimiquement. La voie choisie pour cela a consisté & introduire sur le
squelette polysaccharidique des groupements phénoxy, a faible concentration, de fagon a
préserver au mieux les propriétés hydrophiles du polysaccharide de départ. La modification
chimique du dextrane réalisée en deux étapes, conduit a des dérivés plus ou moins substitués
en groupements phénoxy (0,5 4 6,0 10-4 mol/g de polymere). Ces dérivés ont fait l'objet de
caractérisations physico-chimiques variées par spectroscopie UV-Visible, chromatographie
d'exclusion stérique dans divers milieux, diffusion de lumiére laser, viscosimétrie et
fluorescence. L'ensemble des résultats obtenus indique clairement que la fixation de groupes
phénoxy sur le dextrane conduit & la formation de dérivés ayant un caractére amphiphile plus ou
moins marqué selon le degré de modification de la chaine macromoléculaire. La formation de
microdomaines hydrophobes a été mise en évidence par la diminution de viscosité intrinséque
et par la modification des bandes de fluorescence du pyréne solubilisé dans une solution
contenant le polymere.

Dans un second temps, les isothermes d'adsorption des différents dextranes hydrophobisés,

sur les particules de polystyréne ont été déterminées. La premiére remarque que nous avons €té
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amenés a faire concerne 1'allure des isothermes obtenues : toutes sont de type Langmuir mono-
couche et ne mettent pas en évidence l'adsorption d'agrégats de polymeres. La seconde
remarque concerne la quantité de dextrane déposée sur les billes : nous avons observé que le
taux de substitution du polymere en motifs aromatiques n'influence pas de fagon significative la
quantité de polymere adsorbé. Les taux de recouvrement au plateau de l'isotherme sont dans
tous les cas égaux 4 2 + 0,2 mg/m2.

Quelle que soit la modification apportée aux particules de PS-DVB (quantité adsorbée de
polymere et/ou contenu en groupes phénoxy), la couche de dextrane doit nécessairement étre
stabilisée. Cette €tape a ét€ réalisée par réticulation chimique & I'épichlorhydrine dans des
conditions soigneusement contrdlées. La stabilisation ainsi entreprise confére une bonne
stabilité chimique a la couche adsorbée.

Bien que les propriétés d'adsorption semblent peu influencées par le contenu en groupes
hydrophobes des polymeéres adsorbés, les propriétés physico-chimiques de la couche déposée,
quant 2 elles, dépendent entiérement de ce paramétre.

En particulier, le caractére plus ou moins hydrophile des billes de polystyréne modifiées a été
évalué par mesure de la capacité d'adsorption de l'albumine de sérum bovin, protéine
relativement hydrophobe. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que I'adsorption de cette
protéine sur polystyréne recouvert diminue lorsque le taux de recouvrement des billes en
dextrane-phénoxy augmente et, 4 taux de recouvrement identique, lorsque le contenu du
dextrane en groupes phénoxy augmente. L'adsorption non-spécifique de la BSA est méme
totalement supprimée sur les particules recouvertes par le dextrane-phénoxy le plus substitué.
Ces résultats ont été corrélés avec 1'étude réalisée par RPE, qui indique clairement que la
structure de la couche de dextrane adsorbée est influencée par la teneur en groupes phénoxy.
En effet, les couches de dextranes peu substitués en groupes aromatiques sont relativement
épaisses mais diffuses. A contrario, les dextranes les plus riches en groupes hydrophobes
conduisent & des couches plus denses et donc moins perméables aux protéines ; ceci est de
toute évidence li€ a la présence d'interactions plus nombreuses entre les groupes phénoxy et la
surface du polystyréne-divinylbenzéne.

La distribution poreuse des matériaux a 1'état sec est rétrécie aprés adsorption de dextrane, et ce
d'autant plus que le polymére adsorbé est riche en groupes phénoxy. La disparition des pores
de rayons inférieurs 2 100 A a été expliquée, dans tous les cas, par le remplissage et/ou le
masquage de ces pores, dont la taille est comparable a celles des molécules de dextrane. Par
ailleurs, la disparition des macropores est d'autant plus marquée que le polymeére est riche en
groupes phénoxy. Ceci a été attribué i la formation d'un réseau plus ou moins lache 2 l'intérieur
des pores, du a la mise en place d'interactions entre les groupes phénoxy qui ne participent pas
a l'ancrage du polymére sur la surface. Ce réseau est partiellement stabilisé lors de la
réticulation chimique a 1'épichlorhydrine.
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En ce qui concerne les supports préparés par adsorption de dextranes-phénoxy a taux de
substitution élevés, la formation de ce réseau poreux a été clairement mise en évidence par la
mesure de porosité a 1'état solvaté. La comparaison des courbes de calibration obtenues sur ces
supports en milieux purement aqueux et mixte (eau/méthanol 80/20 % V/V) montre que
certaines des interactions phénoxy-phénoxy restent labiles et peuvent &tre supprimées en
présence de méthanol.

Concernant la chromatographie des protéines en milieu aqueux, les protéines sont retenues sur
la grande majorité des supports. Seuls les supports préparés par adsorption & saturation des
dextranes riches en groupes phénoxy ont donné des résultats intéressants. Dans ce cas, I'€lution
de la BSA est quantitative et aucun phénomene de rétention n'a été observé, méme & forte
concentration saline (NaCl 2M). Par ailleurs, des courbes de calibration en protéines ont été
établies et de faibles interactions ioniques ont été mises en évidence entre certaines protéines
étudiées et le support. Ces interactions sont probablement lies a la présence de quelques
charges négatives sur les dextranes-phénoxy. Cependant, en augmentant la force ionique de
I'éluant, 1'élution des protéines semble basée principalement sur un mécanisme d'exclusion
stérique.

Puisque le dextrane est un polymere facilement fonctionnalisable, l'immobilisation de la p-
aminobenzamidine, ligand spécifique de la trypsine, a €t€ entreprise aprés activation du dextrane
adsorbé par le chlorure de trésyle. Un exemple de purification de la trypsine illustre bien
I'application potentielle de tels supports en chromatographie d'affinit¢ des protéines.
L'applicabilité du modele de Chaiken a ét€ vérifiée par analyse zonale en présence de 1'ester
méthylique de 'arginine, autre ligand de la trypsine. Les constantes d'affinité de la trypsine
pour ses ligands soluble et immobilisé€ ont pu étre déterminées. Des exemples de purification de
la trypsine sans perte d'activité sont montrés. Néanmoins, une étude plus approfondie mériterait
d'étre réalisée pour €tudier l'influence de la teneur en ligand fixé et celle d'un bras espaceur sur

le comportement de tels supports vis-a-vis de la trypsine.

Le but que nous avons poursuivi pendant cette étude a donc consisté & préparer de nouveaux
supports a base de billes de polystyréne-divinylbenzéne hydrophilisées, pour la
Chromatographie Liquide Haute Performance des protéines. Les matériaux obtenus présentent
a la fois la résistance mécanique des billes de PS-DVB natives et le caractére hydrophile du
dextrane. Néanmoins, leur faible performance chromatographique semble Etre essentiellement
associée a l'hétérogénéité de leur structure, liée en partie aux caractéristiques propres du
matériau initial.
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Afin d'améliorer les performances de ces matériaux (augmentation de l'efficacité, de la
sélectivité...), un certain nombre de modifications peuvent €tre envisagées. En particulier, le
protocole d'hydrophilisation que nous avons mis au point pourrait tre amélioré de fagon a
minimiser les interactions phénoxy-phénoxy et utilis¢ pour modifier :

- soit des particules de PS-DVB non poreuses de faible diametre pour des applications
analytiques,

- soit des particules de PS-DVB macroporeuses (Rp = 150-250 A) présentant une
distribution en taille de pores plus étroite. Cependant, de telles particules polystyréniques
ne sont encore qu'au stade de 1'expérimentation.

- soit des billes de PS-DVB commerciales de type POROS. L'utilisation de tels matériaux
dits perfusifs est €galement envisageable.

A linverse, le protocole d'hydrophilisation pourrait &tre optimisé de fagon favoriser le
remplissage des pores, afin de préparer des matériaux a pores composites. Ces derniers sont
actuellement obtenus a partir de matrices rigides dont les ultramacropores (2000 < Rp < 6000
A) sont remplis de polymere, lequel forme un réseau dont la porosité est suffisamment grande
pour permettre la diffusion des protéines.

En effet, nous avons montré au cours de cette étude, que le dextrane modifié par introduction de
groupes phénoxy est capable d'une part, de s'associer étroitement a la surface du PS-DVB et
d'empécher 1'adsorption des protéines et d'autre part, de former un réseau a l'intérieur des
pores les plus larges de ce matériau, et ce de fagcon d'autant plus marquée que le taux de
groupements phénoxy augmente. De ce fait, le type de structure poreuse auquel nous sommes
parvenu peut s'apparenter & celui des matériaux a pores composites. Cependant, ni le choix des
billes de PS-DVB, ni les procédés que nous avons mis en oeuvre n'ont été optimisés a cet
égard. Toutefois, ces résultats laissent entrevoir de nouvelles perspectives quant & 1'élaboration
de matériaux de ce type.
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Annexe

Dosage colorimétrique des dextranes par l'anthrone

En milieu acide et chaud, 'anthrone (jaune) réagit avec le glucose pour former un complexe
coloré (vert).

* Préparation de la solution d'anthrone : , _

1 g d'anthrone est agité dans 150 mL dans un ballon refroidi par un bain de glace. 350 mL
d'acide sulfurique concentré sont ajoutés goutte & goutte. Progressivement, la coloration jaune
apparait par dissolution de 1'anthrone. La solution d'anthrone se conserve un mois a 4°C.

* Préparation des solutions étalons :

Une courbe d'étalonnage est nécessaire a chaque série de dosage. Elle est obtenue a partir de
solution de polymere de concentration comprise entre 1 et 2g/L. dans le milieu aqueux concemé
(eau, soude, SDS, ...) éventuellement en présence d'agent réticulant.

* Préparation des solutions a doser :
Les surnageants 4 doser sont dilués dans le milieu concerné (eau, soude, SDS, ...) a des
concentrations de 142 g/L.

* Préparation des solutions de dosage :

En principe, des volumes variables (0 & 200 pL) de solutions sont complétés a 200 pL dans le
milieu concerné puis mis en contact avec 5 mL de solution d'anthrone. Les solutions sont
placées dans un bain-marie a 80°C pendant 16 minutes. Aprés 10 minutes de refroidissement,
les densités optiques sont lues a 630 nm.
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RESUME

HYDROPHILISATION DE BILLES DE POLYSTYRENE-DIVINYLBENZENE
PAR ADSORPTION DE DERIVES AMPHIPHILES DU DEXTRANE.
PREPARATION ET CARACTERISATIONS STRUCTURALES DE
NOUVEAUX SUPPORTS POUR LA CHROMATOGRAPHIE DES
PROTEINES. S

De nouvelles phases stationnaires pour la Chromatographie Liquide Haute Performance des
protéines ont été préparées A partir de microsphéres poreuses de polystyréne-divinylbenzéne.
 Ce matériau étant trés hydrophobe, il est nécessaire d’en modifier la surface afin de le rendre
compatible avec la nature des biomolécules A séparer. Le procédé utilisé consiste 2 adsorber sur
les particules, un polymére hydrophile tel que le dextrane. L’introduction de groupes phénoxy
~sur ce polysaccharide, a différentes concentrations, conduit A des dérivés amphiphiles capables
- de s’adsorber fortement sur le polystyréne. La couche de polymére déposée est stabilisée, dans
les conditions optimales, par réticulation chimique 2 I’épichlorhydrine. Le taux de groupements
phénoxy fixés sur le dextrane n’a pas une grande influence sur la quantité maximale de
polymere qui peut étre déposée sur le polystyréne mais est déterminant quant 3 I’aptitude des
matériaux obtenus 2 adsorber les protéines. La porosité des supports préparés est étudiée tant &
1’état sec par porosimétrie au mercure et par adsorption d’azote qu’a 1'état solvaté dans divers
milieux aqueux et organiques par chromatographie d’exclusion stérique. Elle dépend non

seulement de la composition et Jde la conformation de la couche adsorbée mais aussi de
Uaptitude des dextranes modifiés i s’associer par le biais d’interactions phénoxy-phénoxy.
Finalement, des billes poreuses de polystyréhe, modifiées par adsorption & saturation d’un
dextrane présentant un taux élevé en groupes phénoxy, sont testées en chromatographiek
d’exclusion stérique des protéines. Le dextrane étant un polymére facilement fonctionnalisable,
de tels supports sont utilisables pour d’autres modes de chromatographies; un exemple de

purification de la trypsine par chromatographie d’affinité est donné.

Mots-clés : Polystyréne-divinylbenzéne - Amphiphile - Dextrane - Adsorption - Porosité -
- Chromatographie - Protéines - RPE (Résonance Paramagnétique Electronique).





