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RESUME
L'analyse de composés d'intérêts présents dans les échan¬
tillons biologiques nécessite des méthodes de séparation et
de détection performantes ainsi qu 'une étape préalable de
traitement de l'échantillon afin de préconcentrer l'analyte et
de purifier la matrice.
La méthode de choix reste l'extraction sur phase solide
(SPE), cependant, l'utilisation des supports conventionnels
d'extraction mettent enjeu une rétention basée sur des inter¬
actions hydrophobes ce qui conduit fréquemment à la co-
extraction de composés de polarité similaire. Un apport en

sélectivité au niveau de l'extraction peut être obtenu par des
supports d'immunoaffinité basés sur l'utilisation d'anticorps
spécifiques de l'analyte recherché greffés sur un support
solide (immunoadsorbants). Cependant, le coût et le temps
nécessaires à la production d'anticorps ont récemment
conduit à l'émergence d'une technique alternative basée sur
la synthèse de polymères hautement réticulés possédant des
cavités spécifiques d'une molécule modèle. Ces polymères à
empreintes moléculaires (MIPs) possèdent des propriétés
comparables ci celles des immunoadsorbants en termes de
sélectivité avec, en plus, l'avantage d'un coût de développe¬
ment réduit et d'une plus grande stabilité thermique et chi-

SUMMARY
The analysis of interest compounds from biological samples
requires a procedure ofpretreatment in order to preconcen-
trate the analytes and clean-up the matrix. Despite its attrac¬
tive features, classical sorbents used in SPE retain analytes
by non selective hydrophobic interactions that lead to a par¬
tial coextraction of interfering substances. So, sorbents dis¬

playing more selective interactions are powerful toolsfor the
development of sensitive and more reliable methods.
Immunoaffinity supports can be used to obtain a selective
extraction. They are based on the immobilization of specific-

antibodies developed against the target analyte
(Immunosorbent). Nevertheless, the cost and the time
required to produce antibodies lead to the development of a
new polymeric material: the Molecularly Imprinted
Polymers (MIP). These supports possess molecular recogni¬
tion sites designed for the analyte of interest. With perfor¬
mances similar to immunosorbents in terms of selectivity,
MIPs present a better thermic and chemical stability and the
cost of synthesis is also reduced. Like immunosorbents, their
retention mechanism is based on molecular recognition. In
most cases, the developed interactions during the extraction
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inique. Le mécanisme de rétention mis en jeu lors de l 'étape
d'extraction repose, comme pour les immnuoadsorbants, sur
un mécanisme de reconnaissance moléculaire. Les interac¬
tions mises enjeu lors de la reconnaissance sont pour la plu¬
part des interactions non covalentes de type liaisons hydro¬
gène, k-k ou électrostatiques. Les polymères sont synthétisés
en général sous forme de monolithe et utilisés soit en car¬
touche d'extraction ou directement intégrés dans le système
d'analyse. Les nombreuses et récentes applications des
MIPs pour des extractions à partir d'échantillons biolo¬
giques tels que le plasma ou l'urine ont permis de confirmer
le réel potentiel de ces nouveaux supports synthétiques pour
l 'extraction sélective de composés cibles.

MOTS-CLÉS
Polymères à empreintes moléculaires, Extraction sur phase
solide, Sélectivité, Echantillons biologiques.

are non covalent like - hydrogen bondings, K-K or electro¬
static interactions. The most common approach to the syn¬

thesis is the bulk polymerisation to obtain a monolithic poly¬
mer. MIPs for SPE can be conditioned in cartridges or
directly integrated in the analytical system. Many applica¬
tions have already highlighted the high potential ofMIPsfor
the selective extraction of target compounds from biological
samples.

KEY-WORDS
Molecularly imprinted polymers, Solid-phase extraction,
Selectivity, Biological samples.

Introduction
Lors de l'analyse d'échantillons complexes, l'étape de

traitement de l'échantillon est cruciale mais elle
demeure pourtant longue à effectuer et peut être une
possible source d'imprécisions pour la quantification
finale du composé (1). Pendant de nombreuses années,

l'extraction liquide-liquide a été la méthode de choix,
elle est maintenant largement supplantée par l'extrac¬
tion sur phase solide (SPE) qui permet la réduction de

l'emploi de solvants et est mieux adaptée à l'extraction
de composés polaires (2). Elle est fondée sur la distri¬
bution des composés entre une phase solide (adsorbant)
et une phase liquide (échantillon). Cette méthode d'ex¬
traction repose en réalité sur un simple processus chro-
matographique dans lequel l'adsorbant joue le rôle de

phase stationnaire et l'échantillon percolé constitue la
phase mobile. Les solutés présents dans l'échantillon
liquide sont retenus par la phase solide alors que le sol¬

vant constituant l'échantillon est éliminé, les analytes
sont ensuite élues avec un petit volume d'un solvant de

forte force éluante (3).

De nombreux supports d'extraction et de purification
ont été développés et sont actuellement disponibles
sous divers formats (2). Cependant, ces supports met¬

tent principalement en des interactions de natu¬

re hydrophobe entraînant alors à la co-extraction d'un
grand nombre de composés de polarité similaire à celle
de l'analyte recherché et rendant ainsi l'analyse chro-
matographique difficile d'un point de vue quantitatif.

Le développement d'immunadsorbants (IS) a permis
de pallier ce manque de sélectivité en exploitant l'in¬
teraction antigène-anticorps. En effet, les anticorps
développés contre l'analyte cible sont greffés sur un
support solide, la sélectivité est alors obtenue grâce au

mécanisme de reconnaissance moléculaire mis en jeu.
Même si le potentiel de ces supports a été largement
démontré (4), le coût et la durée de développement des

IS ont conduit à l'utilisation d'un support synthétique
appelé polymères à empreintes moléculaires (MIPs).

Au même titre que les anticorps ou les enzymes, les
polymères à empreintes moléculaires sont des réseaux
de polymères réticulés possédant des sites récepteurs
spécifiques d'une molécule cible. Les MIPs sont util¬
isés dans divers domaines comme la catalyse, la sépa¬

ration chirale, les biocapteurs... (5). L'utilisation des

MIPs en tant que support d'extraction est actuellement
en plein developpment. La première application a été

publiée en 1994 par B. Sellergren pour l'extraction de

la pentamidine présent à l'état de traces dans l'urine
(6). Environ une cinquantaine d'applications ont été
publiées depuis pour l'extraction et la purification
sélective de composés présents dans des échantillons
biologiques comme en témoigne le tableau I (6-51).
Des micropolluants organiques ont été extraits par ces

supports à partir de matrices biologiques tel que le bis-
phénol A du sérum et des pesticides (triazines) du foie
et de l'urine. Beaucoup de MIP ont été synthétisés pour
l'extraction du clenbutérol (dopant) à partir du foie et
de l'urine. La quercétine (flavonoïde) ainsi que le
cholestérol ont été extraits du plasma. Des alcaloïdes
comme la caféine, la nicotine, la theophylline, la
sinoménine, la scopalamine, l'harmaline et de nom¬
breux autres composés d'intérêt pharmaceutique
(ibuprofène, darifénacine, bupivacaïne, metformine,
vérapamile, propranolol, phenytoïne, tamoxifène, phé¬

nobarbital, diazepam...) en particulier des antibio¬
tiques (céphalexine, chloramphenicole, tylosine,
ciprofloxacine, oxytétracycline, triméthoprime), et un
neurotransmetteur (dopamine) ont été extraits à partir
de sérum, plasma ou encore de l'urine. Enfin, quelques
applications ont été réalisées très récemment sur l'ex¬
traction de métaux à partir de supports imprimés (52).
Toutes ces applications témoignent ainsi du large spec¬

tre d'utilisation actuel de ces supports en tant que phase
SPE pour les milieux biologiques (53, 54).
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Synthèse de MIP pour la
SPE
Principe de l'impression moléculaire
L'impression moléculaire consiste à créer des images
complémentaires en termes de structure et de fonction¬
nalités chimiques d'une molécule cible au sein d'un
polymère synthétique. Cette étape est cruciale car elle
conditionne la sélectivité du MIP résultant et donc ses

performances. Le principe de la synthèse d'un MIP est

illustré figure 1. Pour ce faire, une molécule modèle,
nommée molécule empreinte ou template est mise en

présence, dans le solvant de synthèse, de monomères
choisis pour leur grande affinité avec la molécule
empreinte, d'un agent réticulant et d'un initiateur de

polymérisation. Par initiation thermique ou photochim¬
ique, les monomères polymérisent autour de la
molécule empreinte ce qui induit la création de cavités
spécifiques présentant une complémentarité structurale
avec la molécule empreinte. La présence d'un solvant
porogène permet le développement d'une structure
macroporeuse. Une fois la polymérisation achevée, la
molécule empreinte est éliminée de la matrice
polymérique ce qui conduit à la formation d'un
polymère rigide renfermant des sites de reconnaissance
spécifique de la molécule modèle.

La sélectivité résultante du polymère dépend en fait de

l'affinité de la molécule empreinte vis-à-vis des

monomères et par conséquent, du nombre et de l'inten¬
sité des interactions initiées entre les deux entités. Des

interactions de nature non covalente, covalente, ou de
type métal-ligand peuvent être développées.
L'approche la plus courante pour leur utilisation en

extraction sur phase solide est la technique d'impres¬
sion non covalente (55). Dans ce procédé, le complexe
entre la molécule empreinte et le monomère est formé
in-situ par des interactions non covalentes de type

liaisons hydrogène, interactions n-n ou liaisons élec¬

trostatiques. Pour une sélectivité optimale lors de l'ex¬
traction, les mêmes interactions doivent se développer
entre l'analyte et le MIP Cette méthode est très facile à

mettre en oeuvre, l'extraction de la molécule empreinte
de la matrice polymérique est également aisée.
Cependant, l'obtention d'un complexe stable lors de la
synthèse conditionne le choix du monomère et restreint
le choix du solvant de polymérisation, celui-ci devant
solubiliser les différents réactifs tout en stabilisant le
pré-complexe, doit être peu polaire et aprotique.

Une seule application a été réalisée à ce jour avec un
MIP synthétisé par une approche covalente pour l'ex¬
traction de composés organiques à base d'étain dans

des tissus de moule (56). L'approche semi-covalente a

été abordée en combinant lors de la synthèse, le déve¬

loppement de liaisons covalentes et non covalentes, en
vue de l'extraction de composés phénoliques à partir
d'eaux de rivières mais les auteurs ont mentionné un

apport en sélectivité faible par rapport au MIP synthé¬

tisé par approche non covalente avec la même molécu¬

le empreinte (57).

Choix des réactifs
Dans une approche non covalente, le solvant de

polymérisation est un des facteurs clé pour obtenir une
impression moléculaire optimale car la stabilité du
complexe formé lors de la polymérisation dépend de

ses paramètres physico-chimiques (58). Pour favoriser
le développement d'interactions non covalentes
comme des laisons hydrogène, un solvant peu polaire
et aprotique est généralement utilisé tel que le
dichlorométhane, le chloroforme ou encore le toluène.
Des synthèses peuvent également être réalisées dans
l'acétonitrile. Même si la majeure partie des MIP est

synthétisée en milieu organique pour des contraintes de

solubilisation de l'ensemble des réactifs, des solvants
polaires protiques ont été utilisés comme l'eau et le

1. choix des réactifs a,b : 2. assemblage monomères
monomères, c : molécule molécule empreinte
empreinte

3. polymérisation autour de

la molécule empreinte
4. extraction de la molécule
empreinte

Figure 1 : Principe de synthèse d'un polymère à empreintes moléculaires. Adapté de (80) avec la permission de ACS.
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vue de l'extraction de composés phénoliques à partir
d'eaux de rivières mais les auteurs ont mentionné un

apport en sélectivité faible par rapport au MIP synthé¬

tisé par approche non covalente avec la même molécu¬

le empreinte (57).

Choix des réactifs
Dans une approche non covalente, le solvant de

polymérisation est un des facteurs clé pour obtenir une
impression moléculaire optimale car la stabilité du
complexe formé lors de la polymérisation dépend de

ses paramètres physico-chimiques (58). Pour favoriser
le développement d'interactions non covalentes
comme des laisons hydrogène, un solvant peu polaire
et aprotique est généralement utilisé tel que le
dichlorométhane, le chloroforme ou encore le toluène.
Des synthèses peuvent également être réalisées dans
l'acétonitrile. Même si la majeure partie des MIP est

synthétisée en milieu organique pour des contraintes de

solubilisation de l'ensemble des réactifs, des solvants
polaires protiques ont été utilisés comme l'eau et le

1. choix des réactifs a,b : 2. assemblage monomères
monomères, c : molécule molécule empreinte
empreinte

3. polymérisation autour de

la molécule empreinte
4. extraction de la molécule
empreinte

Figure 1 : Principe de synthèse d'un polymère à empreintes moléculaires. Adapté de (80) avec la permission de ACS.
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methanol mais pour des applications environnemen¬
tales (59, 60). Seule une synthèse en milieux aqueux a

été récemment proposée pour l'extraction de méthylx-
anthines à partir d'urine en utilisant des organosilanes
comme monomères (32) contrairement aux autres
travaux qui ont tous été basés sur l'utilisation de

monomères organiques.

Concernant le choix de la molécule empreinte, un pro¬

blème intrinsèque, dû au mode de synthèse, est le

risque d'une libération tardive de la molécule emprein¬
te à partir de la matrice polymérique lors de l'utilisation
du support. Ce phénomène provient du fait que l'élimi¬
nation de la molécule empreinte après polymérisation
est parfois difficile. Cela peut être gênant lors de la
quantification de l'analyte cible après extraction car le
résultat peut être erroné par une surestimation de la
quantité de molécule cible détectée. Pour éviter ce pro¬

blème, beaucoup de travaux sont à présent réalisés en

utilisant un analogue du composé ciblé comme molé¬

cule empreinte (9, 10, 12, 13,22,23,30,37,43).

Le choix du monomère a également une grande impor¬
tance sur la sélectivité résultante du MIP Le monomè¬
re idéal doit développer de fortes interactions avec la
molécule empreinte, être stable et évidemment être
soluble dans le solvant de polymérisation. Malgré la
grande variété de monomères disponibles, la majorité
des MIP utilisée en SPE est synthétisée avec l'acide
méthacrylique (MAA) car il a la faculté d'être donneur
et accepteur de liaisons hydrogène. De plus, par ses

propriétés acides, il peut développer des interactions
électrostatiques avec des molécules empreintes
basiques. Ainsi, le MAA est le monomère choisi quasi¬

ment par défaut dès que les molécules cibles sont
neutres ou basiques. A l'inverse, pour des molécules
acides, on cherchera un monomère basique capable
également de développer des liaisons hydrogène et
éventuellement des interactions électrostatiques. Pour
ces raisons, le 4-vinylpyridine (4-VP) et éventuelle¬
ment le 2-VP sont les monomères basiques les plus uti¬

lisés pour des MIP dédiés à la SPE. Les agents réticu-
lants les plus couramment utilisés sont le diméthacry-
late d'éthylène glycol (EDMA) et le triméthylpropane
tryméthacrylate (TRIM). Enfin, l'initiateur le plus cou¬

rant est le 2,2'-azobisobutyronitrile (AIBN).

Des approches combinatoires ont été développées afin
de sélectionner au mieux le monomère sans se canton¬

ner au choix limité du MAA ou du 4-VP. Le principe
repose sur l'évaluation d'un grand nombre de MIP syn¬

thétisés dans des conditions expérimentales différentes
(nature et/ou teneur en monomères). A ce titre, le grou¬

pe de B. Sellergren a proposé une méthode semi-auto-
matisée pour la synthèse et l'évaluation de MIPs à

hauts débits : 80 MIPs ont été synthétisés et évalués en

termes de rétention et de sélectivité en une semaine
seulement. Cette méthode a été appliquée pour optimi¬
ser la synthèse de MIPs pour la reconnaissance de la
phenytoïne, la nifédine et la bupivacaïne (11,61). Une
autre approche a été abordée par le groupe de S.

Piletsky en utilisant la modélisation moléculaire. Le
principe est de calculer les énergies d'interaction déve¬

loppées entre la molécule empreinte et les différents
monomères appartenant à une bibliothèque virtuelle et

de sélectionner les monomères aboutissant à un com¬

plexe monomère-molécule empreinte le plus stable
possible. Des MIPs microcystine-LR (62), tylosine
(63) et abacavir (64) ont déjà été synthétisés avec des

monomères autres que l'acide méthacrylique et choisis
au moyen de cette modélisation. Récemment, une

approche similaire mais simplifiée a été utilisée pour le

choix du solvant optimal pour la synthèse d'un MIP
nicotinamide (65). L'utilisation de données RMN
conjuguées avec une approche par modélisation molé¬

culaire a permis également d'optimiser le ratio molé¬

cule empreinte/monomère ainsi que le choix du solvant
(66). Enfin, l'étude des spectres UV a été utilisée pour
l'évaluation des différents complexes ainsi que pour le

choix du monomère (67) et du ratio molécule emprein¬
te/monomère (68).

Méthodes de polymérisation
Différents modes de polymérisation existent pour la

conception d'un polymère à empreintes moléculaires.
Ainsi, suivant la synthèse, le MIP résultant peut se

présenter sous la forme d'un monolithe ou de particules
sphériques poly- ou mono-disperses (55).

La polymérisation en bloc est la plus populaire dans le

domaine de la SPE de par sa facilité de mise en

Elle est également la plus ancienne. Dans un premier
temps, tous les réactifs sont mis en présence dans un

tube à sceller. Un dégazage sous diazote est nécessaire
de manière à éliminer le dioxygène dissous en solution
qui favoriserait la production de radicaux libres (61).
Le tube est ensuite placé dans un bain thermostaté (0-
15°C) à proximité d'une lampe à rayonnement ultra¬

violet si la polymérisation est initiée de façon pho¬

tochimique ou dans un bain thermostaté à 60°C pour
une initiation thermique. La polymérisation dure envi¬

ron 24 h et aboutit à un monolithe. Le tube est alors
brisé. Le matériau est ensuite broyé puis tamisé de

manière à obtenir au final des particules de granu-
lométrie comprises généralement entre 25 et 36 pm.
Une étape de sédimentation est alors nécessaire afin
d'éliminer les plus fines particules (< 25 pm). Le MIP
est ensuite conditionné en cartouche ou en précolonne.
L'étape d'extraction de la molécule empreinte peut-être
réalisée soit par extraction en solvant chaud juste avant
l'étape de broyage ou par des percolations successives
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au moyen de cette modélisation. Récemment, une

approche similaire mais simplifiée a été utilisée pour le
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nicotinamide (65). L'utilisation de données RMN
conjuguées avec une approche par modélisation molé¬

culaire a permis également d'optimiser le ratio molé¬
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(66). Enfin, l'étude des spectres UV a été utilisée pour
l'évaluation des différents complexes ainsi que pour le

choix du monomère (67) et du ratio molécule emprein¬
te/monomère (68).

Méthodes de polymérisation
Différents modes de polymérisation existent pour la

conception d'un polymère à empreintes moléculaires.
Ainsi, suivant la synthèse, le MIP résultant peut se

présenter sous la forme d'un monolithe ou de particules
sphériques poly- ou mono-disperses (55).

La polymérisation en bloc est la plus populaire dans le

domaine de la SPE de par sa facilité de mise en

Elle est également la plus ancienne. Dans un premier
temps, tous les réactifs sont mis en présence dans un

tube à sceller. Un dégazage sous diazote est nécessaire
de manière à éliminer le dioxygène dissous en solution
qui favoriserait la production de radicaux libres (61).
Le tube est ensuite placé dans un bain thermostaté (0-
15°C) à proximité d'une lampe à rayonnement ultra¬

violet si la polymérisation est initiée de façon pho¬

tochimique ou dans un bain thermostaté à 60°C pour
une initiation thermique. La polymérisation dure envi¬

ron 24 h et aboutit à un monolithe. Le tube est alors
brisé. Le matériau est ensuite broyé puis tamisé de

manière à obtenir au final des particules de granu-
lométrie comprises généralement entre 25 et 36 pm.
Une étape de sédimentation est alors nécessaire afin
d'éliminer les plus fines particules (< 25 pm). Le MIP
est ensuite conditionné en cartouche ou en précolonne.
L'étape d'extraction de la molécule empreinte peut-être
réalisée soit par extraction en solvant chaud juste avant
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de solvants une fois le MIP prêt à l'emploi. Malgré sa

simplicité, ce mode de synthèse reste relativement long
et fastidieux. De plus, une grande fraction de

polymères est perdue sous forme de fines particules.
Enfin, les particules obtenues ne sont pas forcément
sphériques et de taille homogène ce qui peut-être
gênant pour certaines applications autres que la SPE.
D'autres approches ont été envisagées pour l'obtention
de particules sphériques mais de façon très anecdotique
dans le domaine de la SPE telles que la polymérisation
par suspension, précipitation, multi-étapes, core-shell
(69). L'approche par synthèse in-situ commence à se

développer en vue de l'utilisation des MIPs dans des

systèmes miniaturisés (70).

La sélectivité du MIP peut être également caractérisée
par chromatographie en phase liquide. Cette approche
consiste à introduire le support imprimé et non impri¬
mé dans des colonnes, les supports sont alors utilisés
comme phase stationnaire dans le système chromato-
graphique. La plupart des études portent sur des MIP
en bloc comportant une très grande hétérogénéité en

terme de granulométrie induisant des pics d'élution
chromatographiques relativement larges. Néanmoins,
cette approche permet d'estimer les facteurs de réten¬

tion de chaque support : le rapport de ces deux gran¬

deurs, définissant le facteur d'impression IF
(Imprinting Factor), est très informatif sur la sélectivi¬
té potentiel du MIP (18, 19, 33, 71-73).

Caractérisation des sites de
reconnaissance
La nature non covalente des interactions développées
lors de la formation du complexe monomère-molécule
empreinte conduit à un support possédant des cavités
de structure plus ou moins bien définies qui doivent
être mises à profit lors de l'étape d'extraction.
Parallèlement, le polymère peut retenir les composés
en dehors des cavités. Ces interactions développées,
non spécifiques, sont alors de plus faible énergie que

celle stabilisées par complémentarité stérique au sein
des cavités. Pour quantifier ces interactions non spéci¬

fiques, un polymère non imprimé (NIP) doit être réali¬

sé en parallèle de la synthèse du MIP, le procédé de

synthèse étant identique à celui du MIP à l'exception
de la molécule empreinte qui n'est pas introduite dans

le milieu réactionnel.

Une des méthodes les plus courantes pour évaluer alors
la spécificité d'un MIP est le tracé d'isothermes d'ad-
sorption. Cette approche repose sur l'établissement
d'un équilibre régissant la formation du complexe
molécule cible-MIP lors de l'extraction. Ces iso¬

thermes sont faites en solution en présence de la molé¬

cule cible et du MIP ou du NIP afin que l'équilibre soit
atteint. La figure 2 montre le tracé de deux isothermes
d'adsorption de la cotinine obtenu sur le MIP et sur le
NIP dans l'acétonitrile. L'obtention de palier à fortes
concentrations traduit la saturation des sites : la diffé¬
rence de concentration fixée d'analyte entre les deux
paliers (MIP et NIP) traduit le nombre de cavités spé¬

cifiques. Ainsi, la comparaison des deux isothermes
indique une plus forte capacité de rétention pour le MIP
que pour le NIP Une analyse Scatchard permet ensuite
d'estimer les constantes de formation du complexe afin
d'évaluer l'affinité du MIP vis-à-vis de la molécule
ciblée (17).
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Figure 2 : Isothermes d'adsorption de la cotinine sur le
MIP et sur NIP : quantité de cotinine extraite par gramme
de support en fonction de la concentration initiale présente
dans la solution d'acétonitrile. De (24) avec la permission
de Springer-Verlag.

Extraction sélective sur
MIP
Le format le plus utilisé pour l'extraction sur MIP reste

la cartouche (15-500 mg de phase) pour une utilisation
en différé. Le principe de mise en d'une extrac¬

tion sur MIP est similaire à celui d'une extraction avec

un support conventionnel (3), il est illustré figure 3. La
première étape consiste à conditionner le support
contenu dans la cartouche d'extraction. Lors de la

seconde étape, on procède à la percolation de l'échan¬

tillon sur le support. Selon la nature de l'échantillon
biologique (urine, plasma...), des composés à analyser

et le facteur d'enrichissement recherché, le volume
d'échantillon percolé peut varier de quelques micro¬

litres à quelques dizaines de millilitres. Une étape de
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de solvants une fois le MIP prêt à l'emploi. Malgré sa

simplicité, ce mode de synthèse reste relativement long
et fastidieux. De plus, une grande fraction de

polymères est perdue sous forme de fines particules.
Enfin, les particules obtenues ne sont pas forcément
sphériques et de taille homogène ce qui peut-être
gênant pour certaines applications autres que la SPE.
D'autres approches ont été envisagées pour l'obtention
de particules sphériques mais de façon très anecdotique
dans le domaine de la SPE telles que la polymérisation
par suspension, précipitation, multi-étapes, core-shell
(69). L'approche par synthèse in-situ commence à se

développer en vue de l'utilisation des MIPs dans des

systèmes miniaturisés (70).

La sélectivité du MIP peut être également caractérisée
par chromatographie en phase liquide. Cette approche
consiste à introduire le support imprimé et non impri¬
mé dans des colonnes, les supports sont alors utilisés
comme phase stationnaire dans le système chromato-
graphique. La plupart des études portent sur des MIP
en bloc comportant une très grande hétérogénéité en

terme de granulométrie induisant des pics d'élution
chromatographiques relativement larges. Néanmoins,
cette approche permet d'estimer les facteurs de réten¬

tion de chaque support : le rapport de ces deux gran¬

deurs, définissant le facteur d'impression IF
(Imprinting Factor), est très informatif sur la sélectivi¬
té potentiel du MIP (18, 19, 33, 71-73).

Caractérisation des sites de
reconnaissance
La nature non covalente des interactions développées
lors de la formation du complexe monomère-molécule
empreinte conduit à un support possédant des cavités
de structure plus ou moins bien définies qui doivent
être mises à profit lors de l'étape d'extraction.
Parallèlement, le polymère peut retenir les composés
en dehors des cavités. Ces interactions développées,
non spécifiques, sont alors de plus faible énergie que

celle stabilisées par complémentarité stérique au sein
des cavités. Pour quantifier ces interactions non spéci¬

fiques, un polymère non imprimé (NIP) doit être réali¬

sé en parallèle de la synthèse du MIP, le procédé de

synthèse étant identique à celui du MIP à l'exception
de la molécule empreinte qui n'est pas introduite dans

le milieu réactionnel.

Une des méthodes les plus courantes pour évaluer alors
la spécificité d'un MIP est le tracé d'isothermes d'ad-
sorption. Cette approche repose sur l'établissement
d'un équilibre régissant la formation du complexe
molécule cible-MIP lors de l'extraction. Ces iso¬

thermes sont faites en solution en présence de la molé¬

cule cible et du MIP ou du NIP afin que l'équilibre soit
atteint. La figure 2 montre le tracé de deux isothermes
d'adsorption de la cotinine obtenu sur le MIP et sur le
NIP dans l'acétonitrile. L'obtention de palier à fortes
concentrations traduit la saturation des sites : la diffé¬
rence de concentration fixée d'analyte entre les deux
paliers (MIP et NIP) traduit le nombre de cavités spé¬

cifiques. Ainsi, la comparaison des deux isothermes
indique une plus forte capacité de rétention pour le MIP
que pour le NIP Une analyse Scatchard permet ensuite
d'estimer les constantes de formation du complexe afin
d'évaluer l'affinité du MIP vis-à-vis de la molécule
ciblée (17).
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Extraction sélective sur
MIP
Le format le plus utilisé pour l'extraction sur MIP reste

la cartouche (15-500 mg de phase) pour une utilisation
en différé. Le principe de mise en d'une extrac¬

tion sur MIP est similaire à celui d'une extraction avec

un support conventionnel (3), il est illustré figure 3. La
première étape consiste à conditionner le support
contenu dans la cartouche d'extraction. Lors de la

seconde étape, on procède à la percolation de l'échan¬

tillon sur le support. Selon la nature de l'échantillon
biologique (urine, plasma...), des composés à analyser

et le facteur d'enrichissement recherché, le volume
d'échantillon percolé peut varier de quelques micro¬

litres à quelques dizaines de millilitres. Une étape de
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lavage (étape 3) doit permettre de rompre les interac¬

tions non spécifiques et d'éliminer ainsi les composés
interférents faiblement retenus sur le support. Enfin, on
procède à l'élution des composés ciblés en faisant per-
coler un solvant spécifiquement choisi pour rompre les

interactions mises en jeu entre les analytes d'intérêt et
le support solide. L'éluat est ensuite généralement éva¬

poré puis repris dans un solvant compatible avec le sys¬

tème chromatographique avant d'être analysé.

i y \i n
4 4 4

Conditionnement Percolation Lavage Eliilion

« Inlerférenls

Figure 3 : Principe de l'extraction sur phase solide. Adapté
d'un document Gilson.

Le développement d'une procédure d'extraction sélec¬

tive implique de connaître les mécanismes d'interac¬
tions développés entre le support et l'analyte cible.
Ainsi, les solvants de lavage et d'élution constituent les

paramètres clés de l'extraction pour l'obtention d'une
sélectivité optimale car ils régissent les interactions
entre le composé cible et le MIP.

Une reconnaissance sélective est obtenue dans un sol¬

vant proche du milieu de synthèse afin de développer
des interactions MlP-molécule empreinte au sein des

cavités similaires à celles développées lors de la for¬

mation du complexe monomère-molécule empreinte
avant polymérisation (58). Concernant la nature des

solvants de polymérisation, le tableau I met clairement
en évidence l'utilisation systématique de solvants orga¬

niques aprotiques tels que le dichlorométhane, le chlo¬

roforme, le toluène ou encore l'acétonitrile. Par consé¬

quent, les propriétés de reconnaissance moléculaire du

MIP seront exploitées de façon optimale en milieu peu

polaire et aprotique favorisant le développement d'in¬
teractions hydrophiles telles que des liaisons hydrogè¬
ne et éventuellement des interactions électrostatiques.
Ainsi, la procédure d'extraction sélective consistera à

percoler les analytes dans un solvant peu polaire et

aprotique afin qu'ils développent des interactions spé¬

cifiques au sein des cavités du MIP. Une étape de lava¬

ge réalisée avec un solvant de même nature permet

d'éliminer les éventuels interférents faiblement retenus
sur le polymère. L'optimisation de cette étape est cru¬

ciale pour aboutir à une sélectivité optimale mais éga¬

lement très délicate car les interactions analyte-poly-
mère sont plus ou moins fortes en fonction de la natu¬

re de l'analyte et de la structure des cavités. La réelle
optimisation de cette étape ne peut se faire qu'avec
l'utilisation en parallèle du NIP (8, 17, 24) en assurant
l'élution des composés lors de cette étape sur le NIP et

leur rétention sur le MIP. De façon générale, des sol¬

vants organiques de faible polarité sont utilisés avec un
faible pourcentage de solvant polaire. La figure 4 pré¬

sente les profils d'élution obtenus sur un MIP alfuzosi-
ne et un NIP synthétisé dans du dichlorométhane avec

de l'acide méthacrylique comme monomère (8). La
percolation de l'alfuzosine a été réalisée dans le milieu
de synthèse à savoir le dichlorométhane. Afin, de

rendre le lavage sélectif, 2% de methanol ont du être

ajoutés au dichlorométhane ce qui a permis d'éluer
l'alfuzosine sur le NIP par rupture des liaisons hydro¬
gène non spécifiques tout en retenant le produit sur le

MIP par une rétention uniquement liée à la présence de

cavités spécifiques. L'élution a ensuite été assurée par
percolation du methanol compte tenu de la nature
polaire des interactions mises en jeu dans ce cas. 93%
de rendement d'extraction ont été obtenus sur le MIP
avec seulement 2% sur le NIP ce qui témoigne de la
grande sélectivité du protocole.

Une fois le protocole sélectif mis en place, il peut éga¬

lement être exploité pour la détermination de la capaci¬
té du support à savoir le nombre de sites spécifiques
que possèdent le MIP. Pour ce faire, des quantités crois¬

santes d'analyte sont percolés sur le support, la capaci¬

té est alors atteinte lorsque le rendement d'extraction
n'est plus constant et chute (8, 74). D'une manière
générale, la capacité d'un MIP est comprise entre
1-40 //mol/g (75. 76).
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Figure 4 : Profils d'élution de l'alfuzosine obtenus sur MIP
et sur NIP après la percolation de 500 pL de dichloromé¬
thane dopé avec 200 ng d'alfuzosine. Adapté de (8) avec la
permission d 'Elsevier.
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Applications des MIPs aux
échantillons réels
Pour la purification d'échantillons biologiques solides,
les extraits sont généralement dissous dans un solvant
de nature très proche du solvant de polymérisation (20,
26, 36, 48) ce qui permet d'obtenir une grande sélecti¬

vité dans l'extraction. Très récemment, un MIP diaze¬

pam a été synthétisé dans du chloroforme avec de l'aci¬
de méthacrylique comme monomère et utilisé pour
l'extraction de cette benzodiazepine à partir de che¬

veux : 93% de rendement d'extraction ont été obtenus
sur le MIP avec seulement 16% sur le NIP (26). La pro¬

cédure a également permis d'extraire d'autres benzo¬

diazepines mais avec une sélectivité moindre. Les per¬

formances du MIP en terme de sélectivité ont égale¬

ment été démontrées par comparaison avec un support
classique. Pour illustration, un MIP développé pour
l'extraction sélective du cholestérol a été appliqué pour
la purification d'un extrait de jaune d'uf préalable¬
ment traité par saponification puis extrait à l'hexane
(17). L'extrait traité a également été percolé sur un sup¬

port C|g. La figure 5 présente les chromatogrammes
obtenus pour l'analyse du cholestérol à partir de jaune
d' sans procédure de purification et avec extraction
sur C|8 ou MIP ce qui témoigne de l'intérêt des MIPs
pour le traitement de matrices complexes.

Concernant les échantillons biologiques liquides (plas¬

ma, sérum, urine...) une première étape d'extraction
conventionnelle par extraction liquide-liquide (7, 17,

20, 42, 46, 47) ou par extraction sur phase solide sur
des supports conventionnels type C|a (15, 16, 18, 19,

49) peut avoir lieu afin de transférer l'analyte dans un
milieu organique mieux adapté à la percolation sur MIP
surtout si des interactions sélectives polaires sont atten¬

dues. Cependant, beaucoup d'applications se font à

présent par percolation directe de l'échantillon biolo¬
gique sur le MIP. La procédure d'extraction est tout
d'abord élaborée en milieu aqueux pure ou tamponné
avec un contrôle sur le NIP.

La percolation directe d'échantillons aqueux sur le
MIP induit généralement une rétention des composés
par interactions hydrophobes non spécifiques, le déve¬

loppement d'interactions spécifiques au sein des cavi¬
tés se faisant alors lors de l'étape de lavage par perco¬

lation d'un solvant adapté. Néanmoins, certains sol¬

vants de lavage utilisés peuvent être non miscibles
comme le dichlorométhane, le support doit alors être
séché à l'azote entre les deux étapes ou la procédure
doit être adaptée en ajoutant des étapes de lavage inter¬

médiaires par des solvants miscibles. En outre, les pro¬

priétés acido-basiques des monomères utilisés peuvent
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Figure 5 : Chromatogrammes résultant de l'injection de

l'extrait traité de jaune d' avant (A) et après extraction
sur C:s (B) et sur MIP (C). Extrait dopé à 50 pg/mL. Adapté
de (17) avec la permission d'Elsevier.

engendrer le développement d'interactions électrosta¬

tiques entre le composé cible et le support. A titre
d'exemple, la cotinine, le principal metabolite de la
nicotine a pu être extraite sélectivement et directement
de l'urine à partir d'un MIP synthétisé dans du dichlo¬
rométhane avec de l'acide méthacrylique grâce à un

lavage en milieu alcalin qui a permis de masquer les

fonctions acides du monomère qui engendrait une

rétention non spécifique trop importante (24). Pour
illustration, la figure 6 compare le chromatogramme
résultant d'une injection directe d'urine de fumeur par
rapport au chromatogramme résultant de l'extraction
au préalable sur le MIP cotinine. L'apport en sélectivi¬
té par le MIP est largement mis en évidence. En effet,
un grand nombre d' interférents est éliminé par le MIP
ce qui rend l'identification et la quantification du com¬

posé cible très aisée. L'apport en sélectivité peut égale¬

ment être démontré en dopant dans l'échantillon des

composés interférents de structure et de polarité simi¬
laires, leur absence de rétention sur le support confirme
alors la présence de cavités spécifiques de la molécule
cible (77). Enfin, de nombreuses études ont également
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mis en évidence l'existence d'une zone de pH optimal
pour l'extraction correspondant à l'ionisation des deux
espèces impliquées (analytes et résidus de monomères)
lorsque la rétention est basée sur le développement
d'interactions électrostatiques (13, 27, 66, 78).

L'application des MIPs aux échantillons réels induit
parfois une baisse des rendements d'extraction par la
présence de composés interférents comme les protéines
ou les sels. Ainsi, les protéines contenus dans le plas¬

ma ou le sérum sont généralement préalablement pré¬

cipitées par ajout d'un solvant organique ou d'acide (7,
8, 25, 3 1 , 33, 40, 44, 79). Les effets de matrice notam¬
ment induits par la présence de composés ioniques peu¬

vent aussi être atténués par simple dilution de l'échan¬
tillon ou par modification du pH afin de diminuer la
contribution des interactions électrostatiques (11-13,
28,29,41,50,73).

Figure 6 : Chromatogrammes obtenus après injection d'une
urine de fumeur avant (A) et après extraction sur MIP (B).
Longueur d'onde de détection : 260 nm. (1) : cotinine.
Adapté de (24) avec la permission de Springer-Verlag.

Couplage en ligne
Le principal avantage de l'extraction en différé est la
facilité de mise en : la procédure est simple et

aucune contrainte n'est imposée sur le choix des sol¬

vants d'élution car ils n'ont pas d'influence sur la qua¬

lité de l'analyse chromatographique. Néanmoins, ce

mode d'extraction ne permet pas d'intégrer totalement
l'étape de traitement de l'échantillon au système analy¬
tique. A cet effet, des procédés d'extraction sélective
sur MIP couplée en ligne avec la chromatographie en

phase liquide ont été développés.

Le principe du couplage en ligne est illustré figure 7.
Le MIP est introduit dans une précolonne installée sur
une vanne de commutation à six voies sur laquelle sont
également connectées une pompe de préconcentration,
une pompe analytique et la colonne analytique. Après
le conditionnement du MIP, l'échantillon est percolé
grâce à la pompe de préconcentration. Les analytes
sont alors piégés sur le support. Une étape de lavage
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préconce ni ration
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Figure 7 : Couplage en ligne de l'extraction sur phase soli¬

de avec la chromatographie en phase liquide.

peut être introduite si nécessaire. L'étape d'élution est
ensuite assurée par la phase mobile de la séparation
chromatographique : par commutation de la vanne, la
phase mobile passe alors sur la précolonne pour éluer
les composés et les entraîner vers la colonne analytique
afin qu'ils soient séparés. Ce couplage en ligne permet
à ce que la totalité des composés extraits sur le support
soit analysée. Ainsi, le gain en sensibilité obtenu per¬

met de réduire le volume des échantillons. Cependant,
très peu d'applications couplant en ligne directement le

MIP à la colonne analytique ont été jusqu'à maintenant
réalisées (10, 14, 30, 39). Dans ce type de couplage, la
difficulté réside dans la compatibilité des solvants uti¬

lisés lors de l'extraction avec l'analyse chromatogra¬
phique. Le transfert du MIP vers la colonne analytique
doit être suffisamment rapide pour ne pas occasionner
de perte en efficacité lors de la séparation chromato¬
graphique. Ainsi, une réelle optimisation de la procé¬

dure d'extraction doit être réalisée à nouveau par rap¬

port à une procédure éventuellement déjà élaborée en

différé pour assurer de hauts rendements d'extraction
tout en gardant un degré de sélectivité élevé.
L'extraction en ligne sur MIP peut également être cou¬

plée à une autre extraction sur phase solide (Cls) réali¬
sée en amont (15, 16, 49). Un support de type RAM
(phase à accès restreint) a été également utilisé avant le

support MIP pour l'extraction du vérapamile à partir de

l'urine (51). Cette approche donne des résultats intéres¬
sants en terme de rendements d'extaction et de sélecti¬

vité mais elle nécessite cependant l'optimisation de

deux extractions en ligne et peut-être longue à réaliser.

Conclusions et perspectives
En quelques années, le potentiel des MIPs a largement
été démontré pour leur utilisation en extraction sur
phase solide pour divers échantillons biologiques. Leur
simplicité de fabrication et leur faible coût de synthèse
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différé pour assurer de hauts rendements d'extraction
tout en gardant un degré de sélectivité élevé.
L'extraction en ligne sur MIP peut également être cou¬
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sée en amont (15, 16, 49). Un support de type RAM
(phase à accès restreint) a été également utilisé avant le

support MIP pour l'extraction du vérapamile à partir de

l'urine (51). Cette approche donne des résultats intéres¬
sants en terme de rendements d'extaction et de sélecti¬

vité mais elle nécessite cependant l'optimisation de

deux extractions en ligne et peut-être longue à réaliser.

Conclusions et perspectives
En quelques années, le potentiel des MIPs a largement
été démontré pour leur utilisation en extraction sur
phase solide pour divers échantillons biologiques. Leur
simplicité de fabrication et leur faible coût de synthèse
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font des MIPs un support de plus en plus attrayant.
Pour preuve, des sociétés (MIP technologies,
Polylntell...) propose déjà la synthèse de MIPs à façon.
Dans le domaine académique, de nombreux groupes de

recherche font maintenant leurs propres MIPs en vue
du développement de nouvelles extractions sélectives
de diverses molécules d'intérêts. Néanmoins, il faut
être conscient que l'apport de la sélectivité par ce sup¬

port peut être limité par le mode de synthèse actuelle¬
ment utilisé. En effet, la majeure partie des MIPs est
synthétisée par polymérisation en bloc en milieu orga¬

nique avec des monomères vinyl ou acrylique ce qui
induit une rétention par liaisons hydrogène ou interac¬
tions électrostatiques. L'utilisation de ces supports
directement en milieu aqueux induit donc généralement
une rétention non spécifique que seule une étape de

lavage par un solvant approprié peut rendre sélective.
Ainsi, le developement d'une procédure d'extraction
sélective doit passer par la connaissance approfondie du
mécanisme de rétention afin d'optimiser au mieux la
procédure, le MIP n'étant pas intrinsèquement sélectif.
Le contrôle sur le NIP est également capital pour s'as¬

surer de l'apport réel en sélectivité durant l'extraction.

De nombreux développements doivent encore avoir
lieu notamment au niveau du mode de synthèse. A
l'heure actuelle, les molécules empreintes de polarité
modérée et présentant un caractère acido-basique mar¬

qué sont les mieux adaptées à la synthèse de MIPs
générallemnt effectuées en milieu organique. Ainsi, la
synthèse de MIPs pour des molécules polaires non
solubles dans ces milieux organiques pose encore pro¬

blème. Il existe également une importante demande au

niveau de l'extraction sélective de protéines et plus lar¬

gement pour les macromolécules polaires. Cependant,
grâce à leur grande capacité et leur haut degré de sélec¬

tivité, déjà démontré pour un grand nombre de molé¬
cules, l'utilisation des MIPs dans des systèmes minia¬
turisés via une polymérisation in-situ est un domaine
extrêmement prometteur.
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