N

N

Caractérisation physicochimique par électrophorese
capillaire de nanoparticules magnétiques, anioniques et
cationiques: distribution de taille, densité de charge et

coefficient de diffusion collectif
Fanny d’Orlyé

» To cite this version:

Fanny d’Orlyé. Caractérisation physicochimique par électrophorese capillaire de nanoparticules mag-
nétiques, anioniques et cationiques: distribution de taille, densité de charge et coefficient de diffusion
collectif. Chemical Sciences. Chimie ParisTech, 2008. English. NNT: . pastel-00004679

HAL 1Id: pastel-00004679
https://pastel.hal.science/pastel-00004679
Submitted on 2 Feb 2009

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche frangais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://pastel.hal.science/pastel-00004679
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE DE DOCTORAT DE
L'UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE

Spécialité : Physicochimie analytique
Ecole doctorale de Chimie Physique et Chimie Amgiy de Paris-Centre
(ED 388)

Présentée par :

Fanny d’'Orlyé

Pour obtenir le grade de
DOCTEUR de I'UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE

Caractérisation physicochimique par électrophoreseapillaire de
nanoparticules magnétiques, anioniques et cationigs : distribution de taille,
densité de charge et coefficient de diffusion codf

Soutenue le 27 novembre 2008

Devant le jury composé de :

Pr. Valérie CABUIL Président
Pr. Ute PYELL Rapporteur
Pr. Jérome RANDON Rapporteur
Dr. Michel MARTIN Examinateur
Dr. Anne VARENNE Codirecteur de thése
Pr. Pierre GAREIL Directeur de these

Chimie Paris

o

ParisTech

Préparée a I'Ecole Nationale Supérieure de ChitmiParis






Remerclements

Ce travail a €€ véalisé aw Laboratoire d’Electrochimie et Chimie Analytique (WMR #575
CNRS-ENSCP-Paris &) dirigé par le Docteur Daniel LINCOT. Je lul suls tres

reconnaissante ode m'avolr owvert Les portes de son Laboratolre.

Je tlens tout particulierement 0 rvemercier le Professeur Plerve GAREIL pour w'avolr
accueillie au sein de son équipe. Je Le remnercie pour sa confiance, sa grande disponlbilité et
sow intérét pour mown travail Lovs des nombreuses discussions scientifiques que nous avons
eues. Ces trols années sous son encadrement miont permis de gagner en assurance au
travers des différentes responsabilités quil a accepté de wme confler. Je Lul exprime done
toute ma gratitude pour m'avolr impliquée dans lenseignement de La formation continue,
Vencadrement des staglairves, la védaction des articles ou encore la présentation ovale de

mes travaux dans le cadre d'événements sclentifiques internationaux.

Le paragraphe sulvant est tout naturellement dédié au Docteur Anne Varenne qui m'a co-
encadrée au cowrs de ce travatl de thése. Anne, tu es une passionne | Passionnée par Les
sclences, et tu as su m'en faire profiter, mals également passionnée par les gens | Merel
d'avolr €t i dans les wmoments odifficiles | Merel pour tow attention jowrnalitre, ta
gentillesse et tow sourive | Bn wn mot, weerel oe mavolr offert ton amitié | Elle mest

précieuse !

e tiens @ vemercier le Professewr Valérie CABUIL pour m'avolr fait Uhonneur de présider
mon jury de these ainst gque le Professeur Ute PYELL et le Professeur Jérdme RANDON
pour avolr accepté de juger ce travail et d'en Etve les vapportewurs aupres de L'Université Paris
&. Je remercie également Le Docteur Michel MARTIN pour avolr fait partie de mon jury de
these en tant quexaminateur, mais également pour Les discussions sclentifiques qul ont
sulvi la soutenance. Mercl i tous pour Lintérét que vous avez porté i ce manuscerit et pour Le

temps que vous Y avez CONSACKE.



Cette thése s'est lnscerite dans Le cadre o’'une collaboration entre le LECA de VESPCI, Le
LI2C de VUPMC et le LECA de VENSCP. Auwjourd’hud, aw 1 janvier 2009, ces trols unités
ne font plus quune, réunies sous le nom de PECSA. A crolre que cette collaboration a écé
fructueuse |...sans distinction, mercl done o Delphine pour son aide dans la synthese des
fervofluides, & Thomas et Jean-Michel pour la synthese des particules coewr/cogquilles, o
Bruno pour avolr affronté avee mol le dosage o Lo ninhydrine, & Stéphanie pour ses idées et
son dynamisme a toute Eprewve, n_Jérome pour m'avolr permis de mieux appréhender Les
méthodes d'analyse statistique, et o tant d'autres pour Lles nombreuses discussions sur La

phgs’wo-cmmie des collotdes...

un grand merel i Lensemble des personnels de LENSCP avee qul |'al ew de trés bons
rapports. Je citeval em particulier toute Léquipe du magasin pour s disponlbilité et sa
gentillesse, Bruno pour nos nombreuses discussions d'ordre ethique, politique ou musical,
AlL Lhommee aux clés, qul est venu me Libérer des murs de Lécole un de mes fameux
dimanches en solitaive aw laboratolre, ... Je voudrals également exprimer toute wea
reconnaissonce o Séoastiann et Fablenne qui m'ont accuelllie dons Lewr sevvice de TP alors

que Le laboratoive était en travaux. Comment oublier vos « gateaux maison » Les filles |

Au seln du Laboratolre, je voudiais vemercier Lensemble olu personmnel pour son accuetl et
son soutlen au quotidien, et plus particulibrement les « gens du sous-sol ». Je voudrais
également renolre wn homumnge tout particulier aux doctorants et stagiaives qui ont
maraqué de lewr présence ces trols années passées aw laboratolre. Une spéelale dédicace o
Yannls, mon grand freve du Labo, pour ses conseils des déouts, pas towjours d'ordre
sclentifique | Vieille canaille ! )'al ew beaucoup de plaisirs et de swrprises, parfols, o
retrouver un cobn de Tehéquie en partageant mon bureauw avee tol Marek, Le tehegue aux
mille patries | Je woublieral jamais Lambiance aw labo ou temps oe Léquipe des
« déglingos », les « after work » et Les after « after work » .. En téte, Jean, autrement conmni
sous Le nom de Lo « Roussette marsetllaise », sulvi de sa garde vapprochée : Laurent, le papy
kavatélen, Gab, Le « funky man », et Max, Uhomme des sports extrémes | ) ol également une
pensée toute particulitre pour Audrey et Virginie, « les pipelettes », qui ont suivi avee mot

une formation de déménageur en plus de celle de petit chimiste. Merel les filles, pour avolr



mis e labo en cartons | ) awrais également un petit mot pour Lo discrtte Marle, notre « petite
dernigre » au Labo, qul a décowvert La vie de Tdloctorant en these de chimie #, avee ses hauts
et ses bas | Le doute, Marle, c'est aussi ce qui fait avancer ; Lessentiel, c'est de ne jamais
perdre confiance | Je terminernl par celle avec qui jal commencé cette aventure, Mertem,
notre « tunisienne nationale » | On a vrabment tout partagé pendant ces trols années et les
solrées aw labo awrnlent parw vrabment longues sans ta jole oe vivre et le véeit de tes
histolres de ceeur | Je garderal toujours Le souvenir oe wotve virée en Sicile. Prochain épisode :

le mariage & Tunis 1.

Avant de passer i la famille et aux amls, je tiens o remercier tout particuligrement
catherine DUFFAU, mon pm{esseur de chimie en classe de mathématioue spéclale au
L@cée Lavolsler, pour quij’ai une grande adwmiration. Merel de w'avolr communiqué votre

passion et votre enthousiasme pour La chinie et lenseignement.

Une page de remerciements ne sevait pas complete sans les remerciements i la famdille.
Evidenmument je remercie mes parents pour tout ce qu'ils ont fait powr wol, pour avolr été
présents dans les moments de jole, comme dans Les moments de doute. )'al également une
pensée toute particulitre pour mes grands-parents qui, bien que disparus pour certaing, ne

mont jamats quittée. )esperve qu'ils sont fiers de mol aujourd’hud |

Reste maintenant o remercier Les copains de Parls, Montpellier et d'ailleurs...Mercl d’avolr
Supporté mes stress quotidiens de thésaro « egocentro maniaco dépressif » L. .Flnalement,

trols ans c'est pas st long !

Pour flnlr cette page, je wal plus quin vemercler Uomme qui partage wma vie..pour le
metllewr et pour Le plre | Clest dans Le creux de tow épaule queje pulse Lo force dow’cj’m

besoln | Mercl d’étre toujours Lt pour mol |






Table des matieres

INtrOdUCHION GENETAI. .. ..o e e e e e e 11

Chapitre I. Revue bibliographique
Symboles et abréviations.............ooviiiii i e e e 1D
0 IO =T 1= 1 1 =S K |

[.1.1. Nanoparticules et SUSPEeNSIONS COIOTAAIES. . cuummme s ver it et e e e e s 19
1.1.1.1. Qu’est ce qu'uNe NANOPATICUIE 2.........ouiiuie e s emmm e ee e eee e et aen e e eareaen e eanaeees 19
1.1.1.2. Le domaine colloidal  ........oooniiininie i e e e e e 19
[.1.2. LeS TOITOfIUIES. .. .. e e e e e e e et e et e aee e 20
1.1.2.1.Un exemple de suspension colloidale......... ... e, 21
Y 11 1= T 21
L e H OF= T = o) =] € 1S7= Ui o o PP RRN 22
l.2. Physico-chimie des colloides chargés en smiuti..............c.ccoo v, 24
[.2.1. Double couche etinterface ChargEe...........oouni i e e e e e 24
1.2.1.1. Origine de la charge de SUMacCE...c...... it i e e e e 24
[.2.1.1.1. lonisation de groupement de SUIMACE. .. .cccuoeiriit it e e e e 24
1.2.1.1.2. Dissolution différentielle d’ions en fage de cristaux partiellement solubles.........24
[.2.1.1.3. SUbSHtUtION ISOMOIPRNE. ...\ it e e e 25
1.2.1.1.4. Surfaces cristallines Charges........ ... uueemeeii it 25
[.2.1.1.5. ADSOrption SPECIfIQUE A'IONS... . ..uuie et e et e e e et e e e e e eet e aee e eeneees 25
1.2.1.2. Description de l'interface surface plahargée/solution électrolytique w....................... 26
1.2.1.2.1. La double coucChe EleCtriQUE..........cvuee e et e e e e e e e e 26
[.2.1.2.2. La loNQUEUT A€ DEDYE .. ....ive it et e e e e e e e e e e e eenaaans 28
[.2.1.2.3. L& POLENLEI-ZBLA. .. ...t e e e e e e 28
1.2.1.2.4. Potentiel électrique et densité de cleailg surface............ccoeviiiiveiii i, 29
1.2.1.3.Descriptiordel’interfaceparticulesphériquehargée/solutioélectrolytique...................... 32
[.2.2. Théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey ef6lheek)............ooiii it it ieiee e eeveaeenn 33
2 R o o o =T = 1= Tl 1 {0 1] = L1 [0 [0 = 34
1.2.2.2. Forces de Van der WaalS. .. .........oeiuii i e et e e e e e e e e e 34
1.2.2.3. Energie potentielle totale d'INteraction.............cccviviiriiiiii i e e e 35
|.3. Electrophorese d’une particule colloidale géaren milieu libre........................... 37
T O = 11 F= g o [ (o] £ o PP 37
[.3.2. Solutions des équations de traNSPOIT ... .. et cee e e e e e e e e e et e e e e e e eaes 38
1 B0 O = 44T Yo L= L= [N o 1= o 39
1.3.2.2. Solutions tenant compte de I'effet dexatn ..............ccooieiii i 40
l.4. Caractérisation et séparation de nanoparsoetheélectrophorése capillaire................. 43



0 O == U 1 o ] TS o o = Vg 1o {1 43

1.4.1.1. Particules de latex de polystyréne etesuyparticules polymeres .............c.cvvmmmeeevenens. 43
1.4.1.1.1. Séparation et caractérisation en élegtrorese capillaire................cooovvie i 43
[.4.1.1.2. Les effets diSPerSifS. ... e et s e e e e e 48
1.4.1.1.3. Influence des parametres INStIUMENTAUX e .. e vve it eee e iee et ee et e ieeeaneeeeneeeeen 51
1.4.1.1.4. Influence de I'électrolyte de SEParation. ..............veuiieeiievee et e e ee e veaaes 54
1.4.1.1.5. CZE vs LDV : deux techniques COMPIENTEISIR ...........ovuvveieriiiee e eenieieeainee s 57
1.4.1.1.6. Modes de détection et détection de @algs individuelles ................coovviiiiiin e, 58

[4.1.2. LeS fUBIBNES. ... .. ettt e e e e e e et ettt e e e e e 61

1.4.1.3. Les nanotubes de CarbONe. ... ... e v e 64

i == U i [o ] (=TSR o] o = L [ [ 1=t 67

1.4.2.1. Les PartiCules d'OXYUES ........cuuiiiiiitcccc et e e et e e e e e e s s e st e e e eeemmm e e sen e eanneeees 67
1.4.2.1.1. Séparation et caractérisation en éleglrarése capillaire..............cococevievviiine e, 68
1.4.2.1.2. Influence des parametres INStIUMENTAUX oo .. e vve i eet e ieeeanee eee e ee e eeeeaeeeneen 72
1.4.2.1.3. Influence de I'électrolyte de SEParation. ..............veuiieeiie et e e, 75
1.4.2.1.4. CZE vs LDV : deux techniques COMPIENTBIBE...........ovevvrie i e e ee e 83

1.4.2.2. Les Particules MELAIlIQUES............uumeeeemieiiieeeee e s e e e et e e e e e e seeneea e e e e aet e eaneas 83

1.4.2.3. Les semi-conducteurs (QUANtUM dOLS)......ucummereeeeeerisiiiiiiiiieereeeeessssssmmem e ee e aenaneees 88

I.5. L'utilisation des NPs en électrochromatograpbapillaire (CEC) et chromatographie

électrocinétique capillaire (EKC).......oviiiiir e e e e e e 91
1.5.1. Les NPs comme pseudo-phase stationnairel'déertrolyte de séparation......................ovevne.. .91
1.5.2. Les NPs comme phase stationnaire a la sudas capillaires.............coovviiiiiiis e cee e e e, 92
1.5.3. Les NPs incorporées dans des MONOIItNES........coomeii i e e e e e e 92
1.6. Références bibliographiques...........cooo i e 99

Chapitre Il. Comportement électrophorétique de nanoparticulesr@oniques
et cationiques

Symboles et abréViationsS. .. ......o.o i ———— 111
e O 1 o 13 o £ o PP I

I1.2. Caractérisation de particules anioNIQUES... ... ... o ceeereereeneeenienieienenanenens 115
[1.2.1. Présentation des €ChantilloNS. .. ..........u. ittt e e e e e 115
[1.2.2. Influence de I'amplitude du champ €lectBERPPIIQUE. .........c.ovinimi i e e 117
11.2.3. Fraction volumique en particules dans l&atilon..................coooiiii e 118
[1.2.4. Influence de I'électrolyte de SEPAratioN. .. ..ecu.ieie i ee s et s e e e e een s 120
1 2 s O I - i (o o =T o1 o U= 120
| o2 S = W oo 1 ] 10 1= 11T ] o FO TP 122
[1.2.4.2.1. Concentration et NAtUre du CONIE=-I0N uums vevivniitiee et e ee e e e 122
[1.2.4.2.2. Concentration et NALUre AU CO-I0N ... ... . e cerenreeenn e eet e reeeaeee et eeerenens 124



11.2.4.3. L8 PH vttt e et et e e e e e 126
I1.3. Article 1. Size-based characterization of oetric cationic maghemite particles using

capillary zone electroOpROreSIS. .. ... e e 128
R S @) T 11 11 (o] PP P 151
I1.5. Références bibliographiques .............cooiieiei i 20,152

Chapitre 1ll.  Caractérisation en charge de nanoparticules coeudquille

bifonctionnalisées de taille homogene

Symboles et abréVviationsS. .. .......ooii i e 53
e O o 13 o o N Ko Y 4

lll.2. Article 2: Charged-based characterization o&nometric cationic bifunctional

maghemite/silica core/shell particles by capillaope electrophoresis...................... 159
1 T @ o 18 11 (o U 185
[1l.4. Références bibliographiqUeS .........c.oevi i e e e 186

Chapitre IV. Développement d’'un nouveau protocole de mesure niaht en

jeu I'électrophorese capillaire pour la déterminaton du coefficient de

diffusion collectif de nanoparticules

Symboles et abréViations. ... .....c.oiii i e e e 187
Y8 I [ 1 1 Yo [T £ o PPN K -
IV.2. Article 3: Determination of nanoparticle diffion coefficients by Taylor dispersion
analysis using a capillary electrophoresis iNSthime...........cocevieiiiii e i e 191
IV.3. CONCIUSION. ...ttt e e e e e e e e reme e e e e e 2. 210
IV.4. Références bibliographiQUeS ..........ouvii i e e 211

CoNCIUSION GENETAI. .. ...t e e e e e e, 213



10



Introduction générale

Les nanotechnologies ouvrent aujourd’hui de noesgelperspectives dans de
nombreux domaines, de la médecine (analyses mésjcakctorisation de médicaments,
prothéses) a I'environnement (épuration de I'eais gatalytiques, capteurs), via I'optique
(éclairage, imagerie) et I'électronique (stockage I'thformation). Mais a I'heure ou les
nanotechnologies s’apprétent a envahir notre geotidles débats d’ordre éthique se
multiplient. En ce qui concerne I'emploi de nandigaies (NPs), la premiére question a
laquelle nous devrons donc répondre concerne leisques pour I'homme ou
I'environnement. Avant d’avoir le recul nécessaioair évaluer les risques écotoxicologiques,
il nous appartient donc de mieux les caractérisier dappréhender I'ensemble de leurs

propriétés physico-chimiques.

Parmi les techniques les plus couramment utiliskesnicroscopie électronique en
transmission (TEM) fournit des informations surdstribution de taille et la forme des
particules solides. Dans le cas de particules mages, I'ajustement des courbes
d’aimantation expérimentales par une fonction degexin permet d’estimer la capacité
d’aimantation des particules, mais également leistribution de taille. La diffusion
dynamique de la lumiere (DLS) permet la mesure @g®ns hydrodynamiques, via la
détermination de leur coefficient de diffusion, dates conditions d’électrolyte données. Une
mesure de la mobilité électrophorétigue des pdescupeut étre réalisée par
microélectrophorése ou vélocimétrie laser Doppléd\(). Cette donnée peut ensuite étre
utilisée pour le calcul du potentiéldes particules, indicateur de la stabilité cobdéddes
dispersions. Néanmoins, le choix de I'expressicalydigue reliant les deux grandeurs reste
conditionné par les domaines de potentiet-dexa explorés, a étant assimilé au rayon solide
de la particule et étant I'inverse de la longueur Debye.

Dans ce contexte, I'application de I'électrophoréapillaire (CE) a la caractérisation
de nanoparticules s’est développée au cours dgsdemniéres années. La sélectivité de cette
technique séparative permet la caractérisation l&imée de populations de particules
différant par leur taille, charge et/ou nature dhjire (organiques ou inorganigtiesi sein de
mélanges, mais également la détection d’impuret&septes dans la solution de dispersion. A
ce jour, les études présentées dans la littératastent globalement limitées a la
caractérisation de particules anioniques sur deses de taille.
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Dans le cadre de cette thése, nous nous sommesrdéressés au développement de
méthodes pour la caractérisation et la séparatien pdpulations de nanoparticules
magnétiques par CE, en vue de leur utilisation darsontexte d’'un microsysteme dédié a
immunodiagnostic en phase liquide. En particyli@mus nous sommes attachés a étendre le
champ des applications de I'électrophorese caggllai la caractérisation de particules de
charge positive, car peu décrite dans la littéeatyprobablement en raison de difficultés
expérimentales. Cette these s’articule autour @grgwehapitres :

Un premier chapitre exposera les bases théorigtiksées par la suite dans les
chapitres expérimentaux. Seront rappelés les rotibm double couche et de stabilité
colloidale ainsi que des éléments de compréhensionles phénomenes de transport
électrocinétiques de particules chargées en niilea. La fin de ce chapitre présentera des
exemples d’application de I'EC a la caractérisagbha séparation de NPs, selon leur nature
chimique, ainsi que leur mise en ceuvre en éleatoocatographie capillaire (CEC) et
chromatographie électrocinétique capillaire (EKGYipla séparation de mélanges complexes.

Le deuxiéme chapitre s’intéressera a I'étude dupmstement électrophorétique en
milieu libre de particules anioniques et cationgjue’influence des différents parametres
inhérents au choix de I'électrolyte de séparatidont la force ionique, la nature et la
concentration des co-ions et contre-ions ainsi lgupH, sur la mobilité et la dispersion
électrophorétigue des particules sera évaluée. cef#c sera notamment porté sur
I'optimisation des conditions permettant une canasation simple et précise de particules de
charge de surface positive. Enfin, une approche fondamentale sera proposée, a la lumiére
des theéories d'Overbeek-Booth, afin d’expliquer l|s§parations observées pour des
populations de particules, homogénes de par lewren@himique et leur charge de surface

(cationique), mais dont les diametres moyens (rripdifféerent d’environ 2 nm.

Un troisieme chapitre traitera de la caractérigatem charge de populations de
particules cceur/coquille bifonctionnalisées amil@sP de taille homogéne (~ 40 nm).
L’influence des conditions expérimentales, tellee damplitude du champ électrique, la
guantité de particules injectée, la force ioniquéeeH de I'électrolyte de séparation, sur la
mobilité électrophorétique des particules et ledgpmances séparatives sera évaluée. Nous
nous intéresserons tout particulierement a compeeledlien qui existe entre les mesures de

mobilité électrophorétique réalisées en CE et lex tde greffage des particules par les
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groupements amines, déterminé indépendamment gasuecolorimétrique. Dans ce contexte
un modéle a deux pkKienant compte de l'ionisation des groupements asngreffés, mais
également des groupements silanol résiduels, sataéafin de modéliser I'évolution de la

mobilité des particules en fonction du pH.

La quatrieme partie présentera le développement gitotocole de mesure du
coefficient de diffusion collectif de nanoparticsiygondé sur I'analyse de la dispersion de
Taylor. L’influence des différents parametres instentaux (dimensions du capillaire,
pression imposée) sur l'analyse de la dispersiohagéor, lors de sa mise en ceuvre a l'aide
d'un appareil d’électrophorese capillaire, seraléda La détermination des coefficients de
diffusion collectifs moyens de populations de marés de maghémites, homogenes de par
leur nature chimique et leur charge de surfaceqfuigiie), mais dont les diameétres moyens (<
10 nm) different d’environ 2 nm, sera ensuite étadiA titre de comparaison, une
détermination indépendante des coefficients deigliifh des particules sera réalisée par DLS.
Enfin, les effets de la fraction volumique en par@s solides et de la force ionique de la
solution de dispersion sur la détermination dedfictents de diffusion seront évalués et

discutés en termes d’interactions inter-particekir
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Symboles et abréviations
Chapitre I. Revue bibliographique

a : distance du centre de la particule sphériquglaude cisaillement assimilé au PEH
& : rayon solide d’'une particule sphérique, m

A : constante de Hamaker, J

ACES : acide N-[2-acétamido]-2-aminoéthane sulfoaigcid

AFM: microscopie a force atomique

Ag NPs : nanopatrticules d’argent

Au NPs : nanoparticules d’or

¢ : concentration molaire, molL

¢ : concentration molaire de I'ion i au cceur dedmiion électrolytique, mol.i
CAPS : acide 3-(Cyclohéxylamino)-1-propanesulforiqu

CCD : détecteur conductimétrique sans contact plage capacitif

CD: cylclodextrine

CE : électrophorese capillaire

CF : carboxyfullerene

CFF: remplissage en continu

CNTPs : sondes a base de nanotubes de carbone

CNTs : nanotubes de carbone

CTABr : bromure d’hexadécyltrimétylammonium

CZE : électrophorése capillaire de zone

d : épaisseur de la couche de Steendistance de la surface chargée au PEH, m
D : distance interparticulaire de surface a surf@ie/O), m ou coefficient de diffusion
DF: dendrofullerene

DLS : diffusion dynamique de la lumiére

DLVO : Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek

e : charge élémentaire, C

E”: champ électrique externe uniforme, V

EDTA: acide éthylene diamine tétraacétique

EKC : chromatographie électrocinétique capillaire

EOF: écoulement électroosmotique

Fe: force électrique, N

Fy : force de friction hydrodynamique, N
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Fr: force de ralentissement par friction (retard &tgahorétique), N
Fre: force de retardement électrique (effet de relarat N
g: accélération de la pesanteur, m/s

HPC: hydroxypropylcellulose

HPMC : hydroxypropylméthylcellulose

| : force ionique de la solution électrolytique, Inhd"

IC: chromatographie ionique

kg : constante de Boltzmann, J/K

LDV: vélocimetrie laser Doppler

LIF : détecteur a fluorescence induite par laser

LLD : détecteur a diffusion de la lumiere laser

LPS: latex de polystyrene

m. : coefficient de friction ionique adimensionnell@mion
m, : coefficient de friction ionique adimensionnel cation
MEKC : chromatographie électrocinétique micellaiapillaire
MS: spectrométrie de masse

MWNTSs : nanotubes de carbone multi-parois

Na : nombre d’Avogadro, mdi

n” : nombre d’ion i au cceur de la solution électiglye, n*
NPs : nanoparticules

PAA : polyacrylamide

PAH : hydrocarbures aromatiques polycycliques

PB : polybrene

PCS : spectroscopie par corrélation de photon

PEH : plan externe de Helmoltz

PEO : poly(éthyleneoxyde)

PF: remplissage partiel

PIH : plan interne de Helmoltz plan de Stern, m

PS: polystyréne

PSC : polystyréne carboxylé

PSP: phase pseudo stationnaire

PSS: polystyrene sulfaté

PVA: alcool polyvinylique

PVP : polyvinylpyrrolidone
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PZC: point de charge nulle

Q : charge d’une particule, C

QDs : quantum dots

QELS: diffusion quasi-elastique de la lumiére

r : coordonnée radiale, m

R : distance depuis le plan de Stern en coordonragksles, m ou distance interparticulaire
de centre a centre (DLVO)

REPSM : préconcentration par amplification de chamlectrique aprés injection
hydrodynamique d’un large volume d’échantillon

SDS : dodécyl sulfate de sodium

SERS : diffusion Raman exaltée de surface

SWNTs : nanotubes de carbone simple-paroi

t:temps, s

tq: temps nécessaire pour que la particule parcartdistance égale a son rayon sous I'effet
de I'agitation thermique, s

ts temps caractéristique de sédimentation sur wtardie de la taille du rayon particulaire, s
T . température absolue, K

TBE : tampon TRIS-borate-EDTA buffer

TEM : microscopie électronique en transmission

TMAOH : hydroxyde de tétraméthylammonium

TRIS : tris(hydroxyméthyl)amine

TTAB : bromure de tétradécyltriméthylammonium

U : vitesse de migration électrophorétique d’'ungipale, m/s

Va: énergie potentielle d’attraction, J

Vr: €énergie potentielle de répulsion, J

Vr: énergie potentielle totale d’interaction, J

W, : minimum d’énergie primaire, J

Ws: minimum d’énergie secondaire, J

X : coordonnée axiale, m

Xi . distance de la surface chargée au PIH en cooédsraxiales, m

z : valence

z : valence de l'ion i
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Symboles grecs

g permittivité diélectrique du milieu, C/(V.m)

€0 permittivité du vide, C/(V.m)

gr . constante diélectrique du milieu

 : potentiel-zéta, V

n : viscosité du milieu, Pa.s

« : inverse de la longueur Debye'm

A : coefficient de friction ionique de I'anion*C S.nf)

A+ : coefficient de friction ionique du cation?/CS.nf)

A% : conductivité molaire limite de I'anion, S2fmol

A% : conductivité molaire limite du cation, S4mol

lep: Mobilité électrophorétique d’une particule?/(w.s)

p : densité volumique de charge, G/ou masse volumique kgfm
Ap : différence de masse volumique, ki.m

o : densité surfacique de charge, €bu variance spatiale, m
oq: densité surfacique de charge au PEH,”C/m

oi : densité surfacique de charge au PIH, €/m

¥ (r, X) : potentiel dans la double couche électigv

Y4 potentiel de Stern.e. potentiel au PEH, V
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Chapitre I. Revue bibliographique

|.1. Généralités

I.1.1. Nanoparticules et suspensions colloidales

[.1.1.1. Qu’est ce qu’'une nanoparticule ? [1]

Il n'existe pas de définition internationale norimatde ce qu’est une nanoparticule,
mais un extrait du nouveau document PAS71 (Royaumg-mentionne : « une
nanoparticule est un corps ayant une dimensiofodré de 100 nm ou moins ».

Une remarque est associée a cette définition :opriétés uniques qui différencient les
nanoparticules des matériaux d'origine, typiquentEveloppées a une échelle critique de
100 nm ». Les « nouvelles propriétés » mentionisées donc entierement dépendantes du
fait qu'a I'échelle des nanoparticules, les pro@siéphysico-chimiques de celles-ci sont
différentes des propriétés du solide macroscopigugartie di a leur rapport surface/volume
élevé ainsi qu’a des effets quantiques de taille.

Dans le cas de particules non sphériques, commexgeanple des nanotubes de carbone, cette
définition a été élargie et s’appliqgue a des matéridont au moins l'une des dimensions

présente une échelle inférieure a 100 nm.

[.1.1.2. Le domaine colloidal [2-4]

Une dispersion (ou suspension) colloidale est @mefioomme un systéme
multiphasique (a I'échelle microscopique), dansu&qune phase discréte (ou phase
dispersée) est dispersée dans un milieu contindigmersant), de constitution différente, sans
étre dissous par lui. Le caractere « discret »adeéhhse dispersée implique une restriction sur
la taille des particules considérées. Par comparasix molécules du solvant, celles-ci
doivent étre d’'un ordre de grandeur supérieur. &uaant dit, la limite de taille inférieure pour
les particules de la phase dispersée est de I'dwireanometre.
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La limite de taille supérieure est elle conditioargar la notion de stabilité colloidale. Une
dispersion colloidale peut étre considérée commablestiorsqu’aucune séparation de phase
rapide (a I'échelle macroscopique) ne se produitsgdimentation ou par crémage. La taille
critique d’'une particule colloidale dépend donc ckesctéristiques physiques des constituants
du systeme (viscosité du solvant, difféerences dwsitie entre la phase dispersée et le milieu
continu, ...). Cette taille peut se calculer simplatren comparant,tle temps caractéristique
de sédimentation sur une distance de la taille ajwrr de la particule, et,tle temps
nécessaire pour que cette particule parcoure laemdistance sous l'effet de I'agitation
thermique. Dans ces conditions, la limite de talipérieure définissant le domaine colloidal

est obtenue poug £ t; et nous est donnée par la relation (1.1) :

. =[3&T)4 (.1)
™~ 4oy

oU anax €st le rayon limite de la particuleg ka constante de Boltzmann (en J/K), T la
température (en Khp la différence de masse volumique entre les deasegsh(en kg/f), et

g I'accélération de la pesanteur (endn/s

Ainsi, des particules colloidales sont maintenueswespension par le mouvement Brownien.
Cette agitation permet des collisions entre lestiqaes qui présenteront différentes
propensions a l'agrégation, suivant la nature d#eractions de surface (a I'échelle
nanoscopique). La description de ces phénoméngsedation sera développée dans la suite
de cette étude (8 11.2), a la lumiére de la thédaeDerjaguin, Landau, Verwey et Overbeek
(DLVO).

1.1.2. Les ferrofluides

Les ferrofluides sont des suspensions colloidalesstituées de nanoparticules
magnétiques dispersées dans un solvant non magegtagueux ou organique. Les
nanoparticules magnétiques considérées sont lesplugent des oxydes mixtes de fer(lll) et
d'un autre métal de transition divalent M (Fe, @8, Mn, Zn) sous la forme générale
FeMO,. Dans le cadre de notre étude, nous nous limiseaorcas de dispersions agueuses de

particules de maghémiteFe,Os.
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1.1.2.1. Un exemple de suspension colloidale [5]

La taille des particules de maghémite de I'ordrdaddizaine de nanometre retarde la
sédimentation fparicule ~ 5 glemi et t << t) mais il est indispensable d'introduire des
répulsions électrostatiques entre les particulés d®viter I'agrégation irréversible sous
I'effet des attractions de Van der Waals. Les r&puak sont controlées par le nombre de
charges portées par les particules et peuventdées a l'ionisation ou la dissociation de
groupes de surface, ou encore résulter de I'adsargtions a la surface des particules. Dans
le cas des particules d’'oxyde de fer, la chargénbstrente soit a des réactions de type acido-
basique a la surface de la particule, soit a I'guigmn d’espéeces elles mémes chargées
(comme des ions citrate). Cette charge sera domctibm de la concentration en ions H
libres lorsque la charge est contr6lée par le pHi®la concentration d’espéces adsorbantes

lorsque la charge est contrélée par un phénomextsarption.

1.1.2.2. Synthése [6]

La maghémite-Fe,O; est un oxyde de fer de structure spinelle invi&senaire qui
peut étre synthétisé par voie douce lors d'unequuigiensation alcaline suivant le protocole
décrit par R. Massart en 1980 [7].

La premiere étape consiste a synthétiser la magriegO, a partir de chlorures de fer (ll) et

(1l1) dans une solution d'ammoniagque molaire :
FeCh + 2 FeCy + 4 HLO + 8 NH = FeO4 + 8 NH;" + 8 CI (1.2)

Les particules obtenues sont alors anioniques. jQuteade l'acide nitrique (HN§), pour
oxyder partiellement les particules et inverser Eharge de surface. Les particules désormais
chargées positivement sont ensuite totalement @sydd maghémite par ajout d’'une solution
de nitrate de fer (Ill). On obtient ainsi une susgen stable de particules cationiques avec les
ions nitrate comme contre-ions en milieu acide.l®asuite, on se réferera a ce systéme par la
dénomination de ferrofluide acide.

Par ajout d’hydroxyde de tétraméthylammonium, AA®WAOH, suivi de lavages a l'acétone

pour éliminer les ions nitrate, on obtient desipakes anioniques, stables en milieu basique,
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dont les contre-ions sont les TMAjoutés. Ce systéme sera appelé par la suitefléede
basique.

Enfin, la surface des particules de maghémite pgatement étre modifiée par I'adsorption
d’ions citrate. Dans la littérature, il est fait mien de complexes de coordination1:letl1:2
de sorte que I'excédent de charges négatives bapta assurer la stabilité de la suspension
colloidale [8]. E. Dubois a construit I'isothermé&adsorption des citrates a la surface des
particules de maghémite [9]. On constate qu'il iexisn équilibre entre le citrate adsorbé et le
citrate en solution mais que I'isotherme présemte saturation a 2 charges par nanometre
carré pour des concentrations en citrate supéseu1F mol/L. En outre, il est intéressant
de noter que ce phénomeéne ne dépend ni de |3 taille la fraction volumique en particules.
Ce systeme sera appelé par la suite ferrofluidatéit

1.1.2.3. Caractérisation [10]

Comme nous l'avons évoqué précédemment, les ptépri magnétiques des
nanoparticules dépendent de leur structure physigtalle, forme, mais également
microstructure et phase chimique. Pour ce qui ededr comportement biologique (en vue
d’applications), il dépend également fortementeie taille et de leur forme ainsi que de leur
polydispersité, et de la nature des groupementstitomels a leur surface. Plusieurs

techniques sont utilisées couramment pour la détatian de ces différents parameétres.

Dans le cas de particules magnétiques, la mesufaidentation d’une suspension
colloidale en fonction de lintensité du champ m&grue appligué permet non seulement de
déterminer les propriétés magnétiques des particuteais renseigne également sur leur
distribution en taille (rayon solide et polydispa¥s Cette méthode repose sur I'ajustement
numerique de la loi de Langevin a la courbe d’aitaiion expérimentale et permet d’acceder
a une valeur moyenne en nombre du rayon solidpaitisules [6].

Plus classiquement, le rayon solide d’'une partiqdet étre déterminé par imagerie, en
microscopie électronique en transmission (TEM) [ii2], Cette technique donne accés a une
valeur moyenne en nombre du rayon solide. En oetke,fournit des détails concernant la
distribution en taille et la forme des particuléssaque leur état d’agrégation. Néanmoins,
cette technique requiere une analyse par traitegefitmage et doit donc étre menée sur un

nombre significatif de particules (d’'un point deevstatistique). De plus, la préparation de
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I'échantillon peut induire une agrégation des patéis, de sorte que les mesures réalisées
peuvent ne pas refléter la taille et la distribaitites particules en solution [13, 14].

La spectroscopie par corrélation de photon (PC8gleénent appelée diffusion
dynamique de la lumiére (DLS) ou diffusion quasiséique de la lumiére (QELS) est une
technique couramment utilisée pour obtenir la dadle particules colloidales. Le rayon
hydrodynamique de particules sphériques peut éterminé via la mesure de leur coefficient
de diffusion. En outre cette technique permet ddec a la distribution en taille et donc
d’estimer la polydispersité des particules en sosipa [15]. Le résultat de cette mesure est
une valeur moyenne en intensité. Le passage aalaarynoyenne pondérée par le nombre
ou le volume des particules en suspension nécelssitnnaissance de leur indice de
réfraction complexe, rarement accessible. De ce ¢aitte technique aura I'inconvénient
d’étre plus sensible a la présence des grossesypastau sein d’'une population polydisperse.

Dans le cas de la vélocimétrie laser par décalagepler (LDV) [16], des particules
mises en mouvement sous l'action d’'un champ étaatriextérieur E (alternatif) sont a
I'origine d’'une onde lumineuse diffusée, décalédréguence par rapport a la lumiére d’'une
source laser incidente (effet Doppler). A partirogedécalage en fréquence, il est possible de
calculer la vitesse des particules en suspensioainsi d’accéder a une distribution de
mobilités électrophorétiques 4L

Enfin, I'utilisation de I'électrophorese capillai(€E) s’est étendue a la caractérisation
de nanoparticules au cours des vingt derniereseanid&-19]. Cette méthode repose sur une
mesure directe de la mobilité électrophorétiquer gms particules mises en mouvement sous
I'action d'un champ électrique extérieur E (conjinau sein d’'une veine capillaire en silice
vierge, et permet d’obtenir des informations suialfle et la charge des particules. A ce jour,
la plupart des études en CE se sont intéresséesatidctérisation de nanoparticules chargées
négativement, sur la base de leur différence dle.t&n outre, la sélectivité de cette technique
séparative a permis la caractérisation simultareenélanges de différentes populations de
particules ainsi que la détection d'impuretés préesedans la solution de dispersion.
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[.2. Physico-chimie des colloides chargés en soduti

[.2.1. Double couche et interface chargée

1.2.1.1. Origine de la charge de surface [2]

La stabilité des dispersions colloidales est s@ssible a la charge de surface des
particules et a I'addition de sels. La plupart debstances acquiérent une charge de surface
guand elles sont mises en contact avec un miliaewaq[20, 21]. Une surface peut se charger
électriquement suivant une variété de mécanismess Mous intéresserons a certains de ces

mécanismes, parmi les plus importants [20, 22, 23].

[.2.1.1.1. lonisation de groupement de surface

Si la surface présente des groupements de natig@-laasique, leur dissociation peut
donner lieu a une charge de surface positive oativég Dans les deux cas, les groupements
de surface sont sensibles au pH de la solutiorthiaage de surface peut ainsi étre réduite a
zéro au point de charge nulle (PZC), par suppress@ l'ionisation de surface, lors d’'une
diminution du pH dans le cas d'une surface basidue plupart des oxydes métalliques
peuvent avoir une charge de surface positive oativegen fonction du pH de la solution

électrolytique.

1.2.1.1.2. Dissolution différentielle d'ions en fage de cristaux
partiellement solubles

Par exemple, lorsqu’'un cristal d'iodure d’argentg(Aest placé dans l'eau, une
dissolution se produit jusqu’a ce que le produis d@encentrations ioniques soit égal au
produit de solubilité [A§[lI]=10%° (mol/L)?. Si une quantité égale d'ions Agt I est
dissoute, alors [Ag = [I'] = 10® (mol/L) et la surface reste non chargée. Néanmoins,
I'existence d’une dissolution préférentielle demsioAg est a l'origine d’une charge de

surface négative. Si des ions*Agpnt maintenant ajoutés en solution, sous la fatengitrate
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d’argent (AgNQ) par exemple, dans certaines conditions de coratent la dissolution
préférentielle des ions Agest supprimée et la charge de surface du cristabé a zéro.
L’addition supplémentaire d’ions Agconduit & une charge de surface positive puisgue ¢

sont désormais les ions iodure qui se dissolverfentiellement.

1.2.1.1.3. Substitution isomorphe

Dans le cas des argiles, un cation intercalé awctstral peut étre échangé avec un
cation de plus faible valence. Il en résulte unergé de surface négative. Par exemple, un ion
Al** peut remplacer un ion ‘Sia la surface de I'argile, produisant une chargesuigace
négative. Dans ce cas, un point de charge nulle gies atteint par réduction du pH. Ici, les
ions H ajoutés se combinent avec les charges négativesudace pour former des
groupements OH.

1.2.1.1.4. Surfaces cristallines chargées

Lorsqu’un cristal est cassé, il peut arriver que dgerfaces présentant des propriétés
différentes soient mises a jour. Ainsi, dans le dascertaines argiles (par exemple la
kaolinite), lorsqu’une tablette est brisée, la rallev tranche exposée présente des
groupements Al(OH)qui incorporent les ions Het lui conférent une charge positive. Cette
charge de surface positive, au niveau de la tranuie coexister avec la charge de surface
négative développée au niveau des surfaces lagrtlese trouve a l'origine de propriétés
particuliéres. Dans ce cas, il n'y aura pas unumiBZC, mais chaque type de surface aura
son PZC caractéristique propre. Pour la kaolinies, surfaces latérales sont chargées
négativement et les tranches positivement auxesibhleurs de pH. Aux pH élevés, la charge

positive sur les tranches décroit.

1.2.1.1.5. Adsorption spécifique d’'ions

Des tensioactifs ioniques peuvent s’adsorber spéeifnent sur des surfaces. Des

tensioactifs cationiques peuvent s’adsorber a ddaces chargées négativement conduisant a
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une charge de surface positive, tandis que desosiés anioniques peuvent masquer la
charge positive de surface en s’adsorbant par-detss tensioactifs jouent un réle majeur
dans la modification des charges de surface et@aséquent affectent le comportement des

particules colloidales en termes de stabilité.

I.2.1.2. Description de l'interface surface plahargée/solution électrolytique

[.2.1.2.1. La double couche électrique [2, 24-26

La présence de sites chargés a la surface d’isesohmergé au sein d’'une solution
électrolytique influence la distribution spatialesdespéces ioniques dans son voisinage. Les
forces électrostatiques dues a la charge de suafiticent les especes de charge opposée et
repoussent celles de méme charge. Le potentidt@leatique exercé par la charge de surface
varie progressivement au sein d’'une zone appeldéeukle couche ». Plusieurs modeles

successifs ont été élaborés pour décrire cettelelcobche.

[.2.1.2.1.a) Modéle a capacité constante (Helmholtz

Le concept de double couche a d’abord été inttquui Helmholtz [2], qui envisageait
un arrangement des charges en deux plans paralfélesant ainsi un « condensateur
moléculaire ». Néanmoins, I'agitation thermique gudvoque la dispersion des contre-ions

dans l'espace, est a l'origine d’'une « double ceutiffuse ».

1.2.1.2.1.b) Modéle de la couche diffuse (Gouy-Ghap)

La théorie d’une telle double couche a ensuitalét@loppée par Gouy [27] (1910) et,
indépendamment, par Chapman [28] (1913) et estumspnus le nom de modele de Gouy-
Chapman. Elle repose sur l'existence, a proximiténel surface chargée de potentigl,
d’'une couche dite diffuse dans laquelle la distidbudes contre-ions et des coions, soumis a
'agitation thermique, est régie par les interatsicélectrostatiques (attractives/répulsives)
avec la surface et les mécanismes de diffusiorali&sgradients de concentration qui tendent
a rétablir I'équilibre avec le cceur de la solutiékectrolytique. L'équation de Poisson-

Boltzmann (1.6) permet d’accéder aux profils dugniel électrique dans la couche diffuse et
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des concentrations ioniques au-dela de la surfaasgée. Le défaut majeur de ce modele est
de considérer les ions comme des charges ponausllée solvant comme un continuum
diélectrique, hypothéses non satisfaisantes suttoggju'on se trouve a proximité de la
surface chargée. Il a donc été indispensable deidé&h nouveau modele permettant de

rendre compte de la taille finie des ions.

1.2.1.2.1.c) Modéele de la double couche (Stern)

Dans ce modeéle, introduit par Stern [29] en 19%dterface solide-solution se
décompose alors en deux parties. La premiére astcanche dite compacte (Couche de
Stern), d’épaisseur d, qui contient les ions présgrune interaction forte avec la surface et
qui matérialise leur distance minimum d’approche. deuxiéeme partie de linterface est
constituée par la couche diffuse, dont les caristigues sont les mémes que dans le modele

précédent. Le plan séparant la couche compacte arithe diffuse est noté plan de Stern.

(a) x, d ' Distance depuis la surface (b) g 0‘ X d ! Distance depuis la surface
- T > o —~ —
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Figure 1 (adaptée de Masliyah et al. [2]): (a) mode de la triple couche. (b) représentation schématiie du
profil du potentiel électrigue montrant la longueur de Debye, et I'étendue de la double couche élequie.

1.2.1.2.1.d) Modéle de la triple couche (Grahame)

Le modele de la double couche a par la suitefér@gar Grahame [30] en 1947. |l
définit un plan supplémentaire (plan interne denkt#tz, PIH) dans la couche de Stern, qui

contient les ions spécifiguement adsorbés et flartient ou entierement désolvatés. Le plan
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de Stern, désormais confondu avec le plan Extegndelmoholtz (PEH) contient lui les ions
entierement solvatés et retenus par les forcesrédatiques. Un schéma du modéle de la

triple couche est représenté figure 1.a.

1.2.1.2.2. La longueur de Debye [2, 5, 24]

La longueur de Debyect) correspond & la distance entre la surface chagésan
externe de Helmholtz (PEH) et un point ou le pagdrmte surface¥q) est réduit a 1/e de sa

valeur (Figure 1.b). Son expression est donnééparquations (1.3) et (1.4)

. EEKT
NeTcz (1.3)

K= exprimée en nm, dans I'eau a 25 °C (1.4)

aveczgp . la permittivité du vide, C/(V.m)
g . la constante diélectrique du milieu
ks : la constante de Boltzmann, J/K
T : la température absolue, K
Na : le nombre d’Avogadro, mdl
e : la charge élémentaire, C
¢~ : la concentration de I'ion i au coeur de la solulectrolytique, mol/rh
z : lavalence de l'ion i
| : la force ionique de la solution électrolytiqumeol/L

L'épaisseur caractéristique de la double couchetrédee (couche compacte et diffuse) est
souvent assimilée & la longueur de Debye, bienl@jgeuche diffuse s'étende au-delawde

(3 ou 4™ [24]. Il est & noter que ce paramétre dépenduemigent des propriétés de la
solution électrolytique. Ainsi, I'équation (1.4) mive que plus la forcel =;Zi‘,cf°zf

ionique | ( ) de la suspension est élevée, plaeidble couche est comprimée.

1.2.1.2.3. Le potentiel-zéta [2, 5]

Nous avons vu précédemment que les ions présamanaffinité spécifique pour la
surface chargée sont localisés au sein de la cadeltern (Figure 1.a) et sont considérés

comme immobiles. Les ions dont les centres sonésitiu-dela du plan de Stern constituent
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eux une couche d’ions mobiles au voisinage defase, définissant ainsi la couche diffuse.
La limite interne de la partie mobile de la doubtaiche électrique, située a un ou deux
rayons ioniques de la surface, est définie selosm amsidérations hydrodynamiques et
appelée plan de cisaillement. C’est au niveau delae que la condition limite de non-
glissement du fluide est supposée s’appliquer,emgént dit que sa vitesse peut étre
considérée comme nulle. Le potentiel au plan deill@ment est appelé potentiel
électrocinétique, plus connu sous le nom de paenéita ). Bien que d’amplitudes
légerement différentes, il est d’'usage d’identifeeipotentiel de Sterri{y) au potentiekz car
I'erreur introduite par cette approximation restible [31].

Le potentiel§ (ou potentiel?y) est généralement considéré comme un bon indicdila
stabilité des suspensions colloidales. Si le pretide particules de méme signe (positif ou
négatif) est élevé, les répulsions (de double ceudont suffisamment importantes pour
eviter le rapprochement des particules, donc lgtégation [5].

Le potentiel€ ne peut étre mesuré directement, mais doit étexrdéné a partir de grandeurs
électrocinétiques telles que la mobilité électraplique via [I'utilisation de modeéles
appropriés (Henry, Huckel, Smoluchowski,...). Lesimées de mesure (Zétamétrie, CE) ont
déja été succinctement présentées (8 1.1.2.3),tqgaax modéles a adopter, ils seront

développés dans la suite de I'exposeé (8 I1.2).

1.2.1.2.4. Potentiel électrique et densité de cleailg surface [2, 5, 24]

[.2.1.2.4.a) La couche diffuse

Le potentiel électrique

Dans la couche diffuse (x > d) la relation entgbtentiel électriqu&’ et la densité

volumique de charge est donnée par I'équation de Poisson (1.5) :

Dzwz_f (1.5)

ou €&=¢& estlapermittivité diélectrique du milieu, expee en C/(V.m)
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En insérant I'expression de la densité de charges d&quation de Poisson, on obtient
I'équation de Poisson-Boltzmann (1.6) qui s’expriotanme suit dans le cas d’'un probleme a
une dimension :

dy__es ., exp(_z,ewj (1.6)
dx' T k,T

ol n= = N,c" estle nombre d’ion i au coeur de la solution ébytique, exprimée en th

Une solution de cette équation a été proposée pay (7] et Chapman [28] (1.7) dans le cas
d’'une double couche électrique plane et d’'un &dde symétrique (z : z), établissant ainsi la

loi de variation du potentiel électrique dans ladwe diffuse.

(v — zey,
w=2kBT . 1+exp(-k(x d))tanh(4kBTJ (1.7)

ze

4
1-exp(-«(x —d)) tanh(4z_lfj
Quand le potentiel de surface est faible (<< 25 naMfrement dit quand le terme d’énergie
électriqgue z® est trés petit devant le terme d’énergie thermkgie I'équation de Poisson-
Boltzmann peut étre linéarisée (approximation déy@eHlckel) et conduit & une loi de
variation du potentiel (1.8) qui suit une décrorssa exponentielle lorsqu’on s’éloigne de la
surface chargée :

Y =y, exp(-k(x-d)) (1.8)

La charge de surface

La charge totale, par unité de surface, dans lalediffuse est donnée par I'équation (1.9),

® 24k Te . (zey (1.9)
= == B h d
o, !pdx o sin (ZkBTJ

soit pour un électrolyte symétrique (z:z) de comeion ¢ dans I'eau a 25 °C

o, =-1174/csinh(1946zy,) (1.10)
exprimée en uC/cfryuand¥y est en volt et ¢ en mol/L.

Il est a noter que le signe dgest opposé au signe We (puisque z > 0)
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Quand le potentiel de surface est faible, c'estégluand I'équation de Poisson-Boltzmann

linéarisée peut étre utilisée, une expression fidplde la charge est obtenue :

g, =—&KY, (|.11)

De sorte que

/- (1.12)
2

La constante Kest appelée capacitance intégrale de la couchesdifét I'équation (1.12)
montre que dans le cas des faibles potentielsplehe diffuse se comporte comme un

condensateur plan dont les deux plans de chatggs-c4 sont distants de™.

1.2.1.2.4.b) La couche compacte

Dans la couche compacte, ou couche de Sternjdeusns sont supposés confinés sur
deux plans : le PIH, a une distangal& la surface, pour les ions partiellement oudaiant
désolvatés, spécifiquement adsorbés a la surfade,REH, a une distance d de la surface,
pour les ions totalement solvatés, retenus paiokees €électrostatiques. Dans ce modele, les
régions de I'espace comprises entre la surfaceletH (0 < x < ¥ ainsi qu’entre le PIH et le
PEH (% < x < d) peuvent étre considérées comme videshdege et traitées comme deux
condensateurs en série. La décroissance du pdtdatie chaque région est alors linéaire et

décrite par les expressions (1.13) et (1.14)

w.-y = Lgxi pour 0 <x < (1.13)

d-x
wi_wﬁ_ad(g X) pourx<x<d (1.14)

avec g, et g, les valeurs moyennes de permittivité définies dassrégion 0 < x <xet

Xj < X < d, respectivement, considérées comme caestan

L’équilibre des charges nécessite également que

o,+0 +0,=0 (1.15)

ou oy et o; représentent les densités surfaciques de charlgesusiface du solide et au PIH,

respectivement.
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1.2.1.3. Description de l'interface particule sghée chargée/solution
électrolytique [2, 5, 24]

Cette description peut se faire par analogie avVeterface surface plane
chargée/solution électrolytique.
Le calcul de la variation de potentiel au sein aleduche diffuse peut se faire en résolvant
'équation de Poisson-Boltzmann exprimée en coanden sphériques compte tenue de la
géométrie du systéme particule. La résolution diee &suation est plus complexe que dans le
cas d'une géométrie plane et doit faire intervéapproximation de Debye-Huckel, valable
pour les faibles valeurs de potentiel (<< 25 mV)nsh I'équation (1.16), décrivant la
variation du potentie¥ dans la couche diffuse, a été obtenue par résold I'équation de

Poisson-Boltzmann linéarisée.

Y =¢d(?Jexp{—K(r -a)] (1.16)

Avec Yy le potentiel au plan de Stern, et ap=al, d étant I'épaisseur de la couche de Stern et
& le rayon solide de la particule (Figure 2).

T~ ‘_
0 ! 2=|c1 B! -
R=r-{a,+d)

=r-a

Figure 2 (d'aprés R. J. Hunter [24]): la double coahe diffuse autour d’'une sphére de faible potentiel

Si on fait apparaitre dans I'’équation (1.16) laaliee R depuis le plan de Stern,

(1.17)

_ 1
w _wd KR exp(_KR)
1+—
Ka

il apparait clairement que la différence entre émrgétrie plane et la géométrie sphérique

réside dans le terme 1/ @R/xa) qui est important uniguement pour les faibleews de
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rayon de courbure. Ainsi, dans le cas limite d'ayon de courbure infini, ce terme tend vers

1 et on retrouve I'équation (1.8) associée a ladpson d’'une double couche plane.

La relation entre la densité de charge de surfade @otentiel électrique (1.18) est une

conséquence du théoreme de Gauss et est simileéteedbtenue pour une surface plane.

o, = —SKwd(l+1) (1.18)

Ka
Encore une fois, dans le cas limite «a tend vers linfini (rayon de courbure a trés gran
devant I'épaisseur de la double couef®, I'’équation (1.18) est réduite au cas d’'une stefa

plane (équation (1.12)).

La relation entre la densité de charge de surfageet le potentiel de surface donnée par
I'équation (1.18) est seulement valable pour leslés valeurs de potentiel. Une équation plus
générale, bien qu’approximative, est donnée pablaieal. [32] dans le cas d’'un électrolyte

symétrique (z : z) :

- B T[zs nh( e""d)+tanh(4i‘”13)] (1.19)

d

Par la suite, White [33] ainsi qu’Ohshima et a#i,[35] ont proposé des solutions améliorées
pour la distribution du potentiel d’'une particulphérique chargée. Ohshima a également
donné une expression analytique approchée dea@orekentre la densité de charge de surface
et le potentiel de surface pour une particule édélte sphérique dans un milieu (aqueux ou

non-aqueux) contenant comme seule autre espeagéehas contre-ions des particules [36].

I.2.2. Théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey etOverbeek) [4, 37, 38]

Afin de décrire théoriquement le processus d’agiéga nous allons rappeler
brievement la théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Veyet Overbeek) [39, 40] qui est la
plus simple pour décrire la stabilité des colloidéstte théorie considére uniquement deux
types d’interactions entre les surfaces des padescuoolloidales : I'attraction de Van der
Waals, et la répulsion entropique due a la présdaaeharges électrostatiques en surface des
particules, plus communément appelée « répulsiectréktatique ». En minimisant I'énergie
libre résultant de la somme de ces deux interagtion peut déterminer les états d’équilibre

du systeme colloidal.
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I.2.2.1. Forces électrostatiques

Lorsque deux particules de charges identiques gaphpnt, les parties diffuses des
doubles couches électriques vont se repousseretgiénpotentielle de répulsiorg\peut étre
exprimée par I'équation approchée (1.20) :

Vg = 27Eay} In[1+ e‘“DJ (1.20)

¢ . permittivité du milieu

a : rayon des particules

yq: potentiel au plan externe de Helmholtz (PEH)
K : inverse de la longueur de Debye-Huickel

D : distance entre particules

Les paramétres influencant I'énergie potentielle rdpulsion sont le potentiel au PEH
assimilable au potentié|- la permittivité ¢ du solvant (ou constante diélectrique) et la

longueur de Debye™” (donc la charge et la concentration de I'électe)ly

1.2.2.2. Forces de van der Waals

Une attraction entre les particules est ressentie aux forces de Van der Waals. Ces
forces résultent d’interactions atomiques et mdéoes de nature dipolaire. Les forces de
van der Waals regroupent l'interaction de Keesoneitation de dipbles permanents sous
l'effet d’'un champ électrique provoqué par un dgg@ermanent), I'interaction de Debye
(orientation des dip6les induits au sein d’atomesie molécules polarisables par un dipéle
permanent) et I'interaction de London (orientatots dipbles dans le voisinage d’'un dipdle
instantané provoqué par une fluctuation dans l&iligion de charges électriques). La
résultante de ces forces est une attraction earedéux particules. L'énergie potentielle

d’attraction Va correspondante s’exprime par la relation (1.21) :
Al 2a° 2a’® R* - 4a’
V,=—— + +1In .21
g es[RZ—4a2 R’ ( R? (21

A : constante de Hamaker (dépend des propriétéacttiques des particules en interaction et
du solvant) [41]

a : rayon des particules

R: distance centre a centre R = 2a + D, ou D edistance interparticulaire
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Pour de faibles distances entres particules, (Re2ax 1, I'équation (1.21) se réduit a
I'équation (1.22) :
- Aa
V,=———— .22
A 12(R-2a) (1-22)
Les forces attractives dépendent donc de la nataréa phase dispersée et du milieu de
dispersion (par la constante de Hamaker A), daile tdes particules et de la distance entre

particules.

1.2.2.3. Energie potentielle totale d’interaction

Le potentiel de DLVO prend en compte la contribatiépulsive de double couche et
la contribution attractive de van der Waals. L'étmn du potentiel d’interaction résultant est
représentée schématiquement figure 3 en fonctida distance interparticulaire D.

Lorsque deux particules éloignées se rapprochéng’ekerce d’abord une interaction
attractive, responsable de l'apparition d’'un premmeéinimum dans la courbe d’énergie
potentielle totale (minimum secondaire)\WCe dernier correspond a une faible coagulation
réversible, nommée floculation. Si la barriere éidie potentielle totale est suffisamment
basse (de I'ordre de I'énergie d’agitation therneigles particules peuvent alors atteindre la
distance d’equilibre correspondant au minimum piien@/V,). Lorsque la distance entre les
particules devient trop faible (de I'ordre du nmmje force répulsive non prédite par la théorie
DLVO apparait, qui traduit 'impossibilité pour learticules a s’'interpénétrer. Le potentiel de
sphére dure qui en résulte est a l'origine d’'ungnaantation rapide de I'énergie potentielle
totale et donc d’'une limitation de la profondeurrdimimum primaire.

La hauteur de la barriere d’énergie potentiellaleoest un parametre important dans I'étude
de la stabilité des suspensions colloidales. Poartaille donnée de particules, elle dépend
principalement des facteurs suivants [41]:

- La concentration et la charge des ions de I'édgde via la longueur de Debye

- Le potentiel électriqugq et donc la charge de surface des particules au PEH

- La nature du solvant (permittivité diélectrique milieu) via la constante de Hamaker

Ainsi, une diminution de la contribution répulside l'interaction peut étre provoquée par une
augmentation de la force ionique de I'électrolyteowe par une diminution du potentiel de
surface des particules et va entrainer une déstainh de la suspension particulaire comme
lillustre la figure 3 (profils a a e). A faible foe ionique et/ou potentiel de surface des

35



particules élevé, la répulsion électrostatigue @néide : le minimum primaire n’est pas
accessible ; la suspension est stable (profil a).fukx et a mesure que la force ionique du
milieu augmente et/ou que le potentiel de surfaee particules diminue, le minimum
secondaire de potentiel se creuse en méme tempa bagiere d’énergie potentielle diminue
(profils b a d). Tant que la barriere d’énergie gmbielle reste supérieure a I'énergie
d’agitation thermique, les particules tomberontsdEnminimum secondaire de potentiel ou
bien resteront en suspension dans la solutiorsu$pension est cinétiguement stable. Pour
une barriere d’énergie potentielle de l'ordre denérgie d’agitation thermique, une lente
coagulation des particules est observée. Enfin, eddu-di’'une certaine force ionique
(concentration critique de coagulation) la barridiénergie potentielle devient nulle et les

particules coagulent rapidement ; la suspensiomststble (profil e).

l

Energie

I
i
, I Potentiel
ggt(:ntlelltg | répulsif de Barriere d'énergie
Vm eraction v gouble couche [\“”” potentielle
T | Ve -
| A
\
\ Minimum secondaire
\ (Ws)
\ Vo
\\ Minimum primaire
\ (Wp)
\
b b3
N
- Distance D (nm)
5 0
L

Total w7
F

Potentiel attractif Diminution
de van der Waals du potentiel
Va de surface

Figure 3 (Israelachvili [42]) : représentation
de I'énergie potentielle d'interaction entre
deux particules en fonction de la distance D.

Dans certains cas, il est nécessaire de compktiebrie DLVO en tenant compte d’autres
forces : forces stériques répulsives (adsorption mHymere), forces hydrophobes
attractives,... Ces forces sont importantes cas glermettent le controle de la stabilité des

suspensions pour lesquelles il est difficile deejosur la force ionique du milieu de
dispersion.
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[.3. Electrophorése d’une particule colloidale chagée en milieu libre

Cette partie a pour but de présenter le comporieélectrophorétique en milieu libre
d'une particule sphérique, rigide, non conductrieensi que d’établir les différentes
expressions analytiques permettant de relier lailit®kelectrophorétique au potentiél-
L'accent est porté sur les domaines de validité&fopa restreints, de ces différentes

expressions.

1.3.1. Bilan des forces

Lorsqu’une particule sphérique de raygreade charge Q (Q 64na,?), en suspension
dans un fluide diélectrique pur (absence de chamged’ion), est soumise a un champ
électrique externe uniforme”Ela particule acquiert une certaine vitesse stagidn de la
force électrique £= QE". Dés lors que la particule se met en mouvemeastexierce sur elle
une force de friction hydrodynamique, de directopposée a son mouvement, donnée par la
loi de Stokes k= 6mmaglU, oun est la viscosité du fluide et U la vitesse dedatipule. En
régime stationnaire, la force de friction équilitmeforce électrique et la particule acquiert une
vitesse constante U = QfBrnay. La mobilité électrophorétique., de la particule est alors
définie comme le rapport entre la vitesse de migna€lectrophorétique et le champ
électrique appliqué [2]

g =Y _QU_ Q 1.28)
* E° F, 6ma,

Si on considere maintenant la particule en suspergans une solution électrolytique,
elle va influencer la distribution spatiale desézsms chargées au voisinage de sa surface et
induire la formation d’une double couche électrigheus avons vu précédemment que les
ions localisés au sein de la couche de Stern peééwenconsidérés comme immobiles dans le
référentiel de la particule et vont donc se déplasec elle lors de sa mise en mouvement
sous l'action d’'un champ électrique extérieur. dup alors étre admis que le plan de
cisaillement coincide avec la surface de la pdgid@], ce qui revient a considérer une
particule rigide, sphérique, non conductrice, de®mnaa (a = d + @ distance du centre de la
particule au plan de cisaillement), de charge(Q = c44rna’) et de potentiel de surface
(assimilé a¥y). Les ions localisés dans la couche diffuse, d&searr caractéristique™,

constituent eux une couche d’ions mobiles au vaggnde la surface et par conséquent vont
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affecter la particule dans son déplacement. En,eftats I'influence d'un champ électrique
extérieur, les contre-ions localisés dans la coudifuse, et déja soumis a la force
d’attraction électrostatique exercée par la padidendent a se déplacer dans le sens opposé
a celle-ci. Il en résulte alors une distorsionaldduble couche, comme l'illustre la figure 4, a
I'origine de deux forces supplémentaires s’exerganta particule [43].

Les contre-ions de la couche diffuse vont entrattears leur mouvement des molécules de
solvant. Ce mouvement global du fluide dans lactime opposée a celle de la particule est a
I'origine d’'une force de retard par friction{Fet le phénomeéne électrophorétique associé est
qualifié de retard électrophorétique.

En outre, dans le nouvel état d’équilibre qui s’étabpidement aprés I'application du champ
électrigue, le barycentre des charges apportéeepanns de la couche diffuse ne coincide
plus avec le centre de la particule. Il en rédoltalement un champ électrique (dipdle induit)
dont les effets s‘opposent a ceux du champ extérigppligué. Le phénomene
électrophorétiqgue associé a cette nouvelle forceredard (RRg) est qualifié d'effet de

relaxation.

(a) (b) e

¥ s
“d ey ot
_t _+ _____ BT
- -
= Epdarisation =
—_—

Figure 4 (d’'aprés Wiersema et al. [43]) : représemtion schématique de la double couche électrique
autour d'une particule chargée, a) symétrique au rgos et b) distordue sous I'action d'un champ
électrique extérieur.

1.3.2. Solutions des équations de transport

Différentes approches ont été adoptées pour falierobilité électrophorétique d’'une
particule a son potentiel de surface. Les prentrarsaux sur la question [44-46] ont souvent
négligé l'un voire les deux phénomeénes de ralesmient électrophorétique mentionnés
précédemment. Toutes les solutions approchées gepasns la littérature commencent par

supposer que I'amplitude du champ électrique eetérappliqué est faible devant I'amplitude
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du champ électrique qui regne au sein de la dotdlehe, de sorte que la distorsion de la

couche diffuse peut étre considérée comme faifjle [2

[.3.2.1. Le modéele de Henry

L’expression analytique (1.24) proposée par HgAB] pour décrire I'électrophorese
d'une particule sphérique, rigide, non conductrieq, suspension dans un électrolyte de
viscositén et de constante diélectriqug a été établie suivant la méthode des perturbation
Cette solution ne tient pas compte de l'effet dexaion et se limite aux cas des faibles
potentiels de surfac€ € 25 mV, approximation de Debye-Huckel), mais plape a toutes
les valeurs du produia.

_268

(1.24)
Ho =3 n { O (ka)

La fonction de Henry a) qui apparait dans I'équation (1.24) est une fiomcmonotone du
produit ka et prend des valeurs comprises entre 1 et lsguexa varie de 0 a l'infini,

respectivement [22].

Dans le cas limites okia <<1, c'est-a-dire lorsque I'épaisseur de la dmgbliche est grande
devant le rayon de courbure de la particule, lation de Henry tend vers 1 et on retrouve
I'équation de Huckel [45] (1.25) :

2&,&
- =iL( (I25)
37

Dans ce cas de figure, c’est la force de frictigdrbdynamique qui est prépondérante et qui
équilibre la force électrique s’exercant sur latipate.

Dans le cas limites owa >> 1, c'est-a-dire lorsque I'épaisseur de la oubuche devient
faible devant le rayon de courbure de la particldefponction de Henry tend vers 1,5 et on
retrouve I'équation de von Smoluchowski [44] (1.26)

&5, (1.26)

#ep
n

Dans ce cas de figure, la surface de la particelg ptre assimilée a une surface plane et le

mouvement local du fluide dans la double coucheietvanalogue a un écoulement
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électroosmotique. La force de friction qui équidibla force électrique s’exercant sur la

particule est alors principalement due au phénorderretard électrophorétique.

La représentation graphique de la fonction de Haxstydonnée en Figure 5. Henry [46]
présenta ses résultats sous la forme de deux,dérmespour les faibles valeurs da (< 5) et
I'autre pour les valeurs de élevéesX 25) et admit I'existence d’un hiatus pour les uade
de xa intermédiaires (comprises entre 5 et 25) et panéme le besoin de recourir a une
fonction d’interpolation. Pour pallier ce probléem@®hshima [47] donna une expression
approchée de la fonction de Henry (1.27), valabbeirptoutes valeurs du produia, et

induisant une erreur relative systématiquementiaiée a 1 %, comme l'illustre la figure 5.

f(ka)=1+153 (1.27) -
2(1+ J
Ka
avec : 5 _ 25 (1.28)
1+ 2exp(-ka) -

Figure 5 (Hunter [22]) : Variation de la fonction de
Henry en fonction du produit ka et superposition des
valeurs calculées a partir de I'expression approche
d’Ohshima [47].
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Overbeek [48] et Booth [49] ont été les premiersoarectement prendre en compte
I'effet de relaxation, mais leurs résultats sontités aux faibles valeurs de potentigk 25
m\/) [2]Erreur! Signet non défini. | o résplution numérique, par Wiersema et al.,[d8F équations
gouvernant I'électrophorese, dans un électrolytaibé, d’'une particule sphérique, rigide, non
conductrice, a permis de repousser les contraideespotentiel{, mais des difficultés
persistent aux valeurs detlevées (> 150 mV) (Figure 6).
Par la suite, O'Brien et White [50] ont surmontédteadifficulté et proposé une solution
numerique exacte des équations de transport, eatpldls que soiedtetka. Les figures 7.a
et 7.b résument les résultats d’O’Brien et Whitenentrent la variation résultante de mobilité
en fonction du potenti€]-(en unités réduites) pour les faibles valeursalet les valeurs de
ka élevées, respectivement.
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D’autres expressions analytiques approchées ontislépe proposées par différents auteurs
[51-55]. Deux types d’'approches ont été envisagéessistant a exprimer la mobilité
électrophorétique en fonction de puissance§ [, 49, 54] ou de puissances deal[51-
53]. En particulier, Ohshima et al. [53] ont étalie formule semi-empirique de mobilité
correcte a l'ordre k&, valable dans un électrolyte symétrique quelle spit la valeur du
potentielg, et présentant une erreur relative inférieure % Jar rapport aux résolutions
numériques exactes d’O’Brien et White (Figure 8dmur des valeurs du produia élevées
(> 10). Cette méthode a par la suite été eétendueasud’'cne particule dans une solution
électrolytique quelconque (termes eralhégligéska> 30) [55]. Dans le cas des plus faibles
valeurs du produita < 10), Ohshima [54] a également proposé une expresgiprochée de
la mobilité (1.29) dans un électrolyte symétriqae ¢). Néanmoins, dans le domaine i&a<<
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10 et > 100 mV (soitel / ks T > 4, en unité réduite) il persiste un écart sutisthavec les
résolutions numériques exactes d’O’Brien et WHtig\re 8.a).

U, = Zsszi(f( )- (ezj{fs(/(a)_,_(m ;m)f( )}J (1.29)

avec : f (ka) la fonction de Henry dont I'expression approchéarge par Ohshima a été

rappelée équation (1.27)

ka{ka + 13exp(-018ka) + 25} (1.30)
Axa+ 1,2exp(-74ka) + 48}°

f.(ka) =

9ka{ka + 52exp(-39xa) + 5.6} (1.31)

F.() = 8{ka - 155exp(-032ka) + 602}’

et m le coefficient de friction ionique, adimensionnégbnné par I'expression (1.32)

— AN (1.32)
+ 3’72262 +

ou le coefficient de friction ioniqué. (A+ pour le cation et.. pour I'anion de

I'électrolyte) est relié & la conductivité molalimite A’ suivant la relation (1.33) :

exprimé en &(S.nf 1.33
L _Nez P (S.nt) (1.33)
+ /\0t

e
2ok

Figure 8 : variation de la mobilité électrophorétique (unité réduite) d’'une particule sphérique de ragn a
en fonction du potentiel£ (unité réduite) (a) pour des valeurs du produitka < 10, en milieu KCI (m. =
0,176 et m= 0,169) (tiré d’'Ohshima [54]) et (b) pour les valars du produit ka > 10, dans un électrolyte
symeétrique (m. = m= 0,184) (tiré d’'Ohshima [53]). Les lignes pleineeprésentent les valeurs numériques
exactes obtenues par O'Brien et White [50] et lesighes en pointillés les expressions approchées
d’'Ohshima.
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I.4. Caractérisation et séparation de nanoparticuls en électrophorese
capillaire

l.4.1. Particules organiques

1.4.1.1. Particules de latex de polystyréne etemypiarticules polymeres

Les particules de latex de polystyrene (LPS) samiramment utilisées comme
colloides modeles, car leur taille et leur géomeétont bien contrélées. Elles possédent une
charge qui provient soit des initiateurs de polyigadion, soit de groupements chargés
introduits en surplus des monomeéres lors de lanpé&tisation : principalement sulfate et
carboxylate pour les particules chargées négatimemet amine pour celles chargées
positivement. Néanmoins, les propriétés électriqleesurface des particules de LPS restent
peu connues. La raison la plus probable est lautrdegré d’hydrophobie (malgré la présence
de groupements ionisables a leur surface) quienfte fortement I'adsorption des anions a la
surface des particules. Par ailleurs, les particdie LPS son parfois qualifiées de « poilues »
par les auteurs, cet adjectif caractérisant lasgirée éventuelle d’'une couche de polymere

chargée a leur surface [18].

1.4.1.1.1. Séparation et caractérisation erctrlgphoreése capillaire

Différents articles décrivent la séparation de ipales polymeres en électrophorése
capillaire de zone (CZE) : particules de latex deym@re non fonctionnalisées [56-62],
sulfatées [63-72], carboxylées [63-68, 70-72] oungms [71, 72], particules composites a
base de polyaniline [73, 74] ou encore particutgsotymeres styrene/acrylate [75].

La premiére séparation de particules de LPS fonctbsées a été deécrite par
VanOrman et Mcintire en 1989 [63]. Les auteurss@paré un mélange de six populations de
particules de polystyrene (PS) chargées négativie(Ragure 9): cing polystyrenes sulfatés
(PSS) et un polystyréne carboxylé (PSC), différguds leur taille (de 39 a 683 nm de

diamétre) et par leur charge, en nature et en ren62.18 & 6,48.18 groupements
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fonctionnels par particule), dans un électrolyteséparation ACES (acide N-[2-acétamido]-2-
aminoéthane sulfonique) 1 mM (pH 5,8). De faconlque peu surprenante, les auteurs
indiquent qu’un prétraitement du capillaire partensioactif cationique (CTABr : bromure
d’hexadécyltrimétylammonium) s’est averé nécessaifebtention des séparations décrites.
Une tres faible quantité de tensioactif resterd#toabée de facon permanente a la surface du
capillaire via des associations hydrophobes. Lareatles interactions paroi/particule serait
alors modifiée par la présence de ce tensioacsfoment les sites hydrophobes, et les
remplacant par des sites hydrophiles, a l'origifieteractions électrostatiques éventuelles.
Dans cette configuration, I'écoulement électroosquat (EOF) resterait cathodique et, en
mode de polarité normale, le temps de migrationpd@scules se révélerait étre une fonction
linéaire croissante de la taille des particulesabsence de corrélation avec la densité de
charge surfacique ou le rapport charge/masse, @iresia perte de résolution qui accompagne
une augmentation de la force ionique de I'électeolye séparation, ont conduit les auteurs
[63, 64] & conclure en faveur d'un mécanisme dearsdion par interaction différentielle (bien
gue de nature non déterminée) des particules dev&Sla paroi interne du capillaire.

001 AL

Absorbance {254 nm)

Figure 9 (VanOrman et Mcintire [63]):
U électrophérogramme montrant la séparation de
populations de particules de polystyrene dans un
M électrolyte ACES 1 mM (pH 5,8). Identification des
pics : (1) marqueur neutre ; (2) 39 nm; (3) 72 nm
(4) 132 nm; (5) 308 nm; (6) 488 nm; (7) 683
| | | [ nm de diameétre.
& 5 d 3 2
Time [min)

Par ailleurs, Ballou et al. [65, 66] ont observéégparation en CZE de particules de LPS, de

tailles (30 nm & 1,16 um de diamétre) et de densiéécharge surfaciques (1,29.406,2.10
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groupements fonctionnels par particule, sulfate catboxylate) différentes. En mode de
polarité normale, I'ordre de sortie des particidesoniques correspondait a I'ordre croissant
de leur nombre de charges [65]. Une étude des gamasndispersifs a par la suite permis de
conclure quant a l'absence d'interaction partipdedi et, par la méme, a la nature
électrophorétique des séparations [66]. L'obtentpam d’autres groupes [67, 68, 71] de
valeurs de mobilité comparables en CZE et en véléielaser a effet doppler (LDV) est
venue confirmer la nature électrophorétique desrsdpns observées sur les particules de
LPS de charge de surface négative. Fourest e6dl.dnt observé la méme évolution de la
mobilité et le principal facteur gouvernant la naigon ne serait pas le nombre de charges de
surface, mais le rapport charge/rayon particuléiuee nous pouvons interpréter comme la
limite de Huckel). Néanmoins, la représentationpgigue de la variation de la mobilité
électrophorétique expérimentale en fonction du edpgharge /rayon particulaire ne
correspond pas a une ligne droite passant pagilei Les auteurs [67] ont expliqué cet écart
a l'idéalité par I'existence de forces de retarflefede relaxation, retard électrophorétique),
d’autant plus notables que la densité de chargeudace des particules était élevée. Enfin,
Radko et al. [69] ont vérifié que les différenteshitités électrophorétiques observées pour
des particules de PSS de diamétre moyen comprnie 86 et 762 nm (densité de charge
surfacigue non corrélée a la taille) pouvaient étmeélées au produita (rapport du rayon de
la particule a & la longueur de Dehy® et vérifiaient ainsi la théorie d’Overbeek-Bo¢ds,

49] tenant compte de l'effet de relaxation.

Des mélanges de populations de particules de PSammtionnalisées (entre 20 et
1000 nm de diamétre), de densités de charge dacsuaf priori comparables, ont été étudiés
par différents auteurs [56-59, 61, 62] : jusqu’ptg®opulations de particules de PS (entre 57
et 992 nm de diametre solide) ont pu étre sépgr@eRezenom et al. [61] dans un électrolyte
de séparation TBE (Tris/borate/EDTA), pH 8.3 (figure.10d charge de ces particules
proviendrait alors de groupements fonctionnelsexidsus de la réaction de polymérisation
[56]. Des anions de la solution de dispersion oent également s’adsorber en surface et
ainsi apporter des charges supplémentaires [56]s Baus les cas les particules de charge de
surface négative sont détectées par ordre croisatdille en mode de polarité normale. Si
certains auteurs se contentent de constater I'ol@lmaigration des particules, d’autres tendent
a une meilleure compréhension des mécanismes deasép a la lumiere des expressions
analytiques de la mobilité proposées par Henry [8§uation (1.24)) ou encore O’Brien et

Hunter [58]. Il en résulte que dans le domainexdeexploré par les auteursa(> 5), les

45



résultats expérimentaux présentés dans la litt@aont en bon accord avec les modeéles qui
prédisent une augmentation de la mobilité élecwoftique des particules lorsque leur taille
augmente. L’amplitude de cette augmentation de litbbest alors modulée par la
contribution plus ou moins significative des forcksretard, en fonction des domainescde

et de potentiel: étudiés. Ainsi, lors de la caractérisation de pajons de particules de
diamétre compris entre 50 et 600 nm, Vanifatovaalet[56] ont montré que, dans les
conditions de I'étude (tampon phosphate 5 mM, pHI@)mobilité des particules tendait a
devenir indépendante de la taille pour des valélegées du produita (> 45), autrement dit

pour les valeurs de rayon particulaire les pluségs (400 et 600 nm).

20
15

10
Figure 10 (Rezenom et al. [61]):
électrophérogramme montrant la séparation

& de populations de particules de PS dans un

3
1 électrolyte TBE (pH 8,3). Détection UV a 210
| I g nm. Identification des pics: (1) marqueur
0 b .l .IH_) neutre ; (2) 57 nm; (3) 110 nm; (4) 202 nm;
(5) 356 nm; (6) 548 nm; (7) 754 nm ; (8) 992

100 200 300 400 500 nm de diamétre
Time's

Absorbance/mAL

Vanhoenacker et al. [75] ont travaillé sur des saoswns de latex copolymere
styréne/acrylate. Dans un premier temps, des peticdde méme composition chimique, mais
de tailles différentes (50 a 270 nm de diamétre) mun étre séparées dans un tampon
phosphate 5 mM, ajusté a pH 9 par ajout dammomagien que l'ordre de migration des
particules soit en accord avec les poterttielesurés en LDV, la relation entre le potentiel-
et la mobilité observée n’est pas linéaire. Ce camgment a une nouvelle fois été imputé a
l'effet de relaxation. Si des particules de mémengosition chimique, mais de tailles
différentes ont classiquement été séparées, lénfite de la chimie de surface sur la mobilité
de particules de tailles analogues a plus rarendéehtétudiée. Dans cette optique, des
particules de latex copolymére styréne/acrylate,talbe comparable (65 a 69 nm de
diameétre), mais de nature chimique variable, ectfon de la nature des monomeres acrylate
mis en jeu, ont ainsi été séparées. Les faiblésaeftés de pic observées ont été attribuées a
« I’hétérogénéité électrophorétique » qui résubtd’ldétérogénéité en taille des particules de
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'échantillon. Les auteurs [75] ont également sélila CZE pour la caractérisation de
fractions hydrosolubles de dispersions d’'urétham@ssi que pour I'étude des interactions
entre des populations de particules polymeres e dbasrylique et d’'uréthane.

L’étude de 'homogénéité chimique de particulesypwres composites a base de
polyaniline et de silice (28 & 350 nm de diamétrédgalement été menée en CZE [73]. Ces
particules ont pu étre partiellement séparéesderteur injection simultanée sous forme de
meélange. La caractérisation des particules issuanéange a permis de mettre en évidence
un déplacement systématique du pic des particulbasa de polyaniline vers le pic des
particules a base de silice (de potenfiéé plus élevé), par comparaison avec les profils
électrophorétiques obtenus pour chaque populatiestée seule. Cette observation a suggéré
aux auteurs [73] la formation d’agrégats suite alamge des deux populations de particules.
D’autres populations de particules a base de poiyandifférentes par leur taille (350 et 624
nm) et la nature du polymére stabilisant (polyviyytolidone (PVP) et
hydroxypropylcellulose (HPC), respectivement), pnt étre caractérisées par le groupe de
Bocek [74], a la fois en CZE et en MEKC. Un mélange el deux populations a ainsi pu étre
séparé en présence de micelles de SDS (SDS aW ddbs un tampon 0, 50 mM + Tris,
pH 8,5).

En outre, la CZE offre de nouvelles perspectives gaafétude de la réactivité de
surface des particules. Ainsi, VanOrman et McInfitg] ont pu étudier en CZE I'adsorption
d'un tensioactif polymére neutre (T908) a la surfaee LPS chargés négativement : une
diminution de la mobilité électrophorétique destipates (corrélée a une diminution du
potentiel{ mesuré en LDV) a ainsi été mesurée simultanémameaaugmentation de la

guantité de tensioactif présente dans I'électraligeséparation.

Si les LPS de charge négative semblent bien cais&séen CZE, I'électrophorese de
leurs analogues de charge positive dans les méamshtions est tres peu décrite [71, 72].
Ainsi, lors de I'électrophorese de LPS porteursgdaupements amine en surface (diameétre
compris entre 100 et 300 nm) [71), toutes les patpuis de particule, quelle que soit leur
taille, montrent une méme mobilité apparente negatn tampon phosphate 10 mM, pH 7,4,
tandis que leur caractérisation en LDV révele desilités positives distinctes. L'existence
d’'un mécanisme de rétention au sein des capillamesilice vierge, attribué a des interactions

paroi/particule de nature électrostatique, a aktés envisagée pour expliquer la charge
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négative apparente des particules observée en CZiflisation de capillaires modifiés
polybréne (PB) ou poly(vinyl alcohol) (PVA) a par suite permis la caractérisation et la
séparation d'un mélange de deux populations decpbas de latex fonctionnalisées en
surface par des groupements amine (500 nm et ldiateetre) [72]. Dans un tampon
phosphate 10 mM, pH 3, les meilleures efficacitépid sont obtenues en capillaire modifié
PVA (jusqu’'a 2300 plateaux théoriques ; longueuleuu capillaire : 19,5 cm). Dans les
deux types de configuration (capillaire modifié partensioactif cationique ou un polymére
neutre, respectivement), les particules de 500 rmend@metre présentent la mobilité
électrophorétique la plus élevée. Cet ordre deesagtii n'est pas discuté par les auteurs, ne
semble pas cohérent avec les prédictions des é#séaklectrocinétiques développées
précédemment. Dans ces conditions, nous pouvonsepeajue la séparation n’'est pas
contrlée par la taille, mais plutét par la dengl& charge des particules, bien que non

précisée par les auteurs.

Compte tenu de la complexité des systemes étunldéss avons procédé a une étude
systématique des données de la littérature conuetes différents parametres susceptibles
d’'influencer la mobilité des particules de LPS. fSawention contraire, les particules
considérées dans la suite de cette étude biblibgra@ présentent une charge de surface
négative, peu d’informations étant disponibles ksurcaractérisation de leurs homologues

cationiques en CZE.

1.4.1.1.2. Les effets dispersifs

Pour des particules, la variance spatiale globstld@nnée par
+ Ope (1.34)

2
paroi

0’2=0'i§|j+0'§el+0'[2,+0}2+0'k2+0'
ou les termes successifs sont respectivement lanear due a la longueur de la zone
d’injection, a la longueur de la zone de détectianla diffusion axiale, au gradient de
température, a la difféerence de conductivité eligdectrolyte de séparation et a la zone
échantillon (dispersion électrophorétique), a &naiction paroi/particule et I'hétérogénéité
électrophorétique [66, 69, 70].

Cette équation sous-entend que (i) la ligne de ardud’'une particule donnée n’est pas
perturbée par d’autres particules dans sont vaisire (i) que les répulsions électrostatiques

ou autres interactions inter-particulaires sont ligégbles. L'utilisation d’échantillons
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faiblement concentrés en particules réduit I'évelidu contribution de ces sources de

dispersion supplémentaires [70].

La contribution théorique de l'injection a I'élasgement est

g2 =lm (1.35)
"o12

avec h; la longueur de la zone d'injection (en m), supposé forme de bouchon [69, 70], et

dans I'hypothése d’'une conductivité constante elareone échantillon et I'électrolyte de

séparation.

La contribution théorique de la détection a I'élasgment est
2
o2, :% (1.36)
avec Jetla largeur de la fenétre de détection (en m) [ est moins significative que celle

de la zone d’injection et peut étre négligée dargupart des systémes.

La contribution de la diffusion axiale est donnée Ifgquation (1.37)

o2 =2pt, = 2Pk (1.37)
luappE

ou D est le coefficient de diffusion de la partesulié au rayon particulaire par la loi de
Stokes-Einstein,qtle temps de migration de la particule jusqu’awediur, ly la longueur
utile du capillaire, pppla mobilité électrophorétique de la particule dtanplitude du champ

électrique appliqué, respectivement [66, 69].

La contribution du gradient de température (effetld) peut s’exprimer comme suit :

2 k2H‘I?Rgll'lappl-d ES (|38)
T 1536Dk?

ou k, 61, R. et kr sont respectivement la conductivité de I'électimlyle coefficient de
variation thermique de la mobilité électrophorééigle rayon interne du capillaire et la
conductivité thermique de I'électrolyte de séparatiLes valeurs dér et kr sont données
dans la littératuref; = 0,02 K* et kr = 0,6 W m*K™ pour I'eau [69].

La dispersion par électromigration est un phénonpug complexe, dépendant a la

fois de la mobilité des particules et des ions’éedtrolyte de séparation, ainsi que de leur
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concentration. Néanmoins, pour estimer approxireatent la contribution induite par la

conductivité, une expression analytique simpleceatamment utilisée :

o2 :Li[A"T (1.39)
16\ k

ou Ak est la différence de conductivité entre la zomenggration et I'électrolyte de séparation
[69].

La dispersion due aux interactions avec la paropks délicate a exprimer, car elle
requiert la connaissance des constantes cinétguacrivent la dynamique d’adsorption de
des particules. Dans le cas génésgd,oiz est directement proportionnelle au proddtt ot v
est la vitesse de la zone des particules et t ngpgede migration. Le coefficient de
proportionnalité dépendant de la cinétique de témar des particules entre la phase mobile
(électrolyte de séparation) et la phase statioangiaroi interne du capillaire) [69]. En

conséguence,

aﬁaroi D Ld :uappE (I 40)

La dispersion liée a I'hétérogénéité électrophqréipeut enfin étre exprimée suivant
'équation (1.41) :
o2, :[ O ]ij (1.41)

app

ou o, est I'écart-type de la distribution des mobiliedtectives des particules de I'échantillon
[66].

Basé sur l'observation d'une efficacité de sépamatindépendante du champ
électrigue pour des particules de LPS de diameairapds entre 70 et 100 nm, dans un
systeme correctement thermostaté, Petersen et uB#i6] ont émis I'hypothése que
I’hétérogénéité électrophorétique était la sountecpale de dispersion (> 90 %), la seconde
étant I'injection (complément & 100 %). Dans déetelconditions,c?, et par conséquent
I'efficacité et la résolution sont indépendantessd€n peut donc envisager d’augmenter les
volumes de détection, le diameétre du capillair@wetlamplitude du champ électrique
appligué, de sorte a améliorer la détection, samte potable d'efficacité ou de résolution
[66]. Ceci contraste avec la CZE de petites espéu#éculaires pour Iesquellcehii]j2 et op’
apportent en général les contributions prépondésaatla variance totale, de sorte @de

diminue lorsque E augmente jusqu’a ce gefedevienne également significatif.
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D’autres auteurs sont arrivés a la méme conclusiamt attribué cette hétérogénéité
életrophorétique a I'hétérogénéité en taille, forabecharge de surface des particules d’'une
méme population [69, 70]. Ainsi, la réduction daliapersion observée par Duffy et al. [70]
en tampon borate, apres I'ajout de tensioactifsisBuggere une hétérogénéité de charge de
surface partiellement masquée par I'excés de charégatives apporté par le SDS adsorbé a
la surface des PSS et PSC.

Néanmoins, Radko et al. [69] ont montré que pows daeurs élevées de champ
électriques (500 V/cm) et la force ionique utilisgéglus élevée (5 mM), les effets thermiques
dans le capillaire peuvent également contribuefaden significative, voire prépondérante, a
la dispersion.

1.4.1.1.3. Influence des paramétres instrumextau

[.4.1. 1.3.a) Volume et mode d’injection

Peu d’études ont mis en évidence l'influence dearpatres d’injection sur la mobilité
électrophorétique des particules. Certains auf@irs67] travaillent indifferemment en mode
d’injection électrocinétique ou hydrodynamique, snda plupart choisissent le mode
hydrodynamique afin de ne discriminer aucun compioda I'échantillon sur des criteres de
taille ou de charge, influengant la mobilité [65].

En mode d’injection hydrodynamique, Vanifatova et [@6] ont fait varier les
parametres d’injection (pression et temps) et omtrdoune variation linéaire de la hauteur
des pics en fonction de la durée d’injection, pdes populations de LPS non fonctionnalisés,
de tailles différentes. Une influence de la quantittchantillon injectée sur la mobilité des

particules a également été mentionnée par Xue 9] mais sans plus d’explication.

1.4.1.1.3.b) Nature et dimensions du capillaire

L’existence d’interactions hydrophobes entre legi@aes de LPS et la paroi interne
du capillaire a été mentionnée pour la premiers fmar VanOrman et Mclintire [63, 64].

Depuis, certains auteurs [58, 62, 69, 70] on corita nécessité d'un traitement de surface
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du capillaire pour la caractérisation et la sépamatle ces particules polymeres, tandis que

d’autres travaillent indifféremment en silice viery6, 61, 65-67, 73, 75].

En ce qui concerne les dimensions du capillaireJoBa¢t al. [65] préconisent de
diminuer autant que possible le diametre du camll@aour une meilleure dissipation de
chaleur. Néanmoins, nous pouvons nuancer cet argurae faisant valoir l'intérét
d’augmenter le diameétre du capillaire dans le leulimiter les interactions paroi/particule, si
elles existent, ainsi que d’améliorer la sensibilite la détection UV. Les auteurs [65]
mentionnent également qu’une diminution de la l@wyudu capillaire joue en faveur de
I'efficacité et de la résolution pour des mélanghks particules de LPS fonctionnalisés
(carboxylate ou sulfate) de diamétre variant eBfenm et 1.16 um. A ceci, hous pouvons
ajouter gu’une diminution de la longueur du cap#aserait également favorable a une
réduction des éventuelles interactions paroi/palgjcen plus de raccourcir la durée totale de

'analyse.

1.4.1.1.3.c) Amplitude du champ électrique ayppd

Les effets d’'une variation du champ électrique igo@ sur le comportement

Yy

électrophorétique de particules de LPS ont étéiétymhr quelques auteurs [56, 65, 66, 69].

Dans des conditions de capillaire non thermostwggérature ambiante 24 °C),
Ballou et al. [65] observent une meilleure résolutdes petites particules (< 200 nm de
diametre) d'un mélange de PSS et PSC aux faiblesingade potentiel, et une augmentation
de l'efficacité ainsi qu’'une diminution du temps mégration pour les plus grosses particules
(> 200 nm de diametre) aux champs électriques las plevés. lls préconisent alors
l'utilisation d’'un gradient de potentiel pour lespsrations. De facon plus générale, les auteurs
[65] observent que la mobilité des particules dexlaaugmente en valeur absolue avec le
champ électriqgue. Une augmentation de I'effet Jaube champs électriques les plus élevés
est alors proposée a l'origine de cet effet. Urmosée explication avancée par les auteurs
implique l'effet de relaxation : aux champs élevi@sparticule qui se déplace dans le sens
opposé a la direction des contre-ions de la dotdnlehe électrique se trouverait partiellement
« déshabillée » et donc plus directement exposéehamp électrique [65]. Néanmoins, il

nous parait bon de rappeler qu’une telle polaovsata I'origine de I'effet de relaxation [43],
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est plus connue pour générer une force de retardesupplémentaire et ainsi pour réduire la
mobilité [18].

La méme étude menée en milieu thermostaté [66fmipale réduire l'influence du
champ électrique sur la mobilité : pour des PSCL@@ nm de diametre, une variation du
champ électrique de 430 a 650 V/cm induit une augatien de mobilité de 10 % en
capillaire thermostaté, a comparer a une augmentae 43 % en systéme non thermostaté.
En outre, dans le cas ou les principales sourcegispersion sont la largeur de la zone
d’injection et I'hétérogénéité électrophorétiquep le rapporiAlle /ey >°" est indépendant
de E, alors E ne devrait pas avoir d’effet sur l&f€ité et la résolution. Cette hypothése est
en accord avec les observations faites par Vanifaéb al. [56] qui montrent que I'efficacité
des séparations de LPS non fonctionnalisés (deZ®D am) n’était pas notablement affectée
par une variation du champ électrique de 330 a \B@dn, bien que celle-ci génére des
différences de valeurs de courant et de temps lysmaDans ce cas, la sélectivité, I'efficacité
et donc la résolution des séparations dépendegtuement des propriétés des particules de
I'échantillon dispersées dans I'électrolyte de séfp@an. Toute stratégie d’optimisation doit
alors tendre a augmenter la sélectivité et/ou dietie rapportyediep par des modifications

chimiques du systéme particule/électrolyte de séjwear [66].
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Figure 11 (Radko et al. [69]) : électrophérogrammemontrant la séparation d'un mélange de particulesle
LPS de rayons égaux a 139, 189, 268 et 381 nm kisfrant simultanément l'influence d’une variation du
champ électrique appliqué (de 100 a 500 V/cm) et/ale la force ionique de I'électrolyte de séparatiofde
1,4 a 22, 25 mM). Conditions expérimentales succites : (A) TBE/64 = 1,4 mM, 300 V/cm ; (B) TBE/16 =
5,6 mM, 100 V/cm; (C) TBE/16 = 5,6 mM, 300 V/cm (D) TBE/16 = 5,6 mM, 500 V/cm ; (E) TBE/4 =
22,25 mM, 300 V/cm.
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Pour Radko et al. [69], I'effet du champ électrique I'efficacité ne peut pas étre
ignoré, du moins pour ce qui concerne les plussg®garticules (PSS de 536 et 762 nm de
diametre) : l'efficacité est une fonction décroigeade I'amplitude du champ électrique
appligué, et I'effet du champ électrique se fadudant plus sentir que la taille des particules
est importante (Figure 11). Néanmoins, dans la un@jpartie des cas, les effets thermiques
induits par une augmentation de I'intensité du gha@tectrique ne suffisent pas a expliquer la

dispersion observée.

1.4.1.1.4. Influence de I'électrolyte de sépamat

.4.1.1.4.a) Le pH

Peu d’auteurs se sont réellement intéressés affeet leors de I'étude en CZE de
particules de LPS non fonctionnalisées, Vanifatasta al. [56] ont montré qu’'une
augmentation du pH de l'électrolyte de séparatien 6d a 10 était a l'origine d'une
augmentation de la mobilité électrophorétique dadiqules de I'ordre de 20%, en valeur
absolue. Pour ce qui est de l'efficacité et declactivité des séparations, elles ne suivent pas
une évolution monotone en fonction du pH et sontoetre affectées par la taille des
particules étudiées (de 50 a 600 nm de diamétre).

Par ailleurs, Jones et Ballou [65] ont observé amglioration de la résolution lors de la
séparation d’un meélange de PSS et PSC par augmoandat pH (de 6,6 a 10,7) d’'un tampon
phosphate. Néanmoins, la méme étude, menée syraineede particules donnée (un PSS de
79 nm et un PSC de 100 nm de diamétre), montre méee si I'efficacité augmente, la
résolution diminue avec une augmentation du pH.[Ebls pouvons donc conclure que, dans
le cas ou on envisage la séparation de plus de plguxlations de particules, un compromis
doit étre recherché, car le pH optimal n’est paseagairement celui qui permettra d’obtenir la

meilleure séparation pour différentes paires depaescules.

1.4.1.1.4.b) La force ionique

Différents auteurs ont mentionné que les sépamtentaille de particules de LPS

étaient affectées par la force ionique du milie, &3, 69].
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Ainsi, VanOrman et Mcintire [63] ont observé lesilleares séparations dans des
conditions de faible force ionique (inférieure anB/) et d’écoulement électroosmotique
modére, pour des PSS et PSC de diametre compris3het 683 nm.

Pour un mélange de particules de LPS non foncti@m@&sa(de 50 a 400 nm de
diametre), Vanifatova et al. [56] indiquent qu’wniggmentation de la force ionique de 2,5a5
mM permet d’améliorer la résolution. Une nouvellgmentation de la force ionique, jusqu’a
10 mM, est a l'origine d’une augmentation du terdpamigration des particules qui migrent
en mode contre-electroosmotique, sans perte déeifie de pic. Il est également a noter que
dans ces conditions de séparation, les particakeplus grosses (400 et 600 nm de diameétre)

co-migrent.

Radko et al. [69] ont pu relier les observationscpdentes en explorant une gamme
plus large de forces ioniques (de 0,3 a 4,7 mM)s képarations en taille de quatre
populations de PSS (276, 378, 536 et 762 nm dedlialnse sont avérées dépendantes de la
force ionique de I'électrolyte de séparation (tam@®E, pH 8,3) (Figure 11). Aux forces
ioniques les plus élevées (5 mM), les plus pefiasicules (276 nm de diamétres) peuvent
étre séparées des autres grace a leur différencaotidité. Une diminution de la force
ionique permet d’observer la séparation des qumipailations de particules du mélange, les
plus grosses particules étant les plus mobilesniMéms il apparait une valeur de force
ionique limite (environ 0,6 mM) en deca de laguelés deux populations de particules de
plus petite taille (276 et 378 nm) migrent quasih@&la méme vitesse, ce qui se traduit par un
recouvrement de pics. En outre, il a été obseneedgufacon générale, la mobilité des LPS
était une fonction croissante de la force ioniqReur le cas considéré de particules ayant des
potentiel éleveés, et dans I'hypothese de sphéres duresellmévolution de la mobilité peut
étre expliquée par la théorie d’Overbeek-Booth B, et visualisée figure 7.lxd > 3) dans
la zone de potentiel a la droite du maximum de ftéblUne seconde explication avancée par
les auteurs [69] implique I'éventuel caractére ke des particules de polystyrénes. Dans ce
cas, une diminution de la force ionique de I'élelgtie serait a I'origine d’'un déplacement du
plan de cisaillement dans la direction opposée sutéace, ce qui par conséquence induirait
une diminution du potenti€]- et donc de la mobilité. A ce stade du raisonnémleapparait
difficile de trancher quant & I'importance de laxtdution de chacun des deux mécanismes
proposés. Néanmoins, a force ionique fixée, leguwaat[69] proposent que la valeur du

potentiel{ des particules soit déterminée par I'expansiotade couche poilue », tandis que
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la dépendance en taille de leur mobilité seraitvgoee par la théorie d’Overbeek-Booth [48,
49]. Pour conclure, cette explication ne nous serpbk applicable. En effet, les auteurs [69]
considerent des populations de particules de wiflérente mais dont le potentiélet donc la

densité de charge varient également, et sans atorébavec la taille de ces derniéres.

Pour ce qui est de l'efficacité de la séparatidie, & révéle également influencée par
la force ionique de I'électrolyte: I'efficacité dinue lorsque la force ionique diminue. Cette
évolution s’explique bien dans des conditions adtalement du pic peut étre considéré
comme majoritairement lié a I'hétérogéneéité élgutrétique des particules. En effet, une
augmentation de I'hétérogénéité électrophorétiqieendue lors d’'une diminution de force
ionique puisque dans ce domaine l'effet de la ibistion en taille sur la distribution des
mobilités électrophorétiques s’est montré le pluenpncé. En outre, les auteurs [69]
rappellent qu’une possible expansion de la cougbailue » lors d’'une diminution de la force
ionique, pourrait d'une certaine facon contribuefh&térogénéité électrophorétique et ne
devrait donc pas étre exclue. D’'un point de vudiqua, pour toute paire de particules de
tailles différentes, il existe une force ioniquerrespondant a une séparation optimale
(meilleur compromis entre sélectivité et efficagii@ans le cas ou I'on envisage la séparation
de plus de deux populations de particules de satléférentes, un compromis doit étre
recherché, car la force ionique optimale n’estmpEessairement celle qui permettra d’obtenir
la meilleure séparation pour différentes paireceke particules [69]. Dans ces conditions, il
nous apparaitrait intéressant d’envisager un gnadie force ionique pour ce type de

séparations en taille.

1.4.1.1.4.c) La composition

Peu d'études se sont intéressées a l'influenceadmmposition de I'électrolyte de
séparation sur la mobilité électrophorétique detiquaes. Pour des LPS fonctionnalisés acide
carboxyligue ou acide phenylborique la mobilité elgp de la nature de I'électrolyte de
séparation [76] et en particulier de la nature dmtie ion (cation). Parmi les cations
métalliques mis en jeu (métaux de transition eteterares), la mobilité des particules
carboxylées est d’autant plus réduite (respectivenesir temps de migration, en mode contre
électroosmotique) que l'interaction avec le catsh forte. Ces affinités suivent I'ordre de la
série d’lrving-Williams (par exemple, Co (II) < Nil) < Cu (Il)), elle-méme a mettre en

relation avec la décroissance du rayon ioniqueiates métalliques de la série. De la méme
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facon, des interactions borate-saccharides onttp rdises en évidence, via I'étude de

mobilité des particules présentant des groupenamide phénylborique en surface.

1.4.1.1.5. CZE vs LDV : deux techniques compléames ?

Il a été mentionné précédemment I'obtention deuralele mobilité comparables en
CZE et en LDV. Néanmoins, un écart systématiquesdag valeurs de mobilité déterminées
par 'une ou l'autre des deux techniques a étéemiévidence par VanOrman et Mcintire [71]
pour une population de LPS donnée (entre 100 enBdde diamétre) : a fraction volumique
en particule et milieu de dispersion identiques, feesures en CZE sont en moyenne 10 %
plus élevées. Un écart similaire a pu étre obssavdes mobilités de LPS (300-1100 nm de
diameétre) mesurées en présence de dodécylsulfatedilem (SDS) [77]. En outre, lorsque le
diamétre des particules de latex est réduit (109 fenvaleur de mobilité absolue obtenue en
CZE est alors presque deux fois supérieure a cbtenae par LDV. La cause d’un tel écart
n'a pas été expliquée, mais provient probablemesg conditions inhérentes a chaque
technique. Les auteurs [77] ont postulé qu’une nEaAton plus prononcée de la double
couche, due aux champs électriques extérieurs, plitntle plus importante en CZE
(quelques centaines de V/cm) qu’en LDV (quelquesnV/ pourrait étre la cause de cette
augmentation de mobilité. Néanmoins, une telle Edtion induirait un effet de relaxation
[43] connu pour étre a l'origine d’'une force dearétsupplémentaire et ainsi pour réduire la
mobilité [18].

Fourest et al. [67, 68], au contraire, mentionnel®s valeurs de mobilité
électrophorétiqgue systématiqguement plus faiblesgldelles sont mesurées en CZE.
Néanmoins les valeurs obtenues en LDV et en CZEpaigissent pas comparables dans cette
étude puisque la concentration en particules gusila nature du milieu de dispersion varient
d’une technique a l'autre : les particules sonfd ¢/mL dans I'eau pour leur caractérisation
en LDV et & 16 g/mL dans I'eau pour leur caractérisation en CZEcaour électrolyte de
séparation un tampon phosphate 0,5 mM, pH 7. La falbble mobilité mesurée en CZE peut
ainsi étre liée a un effet de la force ionique (dimion du potentiel), mais également a un

effet de la concentration en particules déja mié\vedence en LDV par les auteurs [67].
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Un bilan peut finalement étre dressé concernantalentages et inconvénients
inhérents a chaque technique. Les particules sestdensibles a leur environnement, en
particulier en termes de stabilité colloidale. @epoint de vue, la LDV permet de les étudier
dans leur milieu, tandis que la CE impose le choin cglectrolyte de séparation [67, 68],
entrainant ainsi une modification des propriétéstéljues de surface des particules. Le choix
de I'électrolyte est d’autant plus délicat qu'il deit pas uniquement satisfaire aux exigences
des performances analytiques de la CE, mais égategaeantir la stabilité des particules
étudiées. En outre, des interactions avec la paterne des capillaires en silice vierge
peuvent fausser les mesures de mobilités réale@€3ZE. De son coté la CZE a I'avantage
d’étre une technique automatisée qui ne requi€dngutrés faible quantité d’échantillon a
analyser [71]. En outre, elle apporte la sélectidténe technique séparative et permet
d’accéder aux parameétres de distribution en tatlede densité de charge ainsi qu’a la
caractérisation de meélanges de populations decphbasi de tailles et de mobilités proches.
Comparativement, la LDV n’est pas ou peu séleativimtroduit, de plus, une ségrégation en
taille par son mode de détection, de sorte quatekdes grosses particules « écrase » celui
des plus petites [67, 68]. De fait, les deux teghes apparaissent comme complémentaires

I'une de l'autre.

1.4.1.1.6. Modes de détection et détection déquées individuelles

Le mode de détection le plus courant en CE estdidasice UV. Vanifatova et al.
observent [56] des spectres d’absorbance UV diitérd’'une taille de particule a une autre,
dans le cas de suspensions de LPS non fonctioésdksir une gamme de 50 a 600 nm de
diamétre, fraction volumique en particule 5°19%). Ces spectres montrent un maximum dans
le bas UV qui se déplace dans le sens des longd&andes croissantes lorsque la taille des
particules augmente. Pour des suspensions de ypestide 400 et 600 nm de diametre,
I'absorbance devient alors pratiquement indépemddetla longueur d’'onde et se caractérise
par un décalage de la ligne de base au passagmdesiles [56]. Ainsi, la sensibilité de la
détection pour une particule de taille donnée déyzede la longueur d’onde choisie. Ces
propriétés ont pu étre exploitées pour l'identifica des pics de particules de LPS de
différentes tailles [77], leur séparation ayant ébéegistrée a deux longueurs d’ondes [18].
Les limites de détection mentionnées dans la dittée sont donc fonction de la taille des
particules considérées a une longueur d’'onde domxiasi, dans le cas de particules de LPS
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détectées par absorbance UV a 225 nm, VanOrmarcletin [63] déterminent une quantité
minimum de particules détectable égale a 3,6 m#li¢l21 pg) et 2000 (367 pg) pour des
particules de 39 et 683 nm de diamétre, respecémentn outre, dans les conditions de
I'étude (tampon ACES 1mM, pH 5,8), les auteurs [§8pservent qu'un décalage de la ligne
de base lors de la détection UM< 225 nm), de particules de 1 um de diamétrenstant
ainsi une limite de détection en taille. D’'un pailet vue plus qualitatif, la caractérisation, par
Rezenom et al. [61], de populations de particule$8 de diametre compris entre 57 et 754
nm a donné lieu a des pics étroits (4-8 s) enctléteUV (A = 210 nm), tandis que le pic de
particules de 992 nm de diamétre est relativensgel(autour de 100 s) et présente un faible
rapport signal sur bruit (Figure 10). De ce fatdétecteur UV commercial utilisé n'apparait
pas assez sensible pour détecter I'absorbance let/loumiere diffusée par des particules a
I'état individuel. En outre, sa vitesse d’acquisitite serait pas assez rapide pour résoudre les

signaux générés par chaque particule individueligrgtemps de montée 0,1 s) [61].

Plus récemment, la CZE a été utilisée pour la cargetion individuelle de particules
de polystyrene, couplée a des méthodes de détestiosibles telles que la fluorescence
induite par laser (LIF) [60, 62, 70] et la diffusiae lumiére laser (LLS) [61, 62, 78].
L'intérét de cette approche consiste a s’affrandess perturbations inhérentes au voisinage
d’autres particules [2, 24], susceptibles d'altdeemouvement d’'une particule, et donc de
biaiser les mesures de mobilité réalisées dans aserde détection nécessitant un nombre

élevé de particules [70].

La technique de détection la plus courante poucaeactérisation individuelle de
particules séparées en CZE est le LIF : polystyr§r@s liposomes [79], noyaux cellulaires
[80], mitochondries [81], organites [82], plaqust{83]. Le couplage CZE-LIF a également
permis de déterminer la mobilité électrophorétigiresi que I'intensité de fluorescence de
LPS fluorescents de diameétres différents (200 nénuam) [70]. Des LPS fluorescents aussi
petits que 200 nm de diametre ont pu étre détecéssélectrophérogrammes obtenus apres
injection d’'un volume de particules en suspensiont saractérisés par la présence de
nombreux pics fins ou « spikes », chacun associ@ détection d’'un unique évenement
(Figure 12). Les électrophérogrammes obtenus apjestion d’'une particule unique,
présentent un unique « spike » dont le temps deatiog se situe dans la fenétre définie par
les multiples « spikes » correspondant a I'anatys@e suspension de particules identiques

(Figure 12). Chaque particule détectée va doncééti@igine d'un « spike » dont I'intensité
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Fluorescence Intensity (V)

de fluorescence est fonction de sa taille, et dertemps de migration caractéristique est
utilisé dans le calcul de mobilité électrophorétigune représentation en deux dimensions de
ces propriétés permet alors d’'identifier la composi d'un mélange de particules, malgré
'existence de zones de chevauchement sur la vdieliune des deux propriétés mesurées
[70]. D’'un point de vue pratique, le LIF nécessitgedes particules soient naturellement

fluorescentes ou marquées par un marqueur fluaresmequi n’est pas toujours possible.

30 Figure 12 (Duffy et al. [70]):
électrophérogrammes montrant la
| détection individuelle des particules

20 - d’'une population de PSC de 6 um
de diametre dans un tampon borate

10 mM (pH 9,3) + SDS 10 mM. En
10 - haut : injection électrocinétique (-
\ 100 V/cm) de plusieurs particules

de la suspension. En bas:
siphonage sélectif d'une unique

T ' T | particule de la suspension.
120 125 130 135 140

Migration Time (5)

La LLS est une alternative intéressante qui reptésan mode de détection plus
universel comparativement au LIF. Le couplage EC-LL&té utilisé comme méthode de
comptage dans le cadre de dosages immunologiquelsquant des particules de latex
fonctionnalisées par des anticorps [78]: les évamesnde diffusion générés par les particules
agglutinées sont distingués de ceux produits par particules individualisées, puis
comptabilisés, pour le dosage indirecte de la gled® phosphate déhydrogénase (G6PDH).
Une limite de détection de I'ordre de la zeptomgjeelques centaines de molécules) a ainsi
été atteinte. La séparation et la détection d'ufange de sept populations de particules de
polystyréne, différentes par leur taille (57 a 982 de diametre), ont également été réalisées
par Rezenom et al. [61] a I'aide d'un appareilla@ectrophorése capillaire couplé a un
détecteur a diffusion de lumiére laser. Comme etectién de fluorescence, chaque
population de particules est a l'origine d’'un éephérogramme constitué de nombreux
« spikes » situés dans une fenétre de migratiam dééinie, chaque « spike » étant le résultat
de la lumiére diffusée par une particule individeleLa fenétre de détection ainsi définie
correspond bien au temps de migration du pic dddaswee observé en détection UV=210
nm) lors de la caractérisation de la méme populadi® particules. En couplage CE-LLS, la
plus petite particule détectée par les auteurs pedgente un diamétre de 110 nm, la largeur
du pic caractéristique de la détection d’'une paleiéndividuelle n’excede pas la dizaine de

milliseconde et l'intensité de diffusion se révélee une fonction globalement croissante du
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diamétre particulaire, comme le prédit la théoeeule [84]. L’efficacité de détection définie
comme le rapport du nombre d'évenements de diffusar le nombre de particules
théoriguement injectées est comprise entre 38 &b ®h fonction de la taille des particules.
Les plus faibles efficacités sont obtenues pourples petites tailles de particules et les
concentrations en particules les plus élevées. GoranLLS n’est pas une méthode de
détection sélective, des expériences en CE-LIF eLICEont été menées en paralléle sur des
particules fluorescentes. Le nombre de particutdsatiées par chacune des deux méthodes
n'est pas significativement différent. Cette obation permet de confirmer l'origine des
evenements de diffusion observés en LLS, attribués marticules d’intérét, et élimine

I'hypothése de pics parasites liés a la présengmudssiéres ou de bulles d’air.

Le probleme de I'absence de sélectivité du détecteliffusion de la lumiere laser est
néanmoins mis en évidence par Andreyev et Arri&ég@a qui proposent un détecteur capable
d’enregistrer simultanément les événements dediiffuet de fluorescence générés par des
particules individuelles préalablement séparée€EnAinsi, lorsque les particules étudiées
sont fluorescentes (dans leur cas, des particepalystyréne de 200 nm a 1 um de
diameétre), le signal de fluorescence permet d’iflentes événements de diffusion générés
par les particules au milieu dautres évenementsdifision générés, eux, par des
contaminants. Une représentation en deux dimengienses propriétés (fluorescence vs
diffusion) permet l'identification de groupes d’'éements caractéristiques de chacune des
deux populations de particules d’'un mélange (500etrh um de diameétre), ainsi que du

contaminant [62].

[.4.1.2. Les fullerénes

Depuis la découverte du Buckminsterfullerengp)Gproduit par vaporisation de
graphite [85], de nombreuses techniques se sorla®ees pour la synthese [86, 814
purification [88, 89] et I'utilisation en sciences des matériaux [90, @ds fullerénes et de
leurs dérivés de toutes tailles. L'une des apptioat majeures des fulleréenegy@t Goainsi
gue de leurs dérivés repose sur leur utilisatiomsda domaine de la médecine en tant que
composeés biologiquement actifs [92, 93]. Puisqust#dilité des fullerénes est limitée aux
solvants non-aqueux, tels que I'hexane, le toluenke dichlorométhane, les fullerénes ne

peuvent pas étre utilisés directement a des fi@afeutiques. Dans le but d’améliorer leur
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dispersion en solutions aqueuses, trois approche®té proposées dans la littérature. La
premiére ne nécessite pas de modification chimugs fullerénes et est obtenue par leur
incorporation dans la cavité hydrophobe des lipasnmles micelles, et autres systemes
hydrosolubles [94, 95]. Une seconde approche cenaisassocier au fullerene un composé
volumineux hydrosoluble [96, 97], couramment de$ymeres ou des dendriméres [98].
Enfin, la derniére approche repose sur un greffagalent de petits groupements polaires,
hydrophiles, a la surface des fullerénes [99, 1Q@k propriétés physico-chimiques des
fullerénes et de leurs dérivés hydrophiles ongétdiées au cours des 15 derniéres années. A

ce sujet, quelques articles font référence aildatilon de la CE [101-106].

Un mélange de fullerénes {fC;q) a été séparé pour la premiére fois, ainsi que des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (PAH), @lactrochromatographie sur colonnes
capillaires (CEC) remplies par de la silice grefé@tadécyle (3 um de diamétre) [101]. En
raison de leur instabilité en milieux aqueux, deases mobiles organiques ont été utilisées a
cette occasion (acétonitrile modifié avec du chierde méthyle ou tétrahydofurane). Des
efficacités allant jusqu’a 1,6.1plateaux par métre sont rapportées pour ces sgstemCEC

en milieu non aqueux.

La premiére étude montrant I'analyse de ces méamrapasés hautement hydrophobes
(PAHs, n-alkylphénone, et fullerenes) a été publée 1995 par chromatographie
électrocinétique micellaire capillaire (MEKC) en geé@ce d’'un polymere ionique [102].
L'utilisation d’'un tampon purement aqueux (phosphatrate) pour I'analyse par MEKC de
fullerénes Go et Go n'a été décrite qu’en 2000 [103]. Le comportenéattrophorétique de
ces fullerenes, stabilisés par I'adsorption de itewsifs en surface, a ainsi été examiné.
Toutefois, linterprétation des séparations, pournuglange de £ et Go, en présence de
micelles de SDS reste complexe. Une meilleure desaace des processus d’agrégation et
d'encapsulation desgiet Go en présence de SDS semble nécessaire. Le nomlyenmo
d’agrégats par micelle ainsi que la taille desefdhes qui s’agrégent au coeur de la micelle

restent également a définir.

Tamisier-Karolak et al. [104] ont par la suite rendompte du comportement
électrophorétigue d'un dendrosC fullerénes (DF) de haute stabilité dans I'eau.
L’électrophorése en milieu libre (tampon phosphgiemM, pH 7,4) de ce DF est rendue

difficile du fait de sa mobilité voisine de 'EOFM) @aleur absolue. Une réduction de 'EOF est
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obtenue par ajout d’hydroxypropylcellulose (HPC) l'électrolyte de séparation. Les
conditions opératoires optimales en termes de itepéd d'efficace de séparation ont pu étre
définies a l'aide d'un plan d'expérience, et sofiitemues expérimentalement dans un
électrolyte phosphate (75 mM, pH 6)/méthanol (@0/8/) contenant de I'HPC a 0,075%.
Cette étude nous laisse néanmoins penser quilrgitaun intérét a poursuivre de telles
caractérisations dans un capillaire modifié, eneabs d’'EOF. Une gamme plus large de
fullerénes hydrophiles (carboxyfullerene (CF) etdtefullerene (DF)) a été étudiée par Chan
et al. [105]. Ces dérivés chargés du fullerénre @ht été caractérisés par CZE au sein de
capillaires en silice vierge ou modifiés (absen®eOdF). La résolution apparente des deux
nanoparticules s’est révélée légerement plus fablecapillaire modifié, mais la durée de
lanalyse y est réduite de moitié. Alors que laaéfion du DF en MEKC aboutit a
'observation d’'un plus grand nombre de pics, ceé sgmble révéler une plus grande
hétérogénéité de I'échantillon, le profil du CF semble pas affecté par la présence (ou
I'absence) de micelles de SDS dans I'électrolytséfmration (tétraborate de sodium 10 mM,
pH 9,2). La présence de CF et DF a été quantifées dles échantillons de sérum humain
dopés en nanoparticules par MEKC et CZE avec detebnaie détection comprises entre de
0,5a69g/mL.

Enfin, la CE a été utilisée comme méthode alternativ@ chromatographie ionique
(IC) [106] pour le contrble de la pureté d’'un édillom de Th-Gg(COOH). (fulleréne Go
fonctionnalisé en surface par 6 molécules d’aci@ddomque disposées de facon hautement
symétrique) Le Th-G¢(COOH), et ses produits de dégradation (issus d’'un dégrgldon
partielle) ont pu étre identifiés et séparés. LeCE{COOH),, en toute logique le plus
chargé, présente le temps de migration le plust@umode de polarité positive. Les auteurs
expliquent cet ordre de sortie inattendu par I'exise d’'un possible effet de relaxation, ce qui
nous apparait peu probable dans I'hypothése oédardoxylation n’agit pas sur le diamétre
des nanoparticules. Pour rendre compte des obgmryatalisées par les auteurs, la CE ne
semble pas permettre de séparer autant de picsaqrleomatographie ionique a gradient
d’élution. Bien que la CE ne soit pas en mesureemeplacer I'lC en tant que technique
préparative, des études complémentaires devraiéahmmoins étre envisagées avant de

conclure quant a 'intérét de la CE pour ce typelditillon, par rapport a I'lC.
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[.4.1.3. Les nanotubes de carbone

Les propriétés physiques et chimiques des nanotidearbone (CNTSs) présentent un
grand intérét en vue d’'applications, dans le domaes matériaux ultra Iégers ou de haute
résistance, de I'électronique a I'’échelle nanomgégi[107], des capteurs [108] ou encore du
stockage d’hydrogene [109-111]. Les méthodes decktion classiques [112-114] de ces
CNTs produisent entre 50 et 95 % de matériau pucolaplément correspondant a du
carbone amorphe, graphitique, ou a des fullerdresss CNTs ainsi obtenus peuvent varier en
longueur, diametre et structure. Comme un grandbmerdes propriétés d’intérét des CNTs
dépendent de ces parametres dimensionnels etustruxt leur purification devient un enjeu
primordial pour le développement de leur techn@dgil5]. Les méthodes électrophorétiques
ont montré un potentiel pour la caractérisatiotaepurification des CNTs. En particulier,
I'électrophorese capillaire (CE) a été utilisée ptaurséparation en taille de nanotubes de
carbone simple-parois (SWNTs) de diametres et lamgueariables, ainsi que I'élimination
du matériau amorphe [115, 116]. En présence deotrtffs (SDS), les CNTs se chargent
négativement du fait des interactions spécifiquaseda chaine alkyle des tensioactifs et la
surface des CNTs [117]. Les répulsions électrostaiqqui en résultent sont a l'origine de la

stabilité des suspensions de CNTSs.

Des SWNTs ont été dispersés par ultrasonication gdlamsolution aqueuse de SDS a
0,5 % puis séparés dans un électrolyte constitudade trizma a 50 mM, toujours en présence
de tensioactifs a 0,5 % [115]. Du SDS a des conagoims supérieures a la concentration
micellaire critique (0,24 %), avait déja été uélipour la séparation d'autres matériaux
carbonés (fullerénes) [103] en chromatographie tleinétique micellaire (MEKC).
Néanmoins, dans le cas des SWNTs, l'utilisation diifieu micellaire n'a pas le méme
intérét que dans le cadre des applications en MEKSsique. En effet, les SWNTs sont trop
larges pour s’inclure au coeur des micelles, il ésulte un systéeme monophasique

SDS/SWNTs/eau dans lequel les CNTs chargés négativesmiet en suspension stable [117].

En détection Raman [115, 116], les électrophérograsnmbservés montrent une
succession de pics tres fins (1s de largeur), dkespattribués a des fractions discretes de
CNTs [115], la finesse des pics étant principalenig® a la faible quantité de matiere

présente dans chaque fraction considérée r@-i@3). Une séparation en taille [1ES}
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confirmée par des études en microscopie a foramigte (AFM) menées sur les fractions
collectées, les tubes les plus courts présentaenies de résidence le plus court au sein du
capillaire, tandis que les tubes les plus londsspetits agrégats sont détectés le plus tard en
mode de polarité normale. Un mécanisme de séparasb proposé pour expliquer ces
observations [115]. Ainsi, sous l'influence d’'unachp électrique extérieur, les auteurs
supposent que les CNTs s’alignent suivant I'axeltamp [118] et que, dans le cas de tubes
de diameétre uniforme (1,3 nm), les différences dasité de charge linéaire ne sont pas
significatives entre tubes de longueurs différerfldssnm a 2 um). Dans ces conditions, on
s’attend a ce que les CNTs ne puissent pas étreésépa fonction de leur mobilité, ce qui
implique que d’autre forces que les forces élettoogtiques soient responsables de la
séparation. En effet, d'aprés les auteurs, le moewerBrownien et I'agitation thermique
tendent a écarter les CNTs de leur position d’'éopaililes tubes les plus courts étant les plus
sensibles a ce phénomeéne. Les oscillations résedtaperaient donc a l'origine d'une
résistance hydrodynamique au déplacement électrépipoe des CNTSs, résistance qui
augmente lorsque la longueur du tube diminue. @gpligue donc que les tubes les plus
courts soient détectés aux temps de migration ks mourts en mode contre-
électroosmotique. Dans le cas de petits agrégafsrere de faisceaux de CNTs, une densité
de charge linéaire plus importante serait atterdiudait de leur diametre plus élevé. Par
comparaison avec un tube individuel de méme longuaumobilité électrophorétique de ces
agrégats serait donc plus grande, ce qui expligdeta temps de sortie plus long [115]. Dans
un second article [116], les auteurs ont montrélgumtentiel de la CE pour les séparations
de SWNTs n’était pas limité a des differences deglenr mais pouvait également
s’appliquer a des différences de diamétre ou sedtemsverse. Dans le cas de faisceaux de
CNTs maintenus dans leur structure agrégée par ligvpylpyrrolidone) (PVP) agissant
comme un liant [116], différentes fractions sonpaées en fonction des propriétés
électrigues et éventuellement de la taille de<éaisx qui les constituent, dans un électrolyte

constitué de base Trizma a 50 mM uniquement. PaaiCGieT s dispersés et séparés dans ce
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méme électrolyte, mais en présence de micelles (R0 %) cette fois [116], les gros
faisceaux ont pu étre distingués des plus petitsnet fraction relativement pure de CNTs,
dispersés sous forme individuelle, a égalementtiguigolée. Le changement de composition
d’'une fraction de CNTs a une autre a pu étre obsauvéours de la séparation grace a une
détection Raman en temps réel car I'empreinte tidraelle des CNTs est affectée par une

variation de leur diamétre.

Des nanotubes de carbone simple-parois (SWNTs) dipanois (MWNTS) [119]
dispersés dans une solution de polymere (HPMC,086@a) a 0,025 % (g / 100 mL), en
présence de SDS, ont montré une bonne stabilité dammilieu de séparation exempt de
tensioactif, et ont ainsi pu étre séparés dandagtrélyte contenant le polymére uniquement
(Figure 14). Dans ces conditions, les auteurs gbséune amélioration de la stabilité et de la
reproductibilité du systeme ainsi qu’'une diminutiarportante du nombre des agrégats (par
comparaison aux séparations décrites en milieuliaiiees [115, 116]) qui seraient le résultat
d’'une adsorption de la HPMC a la surface des CNTsmiede de polarité normale, les
auteurs observent une augmentation du temps de deg CNTs avec un diminution globale
de leur taille et/ou volume. Bien que ces obseowatisoient cohérentes avec les ordres de
migration rapportés en référence [116], le mécamisim séparation reste peu clair et nous
apparait incompatible avec celui proposé en rééér¢hl5].L'interaction des CNTs avec du
pentachlorophenol comme molécule test [119] a medrirévéler differents comportements
entre les SWNTSs. Les différences de capacités d'ptisn observées ont été attribuées a des

différences de propriétés physico-chimiques deaserfles SWNTSs résultant de leur mode de

production. 105

Absorbunce

Figure 14 (Suarez et al. [119]) : électrophérogramm Tl
montrant la séparation d’'un mélange de SWNTs
(SWNT; (1,2-1,5 nm x 2-5 pm), SWN7T(0,7-1,2 nm X i
2-20 pm)) et MWNTs (20-50 nm x 5-20 pm) dans un '
électrolyte acétate d'ammonium 5 mM, pH 8,

contenant de la HPMC a 0,025 % (g / 100 mL). \"W
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Plus récemment, le pouvoir solubilisant des ligsigiques vis-a-vis des CNTs a été
illustré [120]. Des faisceaux de SWNTSs ont été elisps dans du tétrafluoroborate del-butyl-
3-méthylimidazolium, en présence de SDS, et anslpsé €lectrophorése capillaire dans un
électrolyte de séparation constitué d’acide forrai§0 mM, pH 2. Le processus par lequel les
SWNTs se dispersent dans le liquide ionique a éidiétpar spectroscopie Raman. Les
changements de forme et de position des bandesrapecobservés sont attribués a une
désolidarisation des faisceaux de SWNTs en interaetvec le liquide ionique. L'analyse de
deux types distincts de faisceaux commerciaux d&rigine de profils électrophorétiques

caractéristiques qui pourraient étre utilisés dam®ntrole de la pureté des SWNTSs.

Enfin, des MWNTSs ont été fonctionnalisés avec dethi®cyanate de fluorescéine
dans le but de constituer des sondes molécula@dsPs) [121]. La distribution de ces
CNTPs dans une levure a été quantitativement déiéempar électrophorese capillaire
couplée a un détecteur de fluorescence induitdgsar. La sensibilité de la détection des
CNTP est alors grandement améliorée par comparaiskabsorbance UV et la détection
Raman. La pénétration des CNTPs dans les levurgséugiée en fonction du temps et de la
température. Un coefficient de perméabilité appacaractérisant I'afflux des CNTPs dans la
levure a été calculé suggérant un mécanisme detrpoé par endocytose. Cette étude
implique que des CNTPs pourraient étre de bons wectie principes actifs.

[.4.2. Particules inorganiques

1.4.2.1. Les particules d’oxydes

En I'absence d’adsorption spécifiqgue d’ions, lesppiiés de surface des particules
d’oxyde sont principalement gouvernées, outre tareade I'oxyde, par les effets du pH et,
dans une moindre mesure, par la force ionique,aouohcentration en sel, du milieu de
dispersion [122]. En solutions aqueuses, de faces simplifiée, une particule d’oxyde
métallique peut étre considérée comme un ampholdesurface de telles particules est
chargée positivement aux faibles pH ou la réadi@d2) prédomine, et chargée négativement

a des pH plus élevés ou c’est la réaction (1.43pdieu.

K+
M-OH," = M-OH + H (1.42)
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K.
M-OH = M-O +H' (1.43)
ou K. et K sont les constantes de dissociation associéesraactions (1.42) et (1.43)

respectivement.

De fagon analogue au traitement des espéces itessan CE, la mobilité
électrophorétiqgue des particules d’oxydes métadkgpeut s’exprimer comme la somme
pondérée de deux mobilités extrémesejL, correspondant a la mobilité des particules dont
les groupements hydroxyle de surface sont entigrerseus la forme M-OF et M-O,
respectivement :

Hep = Felds + R (1.44)
ou les coefficients Fet E représentent les fractions molaires correspondaxtformes de

charge positive et négative, respectivement.

Au final, I'expression de la mobilité en fonction gH et des parametres, ju., K., K.
est donnée par I'équation (1.45)

H*iu'K*K' .45
el TN (1.45)

K, K,K_

M.,

Le point isoélectrique (pl) est la valeur de pH plaguelle le potentiel-est nul. Au
pl, aucun phénoméne électrocinétique n’est obselwéorte que I'expression analytique du
pl (= pH.ep=9 suit la relation (1.46) :

K. K
- |0g(_+7'u')

pH, ., = 5 a (1.46)

1.4.2.1.1. Séparation et caractérisation en éleghorese capillaire

La premiére tentative de séparation de colloidesgamiques a été menée par
McCormick [123] en 1991 sur des particules de &ilibes séparations en taille ont été
obtenues pour des mélanges de populations deyestide diamétre compris entre 5 et 500
nm en tampon ammoniaque pH 9, les plus grossegylasg présentant dans ces conditions
les mobilités électrophorétiques les plus élevEagife 15).
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Par ailleurs, Vanifatova et al. ont montré que labitité de particules de silice (de
diameétre compris entre 50 et 442 nm) [124] étaitedélante du pH et de la concentration en
co-ion (phosphate) de I'électrolyte de séparatitmmilieu alcalin, la mobilité des particules
augmente en valeur absolue avec le diamétre désybes, ce qui nous apparait cohérent
avec les prédictions des théories électrocinétiqaessupposant une valeur de poteritiel-
uniforme entre toutes les populations de particalesonstant. Néanmoins, en milieu acide
(pH < 6) un changement est observé dans l'ordrenidgation : les plus grosses particules
(355 et 442 nm) comigrent et deviennent moins naghgjue les particules de 50 et 100 nm de
diamétre. Les auteurs attribuent ces observatiates alifférences de propriétés de surface, et
donc de pK des groupements silanol, pour des particules paovede fournisseurs différents.
La sélectivité de la séparation d’'un mélange ddiqudes de SiQ peut étre contrblée en
jouant sur le pH et la concentration de I'électt®]yet optimisée en fonction des constituants
du mélange [124]. Pour des paires de populationpatticules de diameétres voisins, les
conditions de séparation optimum different enteefdetites et les grosses particules. Pour les
grosses particules (355 et 442 nm de diameétrélégtivité augmente avec une augmentation
du pH et une diminution de la concentration en phate de I'électrolyte de séparation. En ce
qui concerne les petites particules (50 et 100 endiedmetre), la sélectivité augmente avec
une diminution du pH et de la concentration en phate de I'électrolyte de séparation. Ces
observations ont été expliquées a partir des tbgeae Overbeek-Booth [48, 49] qui tiennent
compte du retard électrophorétique et de I'efferalaxation. Les mémes effets du pH (5 a
11) et de la force ionique (4,37 a 17,5 mM) de ebflolyte de séparation (acide
orthophosphorique/acide acétique/acide boriquetixgdie de sodium) sur la mobilité
électrophorétique de quantums dots luminescentapsatés dans une coque de silice (15 a
107 nm de diamétre) ont été mis en évidence pdl [R2&].

Dans le domaine dea exploré (1,6 a 23,3) par Pyell [125], la dépendaen taille de la

mobilité (fonction croissante de la taille des ales) a pu étre exploitée pour I'étude de la
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dispersion des profils électrophorétiques: conmaais$a valeur du potentiél-(estimée par
superposition des points expérimentaux a la reptaen des solutions numérigues exactes
des équations de transport de Wiersema et al. t3p force ionique de I'électrolyte, une
correspondance a pu étre établie entre les prdélsmobilités obtenus en CZE et les
histogrammes de distribution en taille établis eBTMvia I'expression analytique approchée
de la mobilité proposée par Ohshima et al. [54]ala pour toutes valeurs d& et des
valeurs de potentid]- inférieures a 100 mV). La corrélation de la fornde pic
électrophorétiqgue de nanoparticules colloidale didaibution en taille avait déja été montrée
sur des particules de PS [59] et d’Au [126]. Cetpproche nous permet de conclure que
I’hétérogénéité électrophorétique, déja mentionpeed’autres auteurs comme la source de
dispersion majeure du pic électrophorétique de pamicules colloidales, est due a

I'hétérogénéité en taille des particules d’'une m@mgulation.

Des 1996, Ballou et al. [122, 127, 128] ont moriréérét de la caractérisation de
particules d’oxydes métalliques (TiQAI,Os, FeOs, FgO,) en CZE, malgré les difficultés
rencontrées au préalable par Fourest et al. [6i7pwjudécrit la propension des particules de
SiO,, TiO,, Al,O3 a I'agrégation, en fonction de la nature de I'tlelgte de séparation.

Une expression analytique (1.45) [122] basée sumodéle de dissociation a deux sites a été
proposée pour décrire le comportement électroplooide ces particules en fonction du pH.
Les valeurs de pl ainsi estimées (entre 5 et gpaemontrées en bon accord avec les valeurs
de la littérature. Néanmoins, il est a noter que @mart-types importants ont été obtenus pour
les parametres.jet K., et en particulier pour les particules de 78D FeO3 (RSD (%) > 100

%). Un tel manque de précision sur la mesure, IBoad'état de charge positif des particules
d’oxyde, nous laisse imaginer I'existence d’intéi@ts paroi/particules dans des capillaires
en silice vierge.

Dans des conditions ou la charge de surface désylaes d’oxyde est négative, des solutions
de pH élevé et de faible force ionique sont présas par les auteurs, car favorables a la
stabilité et a la séparation de mélanges de pletidioxydes métalliques, différentes par leur
taille (10 nm a 1 um de diametre), leur nature afpum (TiQ,, Al,O3, F&Os, F&O,) et/ou leur
forme polymorphique yAl,O3 a,y-Al;0O3) [122]. Par symétrie, on imaginerait qu’un
électrolyte de faibles pH et force ionique soitdieable a la caractérisation des particules
d’oxyde lorsqu’elles présentent une charge de sarfmsitive. Néanmoins, aucune étude sur
le sujet n’a été rapportée dans la littérature. Détanges contenant ces mémes particules

d’'oxyde ainsi que des particules de dioxyde d'urami(UQ,) ont ainsi pu étre séparés en
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tampon carbonate (pH 10,6) ou pyrophosphate (pk2)1[,28]. L'influence du champ
électrigue, de la concentration ainsi que de lapmsition de I'électrolyte sur la qualité des
séparations a été déterminée. L'expérience monie dps particules colloidales et des
agrégats du méme oxyde comigrent, les derniers &téorigine de pics fins ou « spikes » qui
surmontent le profil électrophorétique. La reprdchilité des profils électrophorétiques
(temps de migration, géométrie, hauteur, largestreecellente, avec un écart relatif inférieur
a 1 % sur les temps de migration. Les effets liés @ature de I'anion (phosphate, borate,
carbonate), ainsi qu’'a la concentration du catewdium) de I'électrolyte de séparation ont
fait I'objet d’'une étude ultérieure plus détailléenée par le méme groupe [127]. Il est alors
apparu que les trois types d’anions testés avaesteffets significatifs sur la mobilité de
chacun des oxydes, l'anion borate conduisant as phut degré de sélectivité entre le
dioxyde de titane (Tig) et 'oxyde d’aluminium ¢,y-Al,O3). Une concentration de 3 mM en
Na" a permis dobtenir les meilleures séparations,c&ti pour chacun des systémes
électrolytigues mentionnés (tampons phosphate pdafonate pH 10.1 et borate pH 8)
[127].

Le comportement électrophorétique d’'une populatiemanoparticules deFeO3; de
diamétre nominal compris entre 20 et 30 nm a étdiét
par Vanifatova et al. [129] dans différents élelgtes de
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Pour ce qui est de I'enveloppe lisse du profil, tddntensité reste inchangée au cours du
temps, elle caractériserait la présence de pagcoblloidales, stables dans I'électrolyte de
séparation [129].

Une plus large gamme de ferrofluide a par la séiéecaractérisée en CZE [130]. La charge
de surface des particules étudiées varie en fanat® la nature de l'agent stabilisant : (i)

anionique en présence de sulfonate de ligninerifigion en taille comprise entre 50 et 200
nm de diameétre), de chaines d’alginate (70 nm deéire) ou de sulfonate de polystyréne
réticulé (70 nm de diametre), (ii) neutre en présetie dextran (60 nm de diametre), et (iii)
cationique en milieu acide (30 nm de diamétre). pesfils électrophorétiques obtenus

présentent une dispersion importante, caractéustitg I'analyse de populations de particules
colloidales, comme l'ont déja observé d’'autres wstelLa pureté des ferrofluides peut

également étre estimée a partir des électrophéroges par détection de pics

supplémentaires pouvant par exemple étre attribudsexces de stabilisant.

Compte tenu de la complexité des systemes étutldéss avons procédé a une étude
systématique des données de la littérature conuetes différents parametres susceptibles
d’'influencer la mobilité des particules d’oxydesnériaux. Sauf mention contraire, les
particules considérées dans la suite de cette dtindiegraphique présentent une charge de
surface négative, peu d’informations étant displesibsur la caractérisation de leurs

homologues cationiques en CZE.

1.4.2.1.2. Influence des parameétres instrumentaux

[.4.2.1.2.a) _Volume d’injection et fraction volunoig en
particules dans I'échantillon

Peu d’auteurs se sont réellement intéresses &tl'efi volume d’injection sur le
comportement électrophorétique de particules d’egyd’étude en CZE par Vanifatova et al.
[129] d'une population de particules geFe0O; & 10° % (v/v), a néanmoins permis de
vérifier I'existence d’une relation linéaire enteehauteur du pic et la durée de I'injection, de
5 a 25 s (respectivement de la pression d’injectida 0,2 a 0,5 psi), en mode
hydrodynamique.
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Une influence de la concentration en particulessdééchantillon sur la mobilité
électrophorétique des particules d’'oxyde (§iDiO,, Al,O3) a pu étre mesurée en LDV,
méme en présence d’un sel support indifférent tasslution de dispersion (NaCl 10 mM)
[67]. Pour une concentration en particules variamtre 4.1G et 5.10° g/mL, la dilution
implique une diminution en valeur absolue de la ititébdes particules de Schargées
négativement dans les conditions de I'étude, tagdis des particules de Ti@t AlLOs,
initialement chargées positivement dans les camditide I'étude, voient leur mobilité
diminuer jusqu'a changer de signe pour des coraténis en particules comprises entre 5.10
® et 1.10° g/ml, et 1.1 et 5.10° g/ml, respectivement (Figure 17). Bien que la reaexacte
du milieu de dispersion ne soit pas précisée, lapmtement des particules de Siflbus
apparait analogue a celui observé par les autetgsgdlune diminution du pH de la solution
de dispersion. Pour ce qui est des particules @g &t Al,O3 leur comportement vis-a-vis de
la dilution serait comparable a celui observé e augmentation du pH de I'électrolyte.
Ces observations nous permettent de penser querdpsiétés de surface des oxydes sont
modifiées par la dilution et, entre autres, quer lpoint isoélectrique dépend de la
concentration en particules. Aux concentrationsparticules les plus élevées, la mobilité

semble se stabiliser autour d’une valeur palier.

O s
«1 |
=7 |-
-3 Figure 17 (Fourest et al. [67]) : représentation
L de la variation de la mobilité de trois oxydes
-4 T——a minéraux différents (TiO,, Al,O3 et SIi0y) en
5 L fonction de la concentration en colloide (de 5
vl bl el 3 v epn 106341039/mL)
T 107 104 1073

Concentration en colleides (g/mL)

Un « effet de matrice » a également été mis eneéciel en CZE sur la mobilité de particules
d’'oxydes, selon qu’elles sont injectées seules as din mélangeafy-Al,O3, TiO; et a-

Fe03) [127]. Ainsi, des particules d’'oxyde de titanes pblus mobiles parmi les particules du
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Detector signal (mAU)

mélange, voient leur mobilité diminuer (de 1 a 10d#ns un tampon borate (pH 8), en
fonction de la concentration en contre-ion*Ndans I'électrolyte de séparation, sur une
gamme de 0,75 a 24 mM) par la présence d’'autrdgcyas dans I'échantillon, tandis que
I'effet inverse se produit pour des particules gaex d’aluminium, les moins mobiles parmi
les particules du mélange (augmentation de la nélde 5 a 63 %). Une telle variation de
mobilité est illustrée figure 18 dans le cas d'uélange de particules dgy-Al,O3 et TiO,
uniguement (aucune précision n'est alors apport@®ernant la fraction volumique en
particules dans I'échantillon)Toutefois, dans une étude ultérieure [128], les fiébi
électrophorétiques obtenues pour des particulesyd&s injectées seules ou dans un mélange
présentent une différence relative inférieure a R#ns ces conditions, la fraction volumique
en particules pour un oxyde donné est conserveaya@r €gale a 0,15 % dans les suspensions

de particules individuelles comme dans le mélange.

0.012 - : - e
| i
| i', Titanin
i
0.010 - ' .
H
i
0.008 - ) | I |
a, ¥ -Alumina )
: i '
| | |
| || i
0.006 - | Iy -
| Il | r'
Il
| . | I
= | Y (1 Tiania in mix
' I IF I'f .
[ 3
J | ﬁ I | |/
| | .
0.002 ' 'll'l A Figure 18 (Ducatte et al. [127]):
e ’ superposition des profils
LY ]\ . o :
| :f |/ électrophorétiques de population de
VoW '\ particules de a,y-Al,O; et TiO,
0.000 -| )X W e ;
e e e S et injectées seules ou en mélange. BGE :
: tampon borate pH 8.
0.0005 0.0000 -0.0005

Electrophoretic mobility (cm®/ V' s)

1.4.2.1.2.b) Amplitude du champ électrigue appliqué

Les effets d'une variation du champ électrique g sur le comportement
électrophorétique de populations de particulesyties minéraux ont été étudiés par quelques

auteurs [125, 128-130].
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Pour des particules deFe,0O; dispersées dans un électrolyte constitué ¢&Qal,67
mM et NaOH 1 mM (pH 10,8), Vanifatova et al. [126ht montré que la mobilité
électrophorétique mesurée était indépendante dglitude du champ électrique appliqué (E)
lorsque ce dernier variait entre 125 et 500 V/cenméme observation a été réalisée par Pyell
[125] sur des cceur/coquilles de silice pour deswal de champ comprise entre 100 et 700
V/cm.

L’effet du champ électrique sur la qualité des s&#ians a également été considére.
Des expériences menées sur des ferrofluides awmiemignt montré qu’'une diminution du
champ électrique de 333 a 167 V/cm pouvait étréodgine d’une amélioration de la
résolution apparente de deux populations de p&ticde nature chimique comparable
(particules magnétiques dans une résine de sufa@tpolystyrene) [130]. Une étude plus
détaillée du phénomene a été menée par PeterBaiat [128] sur des mélanges modéles de
particules d'oxydes (Ti@ FeOs FeOs y-Al 03, ao,y-Al,0s). La sélectivité est montrée
indépendante de E, en accord avec les résultatsobdégaus par le méme groupe sur des
particules de latex fonctionnalisées [66]. Lescaifités sont mesurées constantes entre 200 et
300 V/cm mais diminuent d’environ 40 % lorsque famp électrique appliqué augmente de
300 a 500 V/cm, de méme que les mobilités appaentgmentent d’environ 3 % lorsque le
champ électrique appliqué augmente de 200 a 50®.\MZette tendance suggére aux auteurs
une mauvaise dissipation de chaleur liee a I'eltaile. La grande perte d’efficacité étant
alors expliquée par une contribution devenue sicatif’e du terme diffusif dans I'expression

de la dispersion.

1.4.2.1.3. Influence de I'électrolyte de séparation

l.4.2.1.3.a) Le pH

La caractérisation en CZE de particules de ,Tdans un électrolyte indifférent
(NaNGs), non tamponné, de force ionique constante (5 relMjle pH variable (3 a 12) a
permis aux auteurs de montrer une meilleure digpedes particules dans un électrolyte de
pH élevé [122]. Cette observation nous semble @rttéravec une meilleure dissociation des
groupements hydroxyle a la surface de I'oxyde. tafilpélectrophorétique résultant est alors
lisse et intense. Les particules caractérisées desm&lectrolytes de pH plus faible, voisin de

75



leur pl, atteignent leur limite de stabilité (dumtade vue des répulsions électrostatiques). Les
profils électrophorétiques résultant sont relatieatrpeu intenses et recouverts de nombreux
« spikes » attribués a la formation d’agrégats HA9y un mélange de populations de 7&d
v-Al,03, caractérisées comme stables lors de leurs iofectéparées, est a I'origine d’un pic
unique surmonté de nombreux « spikes » qui suggarenagrégation. Une augmentation du
pH de I'électrolyte de 9 a 12, qui génére une audati®n de la charge de surface et donc des
répulsions électrostatiques, permet d’amélioreséparation d’'un tel mélange : obtention de

profils lisses avec un quasi-retour a la ligne deebentre les pics [122].

Considérons maintenant I'effet du pH sur le comgrognt électrophorétique des
particules d’'oxydes. Dans le cas de particulesilt scaractérisées dans un électrolyte de
séparation a base de phosphate (2,5 a 10 mM), atand et al. [124] on montré que la
mobilité des particules augmentait en valeur ales@lvec le pH (sur une gamme de 5,3 a
11,5), ce qui semble cohérent avec une plus grdisgeciation des groupements silanol de
surface aux pH élevés. La mobilité des coeur/coguiliesilice étudiés par Pyell [125] suit la
méme évolution en fonction du pH. Pour les failgkls(compris entre 4 et 6), la présence de
« spikes » sur les électrophérogrammes suggeragtédation. Une augmentation du pH de
6 a 9 s'accompagne d'une augmentation de la mébilgqu’a atteindre une valeur plateau
pour des pH> 9.

La caractérisation de ferrofluides dits anioniquagjonique ou neutre en fonction de la charge
de surface des particules magnétiques qui les itoerst a également permis de mettre en
évidence un effet du pH sur la mobilité de ces idees [130]. Pour les particules anioniques
et quasi-neutres, une Iégere augmentation de lalithplen valeur absolue, a été observée
lorsque le pH augmente de 5 a 12 dans un tampaospphte (1 ou 10 mM). Par contre, une
diminution notable de la mobilité des particulefaraques est observée lorsque le pH passe
de 2 a 4. Cette diminution est liée a l'origineldecharge de surface positive des particules
d’oxyde de fer, attribuée, d’aprés les auteurs&adsbrption des ions 4. Cette étude ayant
été menée en capillaire en silice vierge, danslecrtrélyte constitué de citrate de sodium 10
mM, nous pouvons néanmoins nous interroger qudidab&ence de remarque concernant

d’éventuelles interactions paroi/particules et/ttate/particules.
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1.4.2.1.3.b) La force ionique |

La caractérisation en CZE de particules ydal,0s, a,y-Al;03 et TiO, dans un
électrolyte indifférent (NaNg) de pH constant (pH 11) et de force ionique vaeidh a 10
mM) a permis de montrer que les particules étagengéenéral les mieux dispersées et les
mieux séparées dans un électrolyte de faible favo@mue [122]. Ces observations sont
cohérentes avec une moindre compression de la@oabthe électrique et donc une moindre
propension des particules a I'agrégation aux failitgces ioniques. En contre-partie, une
diminution de la force ionique peut étre a l'origim’'une augmentation de I'écoulement
électroosmotique dans des capillaires en silicageiece qui peut au final nuire a la résolution
apparente (du point de vue du rappQut/pap ) [122].

Considérons maintenant I'influence de la conceioimades espéces de I'électrolyte sur

le comportement électrophorétique des particulesydies.

Classiquement, la théorie prédit gu’'une augmemad® la concentration en contre-ions dans
un systeme colloidal induit la diminution du poteht et donc de la mobilité
électrophorétique des particules en suspensionBatesence d’adsorption spécifique [127].
Une telle théorie a pu étre vérifiee en LDV dansds de particules de SIOTO, et ALO3
analysées en milieu NaCl (1 mM a 100 mM) a diffésgrH (2 a 10). Ainsi en milieu acide
et/ou faiblement basique, la mobilité absolue de particules se révele étre une fonction
décroissante de la force ionique [67].

En pratique, l'effet de la concentration en contnesi (ions sodium) de I'électrolyte sur la
mobilité électrophorétique de particulesyd@l,0s, a,y-Al,0s, TiO, et a-Fe0O3 a été étudié

en CZE, dans des tampons phosphate, carbonateage hp27]. En vue de comparaison, la
concentration en Naest controlée et varie de 0,375 mM a 24 mM daaswh des systémes
électrolytigues. La concentration en anion de €&ldyte varie, elle, en fonction de la
concentration en ions Nasuivant la stoechiométrie du systéme. En tampospttate (Figure
19.A), la valeur absolue de la mobilité électroghioue de chaque oxyde augmente de facon
générale avec la concentration en ions.N2es résultats sont en contradiction avec les
attentes théoriques rappelées ci-dessus et sugggugnauteurs I'existence d’interactions
significatives entre les anions phosphate de ltédgde et la surface des particules d’oxyde,
ainsi que le role dominant de I'anion (par rapgark contre-ions N2 sur le controle de la

mobilité des oxydes dans cette gamme de concentrati
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Figure 19 (Ducatte et al. [127]) : représentation el la variation de la mobilité de quatre oxydes mimaux
différents (a,y-Al,Os, TiO, et a-Fe,03) en fonction de la concentration en ions sodium (875 a 24 mM)
dans des électrolytes de séparation a base de phioste (A), carbonate (B) et borate (C).

Il est a noter que cette tendance semble s’attémueroncentrations en sel les plus élevées,
ce qui correspondrait & une saturation de la seirdi®s particules d’oxyde par les anions. En
tampons carbonate (Figure 19.B), une augmentatda doncentration en ions Nde 0,375

a 1,5 mM est a l'origine d’'une augmentation en wakgbsolue de la mobilité des particules
d’'oxyde, a I'exception de 'hnématite. Entre 1,5 an®, il suit une Iégére décroissance de la
mobilité, ce qui suggére aux auteurs le role dontinas contre-ions Nalans le contréle de

la mobilité pour tous les oxydes. Enfin, en tampaorate (Figure 19.C), pour une
concentration en Nainférieure a 1,5 mM, la mobilité des différentespplations de
particules d’oxydes ne suit aucune tendance génédanmoins, une augmentation de la
concentration en Nade 1,5 & 24 mM est a l'origine d’une augmentatigmérale de la

mobilité de tous les oxydes, en valeur absoluegyids atteindre une valeur plateau aux

78



concentrations les plus élevées. Quel que soityltemsie électrolytique envisagé, une
concentration de 3 mM en ions Naffre le meilleur compromis entre résolution, edlae pic

et temps d’analyse, pour la séparation d’'un mélatge,y-Al,Os, TiO, et a-F&0Os;. Des
concentrations plus faibles en Nsont a I'origine de pics plus fins, mais d’unetpede la
sélectivité entre les particules dg-Al,Os, TiO,, tandis que des concentrations plus élevées
sont a l'origine de pics plus larges, parfois suntée de « spikes » et présentant des temps de
migration élevés, sans gain significatif de sélétgti Dans tous les cas, un mélange de
particules de Ti@ et a-FeO3; n'est pas résolu, tandis que le résultat d’analys&parées

laissait espérer un certain degré de résolutidampon phosphate [127].
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Figure 20 (Vanifatova et al. [124]) : représentatin de la variation de la mobilité de populations de
particules de silice en fonction de la concentratio en ions phosphate dans I'électrolyte de séparatica
différents pH. Identification des tracés (@ s nm: (&) 100 [m: (*) 155 nm; :."I 42 nm; :-'l EOF,

Les effets de la concentration en co-ions (ionssphate) de I'électrolyte de
séparation ont également été étudiés sur la sépadd particules de silice (de 50 a 442 nm
de diametre) par Vanifatova et al. [124] (Figurg.2M®rsque la concentration en phosphate
(de 2,5 a 10 mM) dans I'électrolyte de séparatiognaente, une diminution en valeur absolue
de la mobilité électrophorétique a été observéendieu faiblement acide (pH 6,5), tandis
gu’en milieux alcalins (pH 9 et 11, 5) c’est I'éutibn inverse qui se produit, 'augmentation
de mobilité, en valeur absolue, étant d’autant phitsble que la taille des particules est petite
et le pH de I'électrolyte élevé. Les auteurs [1Bjtent d’analyser ces observations a la
lumiere des théories d’Overbeek-Booth [48, 49] tipmnent compte de I'effet de relaxation

(effet d’autant plus notable que le potengjele la particule est élevé, ce qui est cohérent ave
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une augmentation du pH, et qui peut conduire askolation d’'une mobilité croissante avec
la force ionique). Nous pouvons remarquer que @gdpeoche n’est valable qu’en I'absence
d’interaction spécifique entre les ions phosphatd’@ectrolyte et la surface des particules.
Cette hypothése est considérée comme veérifiee @maralteurs qui s’appuient sur la
décroissance monotone, conjointe, de la mobilg#étBdosmotique observée en réponse a une
augmentation de la concentration en ions phospleateeci quel que soit le pH envisagé
(Figure 20). Il nous apparait néanmoins nécessaineuancer cette affirmation. En effet, ces
observations ne permettent pas de conclure a halbs@'interaction entre les ions phosphate
de I'électrolyte et la paroi en silice vierge dypitlaire, mais seulement d’envisager que ces
interactions, si elles existent, ne présentenupasffet dominant sur la mobilité des particules
d’oxyde.

Pour des particules deFeO3; [129], une variation de la concentration en iofigate de
I'électrolyte de séparation (entre 0,5 et 2,0 mti®,pH et force ionique constants (7,1 et 12

mM, respectivement), s’est révélée sans influencéasmobilité électrophorétique calculée.
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Figure 21 (McCormick [123]) : électrophérogrammes rontrant la séparation en taille d'un mélange de
populations de particules de Si@dans un tamponNHOH + NH,CI, pH 9 de force ionique croissante. (A)
NH4,OH 0,5 mM + NH,CI 0,93 mM ; (B) NH,OH 5 mM + NH,CI 9,3 mM ; (C) NH,OH 10 mM + NH,CI
18,6 mM.

Enfin, I'effet de la concentration de I'électrolyseir la qualité des séparations a été
envisagé par certains auteurs.
La séparation partielle de 5 populations de pddgcule silice de diamétre moyen compris
entre 5 et 250 nm a pu étre observée par McCorfhRE], sur une durée de 20 min, dans un
électrolyte de séparation constitué d’hydroxydendieonium 2,5 mM et de chlorure
d’ammonium 4,65 mM (pH 9). Des concentrations pilesvées du méme électrolyte ont
permis d’améliorer la résolution des plus petitagipules (5 a 44 nm de diamétre), mais en

contre partie, les temps de migration observeés lesyslus grosses particules (94 a 500 nm de
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diameétre) sont excessivement longs (Figure 21krsement, les plus grosses particules sont
mieux résolues aux tres faibles forces ioniques,OH#H0,5 mM + NHCI 0,93 mM, pH 9),
mais dans ces conditions ce sont les plus petgEples qui comigrent.

Dans une étude par le groupe de Baid8], I'effet de la concentration de I'électrolygar la
gualité de séparations a été étudié sur deux medaag trois particules d’oxyde en tampons
carbonate et pyrophosphate. Les mobilités électnajpigjues calculées ne montrent pas de
variation significative avec la concentration déldctrolyte, ce qui est cohérent avec les
premieres observations réalisées par les aute@® En tampons phosphate, carbonate et
borate sur les mémes patrticules, et suggere ueeation des anions de I'électrolyte avec la
surface des particules d’oxyde. La mobilité élemsraotique, quant a elle, décroit lorsque la
concentration du tampon augmente, ce qui est @ihar de 'augmentation de sélectivité
apparente observée (jusqu’a 64 % pour les deuxeotrations extrémes). En tampon
pyrophosphate, pour un mélange de particuleg-Ab0;, TiO, et a-Fe0s, I'efficacité est
montrée indépendante de la concentration en élggtrgnombre de plateaux théoriques
compris entre 300 et 4000) de sorte que la medleésolution est obtenue a la concentration
la plus élevée du tampon (pyrophosphate 4,38 mMVa+IN, 5 mM). En tampon carbonate,
pour un meélange de particules d@dg-Al,O3, TiO, et a-Fe0s, I'efficacité décroit lorsque la
concentration en électrolyte augmente dans une nmdslle qu’elle fait plus qu'annuler le
gain en sélectivité : la meilleure résolution estenue a la concentration la plus faible du
tampon (carbonate 1,09 mM + 4,38 mM) [128].

Si aucun mélange n’a été séparé par Pyell [12&)alyse des électrophérogrammes, obtenus
a partir de chacune des trois populations de compuilte de silice de diamétre compris entre
15 et 107 nm, permet de définir une résolution egia qui augmente avec la force ionique
dans un tampon Britton Robinson de pH 9 (I varialde!,37 a 17,5 mM).

Pour conclure, nous pouvons expliquer ces obsenataux vues du tracé des résolutions
numériques exactes des équations de transportgdBisenté en figure 6. En effet, dans cette
gamme dea (> 5) et pour des particules de poteriélevé (> 25 mV), une diminution de la
force ionique du milieu (i.e. de) conduit a tomber dans un « puit de mobilité »,qoe
implique une faible dispersion électrophorétique. (une efficacité de pic élevée), mais
également une faible sélectivité pour les plusteeiparticules (i.e. les plus faibles valeurs du
produitka, ak fixé) parmi des populations de tailles différengesle potentiel-zéta uniforme.
Par analogie, une augmentation de la de la fontigue du milieu (i.e. d&) conduit & « un
palier de mobilité », ce qui implique une faiblesgkrsion électrophorétique (i.e. une

efficacité de pic élevée), mais également unedaslectivité pour les plus grosses particules
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(i.e. les plus grandes valeurs du prodkat ax fix€) parmi des populations de tailles

différentes et de potentiel-zéta uniforme.

[.4.2.1.3.c) La composition

Peu d'auteurs se sont réellement intéressés oaetl'efé la nature des ions de

I'électrolyte, et plus particulierement du co-iosur la mobilité électrophorétique de
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Figure 22 (Ducatte et al. [127]) : représentation &l la variation de la mobilité de quatre oxydes mimaux
différents ((A) a,y-Al,03; (B) y-Al.O3; (C) TiO, et (D) a-Fe;03) en fonction de la nature et de la

concentration du co-ion de I'électrolyte de séparain (0,375 a 24 mM).

L’influence de la nature du co-ion (dans notre dad’anion) dey-Al,Os, a,y-Al,0s, TiO; et

a-Fe03 a été étudiée dans des conditions de pH ( erdtel 8) telles que la charge de surface

des oxydes considérés soit négative [127]. A canagon en contre-ion égale, les auteurs

[127] postulent que cette charge de surface sewatatit plus négative, et par conséquent la

mobilité des particules, que l'interaction avecspece anionique sera importante. Ainsi, les

anions phosphate dont l'affinité pour les surfadésxyde est déja bien connue [131],

montreraient le plus grand degré d’interaction aescoxydes d’aluminium (Figures 22.A et
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22.B). Pour les particules de TiQ'interaction semble la plus forte avec les imasbonate
pour des concentrations en espéce anionique gllagti'a 1 mM. Pour des concentrations
supérieures a 2 mM, ce sont a nouveau les ionspphhtes qui semblent le plus affecter la
mobilité des particules (Figure 22.C). En ce quicswmne I’hématite, aucun anion ne semble
affecter la charge de l'oxyde plus qu’'un autre (Fgg22.D). Néanmoins, nous pouvons
remarquer que pour une concentration donnée erces@gionique, la concentration en
contre-ion N& n’est pas maintenue constante: concentrationiglesmen tampons phosphate
et carbonate, mais systématiquement inférieurampan borate du fait de la stoechiométrie.
La variation simultanée de ce dernier parametrd d#licate la comparaison entre les trois
systemes étudiés. Des trois systemes, le plusdegué de sélectivité entre particulesogie
Al,O3 et de TiQ est obtenu en tampon borate (différence de mélsiitre les deux espéces
de 60 % contre 36 % en tampon carbonate et 24 %arepon phosphate, [Rla= 3 mM).
Dans une étude ultérieure [128], le méme groupepapenla sélectivité apportée par des
tampons carbonate et pyrophosphate et confirméétéh qu’il peut y avoir a utiliser la
composition du tampon comme parametre pour améli@separation de particules d’oxydes

donnés.

1.4.2.1.4. CZE vs LVD : deux techniques compléameist ?

Une comparaison des mobilités électrophorétigbésnaes en CZE et en LDV lors de
I'étude des ferrofluides anioniques (particules n&igjues dans une résine de sulfonate de
polystyrene) a été menée dans une solution coéstitie phosphate 10 mM et dont le pH
variable entre 5,5 et 11,2. Dans tous les casalieuy absolue de la mobilité observée en CZE
est supérieure a celle obtenue en LDV (écart fédafilus prononcé aux pH les plus élevés ou
il atteint jusqu’a 71 %). Néanmoins, la raison @¢ @cart n'est pas discutée. Nous pouvons
remarquer que, étonnement, la mobilité mesurée @Y Evolue peu en fonction du pH,
tandis que la mobilité mesurée en CZE augmenterfaht. Ceci explique I'importance des

écarts observés aux pH les plus élevés.

1.4.2.2. Les particules métalliques

Les propriétés physico-chimiques des particulesaliigiies de taille nanométrique

présentent un grand intérét en vue d’'applicatiatergielles dans le domaine de la physique,
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de la chimie et de la biologie [132]. Au cours desnieres années, de nombreuses méthodes
ont été mises au point pour la synthése de nanoplad d'or et d'argent (Au NPs et Ag NPs,
respectivement), I'un des principaux objectifs étarfabrication de NPs métalliques pour des
applications en détection [133]. Par exemple, lalmoaison de la diffusion Raman exaltée de
surface (SERS) avec des NPs meétalliques permet desures hautement sensibles,
permettant d’envisager la détection d’'une moléauigue. Bien que les Au NPs aient été
largement utilisées comme marqueur biologiquesragson de leur distribution en taille
facilement contrélable, de leur stabilité dansdmps, et de leur biocompatibilité avec des
anticorps et/ou antigenes [134], et de I'ADN etled’ARN [135], leur facteur d’exaltation est
inférieur a celui de Ag NPs [136, 137]. Pour cetson, de nombreuses tentatives de
préparation de coeur/coquilles Au/Ag NPs par dég@igient sur des Au NPs préformées ont
été menées de sorte a obtenir des NPs possédamtoljénéité en taille des Au PNs mais
présentant des facteurs d’exaltation plus éleva8,[139]. Puisque les dimensions des NPs
affectent leurs propriétés physico-chimiques [14@ur caractérisation en taille fait
actuellement I'objet d’une grande attention. Réceminquelques études ont montré l'intérét
d’utiliser la CE pour la caractérisation et la s@pan de NPs métalliques. Dans les différents
cas de figures qui seront présentés, la chargpakisules métalliques provient de la forte
adsorption d’ions a leur surface. Les Au NPs sontent synthétisées a partir de solutions de
sel d’or en présence d’ions citrate, et sont dagativement chargées du fait de I'adsorption
de ces ions a leur surface [141]. Néanmoins, lasidactifs sont également connus pour
s’associer aux particules, et ainsi former une beuarotectrice stabilisante de charge positive

[142] ou négative [143] en fonction de la naturgehsioactif considéré.

Les premiéres caractérisations d’Au NPs ont étésess en CZE [144) dans un
tampon acide acétique/acétate de sodium pH 5, rde fonique variable entre 0,3 et 6 mM.
Une diminution de la force ionique du milieu s’esbntrée a I'origine d’'une décroissance de
la mobilité électrophorétique des Au NPs, avec amglitude de décroissance d’autant plus
importante que la taille des particules était petlt’explication proposée par les auteurs
s’appuie sur une diminution de la fonction de Heswgc une diminution de la force ionique,
mais elle ne tient pas compte de la variation dgiaméle du potenti€]-qui pourrait avoir un
effet antagoniste. Bien que la nature exacte ahdage des particules ne soit pas précisée, il
nous est permis de penser qu’elle provient de dgaton spécifiqgue des anions présents dans
le milieu de dispersion et/ou dans le milieu deaséon des particules. Dans ce cas,

I'évolution de mobilité observée par les auteurdaction de la force ionique pourrait étre
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corrélée a un équilibre d’adsorption/désorptior derions a leur surface. La variation de la
mobilité en fonction de la taille des Au NPs semhbieins évidente pour les auteurs.
Expérimentalement, aucune évolution monotone dedhilité n’a été observée en fonction
de la taille des particules : si la mobilité creitec des valeurs croissantes du rayon
particulaire (a) aux plus faibles forces ioniqugsO(6mM), cette tendance s’'inverse a des
forces ioniques plus élevées BmM). Dans le cadre du modéle de Henry utilisé Ipar
auteurs, a une force ionique donnée, i.e. a valew constante, et dans I'hypothése d’'un
potentiel§ uniforme, la mobilité électrophorétique des paites devrait augmenter avec leur
rayon, puisque la fonction de Henrwd est alors une fonction croissante de a. Pour
expliquer I'écart entre les valeurs de mobilitéssorées et les attentes théoriques, les auteurs
avancent deux points : (i) I'existence d’'un poteki différent en fonction de la taille des
particules, (ii) I'existence de propriétés condigets non négligeables des AuNPs. En fait,
compte tenu des valeurs de mobilité présentéetepauteurs, il nous est permis de penser
que le potentiet: des particules est trop élevé pour pouvoir juestifilu comportement
électrophorétique des particules par le modéle ey Ainsi, dans les domaines (0,15

a 1,87) et de potentiél{> 25 mV) explorés au cours de cette étude, nouwgns émettre
I'hypothese d’un effet de relaxation, non négligeabxpliquant I'évolution non monotone de
la mobilité observée par les auteurs, en fonctien la taille des particules étudiées.
Néanmoins, dans l'objectif de séparations, un mitie force ionique élevée (6 mM), bien
gue ne satisfaisant pas aux attentes théoriqueautesrs quant a la variation de mobilité, a
permis une caractérisation en taille de particdeesgliamétre compris entre 5,2 et 14,6 nm qui
n'est pas atteinte aux plus faibles forces ioniquea effet, quand | diminue, une
superposition plus large des mobilités est obseiéans les conditions de la séparation (I = 6
mM), les auteurs ont pu mettre en évidence une riligmee linéaire de la mobilité des
particules en fonction de‘anéanmoins aucune résolution d’'un mélange de ptpob de

particules de tailles différentes n’a été présentée

Peu d’études existent sur la séparation et lactarsation d’Au NPs par CZE, la
plupart ayant été menées en présence de micelles, Ane séparation en fonction de la taille
est proposée par Hwang et al. [57] pour un mélaegageux populations de Au NPs de 5 et 20
nm de diamétre dans une solution de Tris 50 mM, &4 Jempleton et al. [145] ont quant a
eux caractérisé par CZE des nanoclusters d'or gistpar une monocouche de Tiopronine
fonctionnalisée ou non par du viologene, dans enctetdlyte borate de sodium 20 mM, pH

9,3. Les auteurs ont observé le changement de dgngobilité (de négatif a positif) inhérent
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a la fonctionnalisation par le viologene. Les geoéilectrophorétiques observés sont larges et
peuvent étre vus comme I'enveloppe partiellemesuluies de pics qui se chevauchent. Cette
dispersion est interprétée comme le reflet de dtugjénéité des deux populations de

nanoclusters d’or : dispersion en taille des cadlmscombinée a la dispersion en nombre des

ligands de surface.

En 1998, des Au NPs ont pour la premiére fois &pedsées et séparées dans un
électrolyte contenant des tensioactifs cationigaesine concentration supérieure a la
concentration micellaire critique [142]. Dans lemditions optimales de séparations (TTAB :
bromure de tétradécyltriméthylammonium 7,5 mM aiétrrate 12,5 mM, pH 9) des particules
de 29,6 et 11,9 nm de diamétre ont été sépardagédolution en taille a pu étre estimée (a
partir de la largeur du pic mesurée a la basenen4le différence de diametre moyen. Des
particules d’or, stabilisées par adsorption d'umsteactif cationique a leur surface, montrent
une mobilité négative lors de leur caractérisapan MEKC dans un électrolyte SDS 70 mM
+ CAPS 10 mM pH 10. Les auteurs [146] postulentsal@xistence d’interactions entre les
particules et le SDS bien que le mécanisme exasbitgas connu. Des résultats analogues
ont été décrits par Liu et al. [143] dans le ca8udNPs stabilisées par adsorption de
tensioactifs anioniques cette fois. Ainsi, des s#fgans en taille, impossibles en CZE, ont pu
étre observées en MEKC par les auteurs. Dans leliticors de séparation optimales (SDS 70
mM dans un tampon CAPS 10 mM, pH 10) un mélangdeds populations de Au NPs de
5,3 et 19 nm de diamétre a pu étre séparé avereaakition en taille estimée a 5 nm (Figure
23). A des concentrations élevées en tensioadiitrement dit lorsque la surface des
particules est entierement occupée par le SD&usirs postulent une relation linéaire entre
la mobilité et la taille des particules. Cette tiela a pu étre vérifiée expérimentalement pour
des Au NPs de diametre compris entre 5,3 et 38 lem,plus grosses particules étant
caractérisées par des valeurs de mobilité les @tges (Figure 24). Cette relation linéaire
entre mobilité et rayon particulaire a par la spiemis I'utilisation de la CE pour une lecture
directe de la taille d’Au NPs synthétisées par mméthode de chauffage rapide au micro-onde
[126]. Une bonne corrélation a été trouvée ensddéles déduites des valeurs de mobilité et
celles obtenues par microscopie électronique. Etggauteurs ont démontré l'intérét d’'une
préconcentration par amplification de champ élgatriaprés injection hydrodynamique d’un
large volume d’échantillon (REPSM : reversed elatdrgpolarity stacking mode) pour

lanalyse des Au NPs [147]. Dans les mémes comditid’analyse que celles décrites
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Absorbance (546 nm)

précédemment [143], l'utilisation de ce mode decpneentration a permis d’améliorer la

sensibilité de la détection des Au NPs d’un fac&a0.
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Figure 23 (Liu et al. [143]): électrophérogramme Figure 24 (Liu et al. [143]) : variation de la mobiité
montrant la séparation de deux populations de électrophorétique de particules d’'or en fonction de
particules d’or ((A) 5,3 nm et (B) 19 nm de diamét) leur diamétre. Conditions expérimentales: voir
dans un tampon CAPS 10 mM, pH 10 en présence de figure 23.

SDS a 70 mM.

Ces études en milieu micellaire ont été étenduwsaslepméme groupe, a la caractérisation de
nanoparticules d’argent (Ag NPs) de taille et dent® différentes [148]. Un mélange de deux
populations de Ag NPs sphériques de 17 et 49,7 emiameétre a pu étre séparé (Rs > 1,5)
dans un tampon Tris 10 mM pH 8,5 a la concentratiptimale de 20 mM en SDS. Une
population de particules sphériques (80,2 nm denélige) et une population de batonnets
(55,5 nm de diametre, 355,1 nm de longueur) n‘anépe que partiellement séparées dans
ces mémes conditions. Néanmoins, le spectre d’ptisorUV-Vis enregistré a différents
temps de migration, grace au détecteur a barrettBatles, permet une identification des pics
sur la base des bandes de résonance des plasmossrfdee, caractéristiques de la
morphologies de particules. Des coeur/coquillesAgubnt également été caractérisés en
taille dans un tampon CAPS 10 mM, pH 9, contenanS®S 40 mM [149]. Une relation
linéaire a été vérifiée entre la taille des coeqiilles et leur mobilité électrophorétique, pour
des diametres compris entre 24,3 et 90,2 nm. Eafindlange d’'une population de Au NPs et
d’'une population de coeur/coquilles Au/Ag, résultadu milieu de synthése des
coeur/coquilles, a pu étre séparé et la tailleabesur/coquilles estimée, en bon accord avec
les observations en microscopie électronique, geadétalonnage établi au préalable. La

caractérisation chimique des NPs étant basée alluré des spectres d’absorption UV-Vis
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obtenus a différents temps de migration grace dectiur a barrette de diodes. Dans les
mémes conditions d'analyses que celles décritesédeinment [149], l'utilisation d’une

préconcentration par REPSM a permis d’amélioreréteation des Au NPs (17,2 nm) et des
coeur/coquilles Au/Ag (60,1 nm) d'un mélange, lelinsites de détection étant augmentées

d’un facteur 30 et 140 respectivement, par comparai

1.4.2.3. Les semi-conducteurs (quantum dots)

Les quantum dots (QDs) sont des cristaux de sendtatieurs inorganiques de taille
nanomeétrique (1-10 nm). Ces particules possedest pdepriétés de photoluminescence
fortement dépendantes de leur taille en raisoreffet de confinement quantique [150]. Sous
excitation, ils réémettent des photons avec ungueuar d'onde allant du bleu au rouge
lorsque leur diametre augmente [151, 152]. Les ntys photophysiques remarquables des
QDs en font dexcellents marqueurs photoluminescesusceptibles de remplacer
avantageusement les colorants organiques classejudso-imagerie [153]. De nombreux
travaux ont récemment montré I'utilité des QDs @ldgie ou en bio-imagerie [154-156].
Les QDs les plus utilisés pour ce type d’appliaaticont les chalcogénures de cadmium et
particulierement les nanocristaux de CdSe ou de QdiBsivés par du sulfure de zinc ZnS.
Les méthodes classiques ne permettent pas d'évaisément 'homogénéité des QDs
synthétisés [157]. En effet, la microscopie éledjoe a transmission (TEM) se révéle
difficile a mettre en ceuvre pour les QDs hydrosl@siifagrégation sur la grille de dép6t) et ne
permet pas d’évaluer ’'homogénéité de I'ensembléd'@hantillon. Quant a la diffusion de
lumiére, elle présente encore de nombreux probléteebBnologiques pour les tailles
inférieures a 10 nm. Récemment, I'électrophoresgellame (CE) a été utilisée avec succes
dans la séparation en taille de QDs en milieu ljhE¥] ou en solutions de polymeres [158].
Elle a également été employée pour la caracténmsagoQDs fonctionnalisés par différents
ligands de surface [159] ainsi que par des bionuddsc[160] ou encore pour la collecte de

fractions homogénes de QDs [158].

L’électrophorése capillaire de zone (CZE) coupléma détection a barrette de diodes
a ete utilisée avec succes pour le suivi de lsssamice en taille, au cours de la synthese de
nanoparticules hydrosolubles de tellurure de cadnfionctionnalisées en périphérie par de
'acide thioglycolligue (CdTe@TGA) [157]. Les échdioihs sont séparés en mode de
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polarité normale dans un électrolyte borate 25 mW &5. La détermination ddmax de
chaque sous-population a permis d’évaluer le dimmdés nanoparticules formées. Une
relation de proportionnalité inverse entre la mibiklectrophorétique des QDs et leur
diamétre (< 4 nm) a été proposée, sans l'appui dhodele théorique. Cette relation
n'apparait toutefois pas satisfaisante dans laureesu, expérimentalement, des QDs de
mobilités identiques peuvent présenter dgsx différents. La méthode électrophorétique
developpée a permis l'optimisation de la synthasge évaluation simple et rapide de
’lhomogénéité en taille des populations de QDs Istigés ainsi que de l'efficacité de la
purification (tri en taille) par précipitations sétives. La CZE étant limitée en résolution,
aucun article a ce jour ne décrit la séparatiom dhélange de QDs présentant des diameétres

particulaires voisins (différence de diametre iidiére a 3 nm).

Une telle séparation en taille a été obtenue kriso de polymere, dans un capillaire
modifié polyacrylamide, a partir d'un mélange dendgopulations de particules de CdTe
(diamétre moyen égal a 1,9 et 4,5 nm respectivenfenttionnalisées en surface par de
'acide 3-mercaptopropionique [158]. Une solutianmblyacrylamide (PAA, 400 kDa) a 5 %
dans un électrolyte de séparation Tris 178 mM +eabimfique 178 mM pH 8,8 s’est révélée
constituer le meilleur tamis moléculaire, au vu pgexils électrophorétiques, par comparaison
a une solution d’hydroxypropylméthylcellulose (HPMADOO cp) a 0,2 % ou a une solution
de polyvinylpyrrolidone (PVP, 1000 kDa) a 5 % démsnéme électrolyte de séparation. Une
augmentation de la concentration en PAA de 0 a pettmet d’améliorer la séparation en
taille mais s’accompagne d’un élargissement degoicyme l'illustre la figure 25, du fait de la

dispersion en taille des particules de chaque pdipul [158].
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La CZE couplée a la détection par absorbance U\paufluorescence induite par
laser a été utilisée pour la caractérisation déémihts QDs commerciaux (composition
chimique, nature du ligand de surface): coeur/dEuiCdTe/CdS fonctionnalisés par du
mercaptopropionate de sodium (diametre moyen campntre 4,5 et 55 nm) ou
cceur/coquilles CdSe/znS fonctionnalisés par desipgnments alkylcarboxylate (diamétre
moyen de l'ordre de 6,5 nm) [159]. Des problémesgBgation sont rapportés aux faibles
valeurs de pH (< 6) [158, 159], en présence dewratmeétalliques divalents ou encore de
protéines (lysozyme) de charge nette positiven][15@r la base des temps de migration des
différents QDs, le degré d’ionisation de leurs grements de surface a été évalué en milieu
phosphate de sodium (5-25 mM, pH 7,5-11). La bidfonoalisation de QDs de CdTe,
initialement modifiés par de I'acide 3-mercaptgpomique, a également été évaluée en CZE
couplée a la détection par fluorescence induitdgsar [160]. Les QDs libres ou complexés,
par de I'albumine de sérum bovin ou de la peroxgdiesraifort, ont été séparés en tampons
alcalins (borate de sodium 6,25-25 mM, pH 8-11)pdxtir des électrophérogrammes, le
pourcentage des QDs complexés a pu étre calculdeptant, dans un premier temps
d’estimer le rendement de réaction et dans un setemps d’apprécier l'efficacité des

purifications par ultra-filtration.
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[.5. L'utilisation des NPs en électrochromatographe capillaire (CEC) et

chromatographie électrocinétique capillaire (EKC)H*6+1%!

L’électrochromatographie capillaire (CEC) est uaehnhique séparative qui allie la
haute efficacité de I'électrophorese capillaire (@kgc la sélectivité de la chromatographie
en phase liquide a haute performance (HPLC). La @fGiert généralement |'utilisation de
colonnes remplies [166], de monolithes [167] ou adéonnes ouvertes [168]. Une voie
alternative, la chromatographie électrocinétique @Kconsiste a utiliser une pseudo-phase

stationnaire (PSP) dans I'électrolyte de séparation

I.5.1. Les NPs comme pseudo-phase stationnaire dalfélectrolyte de séparation

Les PSPs qui sont a l'origine d’interactions alesccomposés d’intérét, se déplacent
dans la direction de (ou dans la direction oppaggdélectrolyte de séparation. Aucun
remplissage de colonne, ni fritté, n’est nécessiares ce type de systemes. Avec ['utilisation
d'une PSP, la phase est continuellement renouvBliéanmoins, des problemes de détection
peuvent étre rencontrés du fait de la présenca &SP au niveau de la fenétre de détection.
Dans ce cas, une technique de remplissage pd#@l[(69, 170] peut étre envisagée, bien
que la technique de remplissage en continu (CFF),[172]soit plus facile a optimiser et
permette I'obtention de séparations plus délicdde$erents types de PSPs ont été utilisées,
telles que des micelles [173], des cyclodextri&l)([174], des protéines [169], des ionenes
[175], des siloxanes linéaires [176], des liposorfiles’] et des microémulsions [178].
L'utilisation des NPs comme PSP a été décrite fpremiére fois par Wallingford et Ewing
[179]. Par comparaison a d’autres PSPs, telleslepenicelles, les NPs offrent I'avantage
d’étre compatibles avec une détection par spectrenge masse (MS) [172], ce qui ouvre

des perspectives intéressantes.

Les NPs doivent remplir certains criteres pour mauetre utilisées comme PSP en EKC
[163] :

- Former des suspensions stables dans une large gd'@lecrolytes

- Fournir la sélectivité recherchée en interactiorecales électrolytes

- Etre chargées, i.e. ne pas se déplacer a la viled&&coulement électroosmotique

- Montrer une homogénéité de vitesse pour évitedangi@sement de pic
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- Montrer une faible résistance au transfert de masse
- Ne pas perturber la détection
- Etre de petite taille pour développer une surfacecifigue importante de sorte a

augmenter la capacité d’échantillon.

Un apercu de I'étendue des PSPs a base de NPsesilen EKC dans I'électrolyte de
séparation a été résumé de fagcon non exhaustigdeltableau 1.

I.5.2. Les NPs comme phase stationnaire a la sucides capillaires

Cette partie va décrire I'utilisation des NPs coenmatériel de revétement, immobilisé
a la surface des capillaires, pour leur utilisatemn tant que phase stationnaire en CEC.
L’obtention d’'une telle couche, stable, de NPs iqu# une procédure de dépdt souvent
fastidieuse ce qui constitue I'inconvénient majdercette configuration en CEC. En outre, |l
est important de trouver une stratégie pour augenelat surface spécifique de la phase

stationnaire de sorte a améliorer la capacité d@étlon.

Un apercu de I'étendue des phases stationnairaseade NPs utilisées en CEC immobilisées
a la surface des capillaires (colonnes ouvertesy aésumeé de facon non exhaustive dans le

tableau 2.

1.5.3. Les NPs incorporées dans des monolithes

Seulement peu d’articles décrivent l'incorporatib particules dans des monolithes
pour leur utilisation comme phase stationnaire BEXCLa plupart décrivent la préparation de
monolithes incorporant des particules de siliceram@triques (3-6 um de diamétre) par voie
sol-gel [180-183]. En ce qui concerne les particulestaille nanométrique, nous pouvons
néanmoins citer l'utilisation de particules de Xat®5-70 nm) fonctionnalisées par des
groupements ammonium quaternaire pour la précoratemt et la séparation en CEC
d’anions inorganiques [184, 185] et organiques [188ées a la surface de monolithes de
polymére [184, 186] ou de silice [185]. Une noueefihase stationnaire monolithique a
également été realisée par incorporation de SWNT&4 (Bm de diametre moyen) a un
monolithe de polymere organique [187]. Les perforoes de cette phase stationnaire ont

alors été évaluées sur un mélange de peptides en CEC
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Nature des NPs

Polymere
hydrophobe

Polystyrene
divinylbenzene

Polystyrene

Poly(N-isopropyl-
acrylamide)

Monomeres
acrylates

Monomeres
acrylates

Fonctionnalisation

Sulfonate

Sulfonate

HP3-CD

B-CD

nf

Carboxylate

Dextran

Empreinte
moléculaire :
(9-ropivacaine /
(9-propranolol
Empreinte
moléculaire :

(+) éphédrine

Dimensions’
(Par défaut, diametre)

20 nm

225 nm

15 nm

np

547 kDa

160 nm

600 nm

np

100-200 nm

Conditions opératoires en EKC

Capillaire en silice vierge
CFF

CE-UV indirecte & 214 nm
Capillaire en silice vierge
NPs en combinaison avec HIPED dans
I'électrolyte de séparation
CFF

CE-UV a 214 nm.
Capillaire en silice vierge
NPs en combinaison av@eCD dans
I'électrolyte de séparation
CFF

CE-UV a 254 nm.
Capillaire modifié PVP
CFF

CE-LIF

Capillaire en silice vierge
PF/CFF

CE-ESI-MS

Capillaire en silice vierge
CFF

CE-ESI-MS

Capillaire en silice vierge
PF
CE-UV a 195 et 214 nm

Capillaire en silice vierge
PF
CE-UV a 214 nm
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Composés d'intérét

Catécholamines

Cations inorganiques
(métaux alcalins, ions
ammonium)

Enantioméres du
propranolol

Enantiomeéres du
clenbutérol

Polymorphisme de
’ADN

Salbutamol, nortriptyline,
diphénhydramine

Phtalates de dialkyles

Enantiomeére du
propranolol et de la
ropivacaine

Enantiomeéres de
I'éphédrine

[179]

[188]

[189]

[190]

[191]

[172]

[192]

[193]

[194]
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Monomeres

acryl ates170, 193, 195-

198]
)

+ monomeres
tensioactifg®

Silice greffée
(RP-18)

Sio,

Empreinte
moléculaire :
(S)-propranolol

SDS

carboxylate

nf

amine ou neutre

nf

nf

200-500 nni™,
20-30 pnis,
100-400 nm*®"!
30-150 nmnit%8!

1500 nmi*dl
500 nmi*7!

500 nm

14,2 nm

0,3-3 nm

60 nm

20 nm

Capillaire modifié :

méthacryloxy)propyltriméthoxysilane L
[(1701- yloxy)propy y Enantiomeéres du

faible écoulement électroosmotigige ~ Propranolo 195'198’] [119750_’1%,3]3‘
Capillaire silice vierg@® 118 de la ropivacaing?, de
P [F (270, 193, 196-198] I'aténolol (o7 du pindolol
[197]
CE-UV a 195193 196 21 4193, 198] 215 nji7°
198 @t 210 nnie?!
Capillaire en silice vierge L. ,
PFE%]- CFFu g Dérivés du phéndt?;
NPs en interaction avec de l'urée et/ou dggmposes aromatiques [171, 199]

polycycliques, dérivés du

- A i 7]
B-CD, detection LIF naphtaléné™

CE-UV a 206 et 211 nfi; CE-LIF ™
Capillaire en silice vierge Composés aromatiques

CFF polycycliques, dérivés du[200]
CE-UV a 220 nm et/ou CE-LIF naphtaléne

Capillaire en silice vierge

CFF

CE-UV a 254 nm

Capillaire en silice vierge ou modifié par
adsorption de NPs

CFF

CE-UV a 220 nm

Capillaire modifié PVP/PEO

CFF

CE-LIF

Capillaire modifié PVP/PEO

CFF

NPs en combinaison avec du PEO dans Protéines [204]
I'électrolyte de séparation

CE-UV a 20 nm

Phtalates de dialkyles et
A [201]

stéroides

Acides aromatiques et

isomeéres de structure  [202]

d’acides aromatiques

Amines présentant une

PN . .~ [203]
activité biologique, urine
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Al,03 TiO;

Au NPs

Ag NPs

Fullerenes
Ceo

SWNT

B-CD np
3,5-56 NP
6 NmPo)

PEO 32 nm20e. 208
56 nme7

B-CD 21 nm

SDS np

Diametre : 1,2-1,4 nm

Traitement acide Longueur : 500-600 nm

(groupements
hydroxyle, carbonyle

et carboxyle) Diametre : (i) 0,7-12 nm

Longueur : (i) 2-20 mm

Diametre : 0,7-12 nm

SDS Longueur: 2—20 mm

Capillaire en silice vierge

NPs en combinaison av@eCD dans
I'électrolyte de séparation

CFF

CE-UV a 254 nm.

Enantiomeéres du

, 190
clenbutérol [190]

Capillaire modifié PV ou par
adsorption de NPs modifiees DDAB (EO
inverse)2

CFF

CE-L|[F [205-208]

CE-UV a 220 nn¥*

ADN double brins (8 pb-
48,5 kpby2>28 protéines [205-209]
acides et basiqué®’

Capillaire en silice vierge

NPs en combinaison av@eCD dans Enantioméres d'aryle-

I'électrolyte de séparation [210]

CEE alcools

CE-UV a 214 nm.

Capillaire en silice vierge . :
Composés aromatiques

CFF olycycliques 03]

CE-UV a 254 nm polycycliq

gﬁgllalre modifié polyimide Caféine, théobromine, o

CE-UV & 214 nm catéchol, hydroquinone

IC:):':;lplllalre en silice vierge Carbohydrates (glucose, o

CE-UV 3 195 nm fructose, maltose)

Capillaire en silice vierge

NPs en combinaison avec du (i)-(iii) SDS(i)Chlorophénols,

ou des (ii)3-CD dans I'électrolyte de (ii) Anti-inflammatoires (213]

séparation non-stéroidiens,
CFF (iipénicillines
CE-UV a 210 nm
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Diametre : (i) 0,7-12 nm; Capillaire en silice vierge

Enantiomeéres de

(DSWNT/ sSDS (i) 6-20 nm PF I'éphédrine, de la (214]
(I)MWNT Longueur: (i) 2-20 mm; CE-UV a 200 nm noréphédrine et de la N-
(i) 1-5um méthyléphédrine
Capillaire en silice vierge
NPs en combinaison av@eCD dans Ly
p-CD Diametre : 10-20 nm I'électrolyte de séparation E“a”t'of“ éres du [190]
CEE clenbutérol
MWNT CE-UV a 254 nm.
Capillaire en silice vierge
Traitement acide CFF Purine et dérivés de la
(groupements Diametre : 8-15 it NPs en combinaison avec du PVP dans pyrimiding® (215, 216]

hydroxyle, carbonyle

et carboxyle)

I'électrolyte de séparatidti®
CE-UV a 254 nn#
CE-CCD®

Tableau 1 : exemples de PSPs a base de NPs utilisée EKC dans I'électrolyte de séparation

“nf : non fonctionnalisé
np : non précisé
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Dimensions**

Nature des NPs Fonctionnalisation (Par défaut, diamétre)

Conditions opératoires en CEC Composés d’intérét Ré

Capillaire silice vierge
40-140 nm Revétement total Protéines et peptides  [217, 218]
CE-UV a 215 nn#7; CE-ESI-MS>#!
Capillaire silice vierge
Revétement partiel dans zone de
Latex Ammoniums 75 nm préconcentration en entré&?2!
guaternaires Revétement totdde 22224
CE_UV a 195219, 221—2221 210[224], 214[219, 223]’
2261229 et 254 nn?
(i) Capillaire silice vierge
(ii) Capillaire modifié avec du chlorure de
poly(diallyldiméthylammonium) Acides et bases
(PDADMAC) aromatiques
Revétement total
CE-UV a 254 nm
Capillaire modifié avec du 3-aminopropyl-
triméthoxysilane (APTMS) ou du 3-
1-2 nm mercaptopropyltriméthoxysilane (MPTMS) [226]
Revétement total
Au NPs CE-UV a 200 et 270 nm
Capillaire préalablement gravé avec de
I'nydrogénofluorure d'ammonium
(augmentation de la surface) puis modifié
avec du MPTMS
Revétement total
2-3 nm CE'UV él 254 nm

Capillaire recouvert de MPTMS en tant que

précurseur sol-gel

Revétement total [228]
CE-UV a 200 et 254 nm

Diamines®" +

Polystyrene diol 217218

Anions inorganiques  [219-224]

(i) Thiol () 5 nm

(ii) Citrate (i) 18 nm [225]

Thiouréel??s-228)
benzophénoné?-22¢
biphénylez26-228]
pyréthroide$?,
composeés aromatiques
polycycliqueg?” 228

Dodécanethiol

[227]
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Citrate 18 nm
Au NPs

Octadécylamine 5-7 nm
Sio, Nf np
TiO, PEG 10 nm

Traitement acide

(groupements
SWNT hydroxyle,

carbonyle et

carboxyle)

Diamétre : 0,79-1,2 nmPoly(diallyldiméthylammonium) (PDDA)
Longueur: 100-300 nm Revétement total

Capillaire modifié APTMS + alcanethiols

pour I'assemblage d’Au NPs en monocouche

et multicouche Stéroides
Revétement total

CE-UV a 247 nm

Capillaire en silice vierge
Revétement total
CE-UV a 200 et 247 nm

Capillaire modifié avec de la poly(L-lysine)
(PLL) également utilisé pour 'assemblage
des SiQ NPs en multicouche

Revétement total

CE-LIF

Thiourée, naphtaléne,
biphényle, hormones
stéroidiennes

Amines et acides
biologiguement actifs

_ . . Oligopeptides
Capillaire en silice vierge (angiotensines) et
Polyéthyléneglycol (PEG, 8000 Da) dans la ) tgéinesf,m]
suspension de NPs en tant que précurseur g(oolO .

gel. conalbu_mlne, apo-
Revétement total transferrine,
CE-UV a 214 nm X :
de sérum bovin)
Capillaire modifié avec du chlorure de

Dérives de l'aniline

CE-UV a 214 nm

Tableau 2 : phases stationnaires a base de NPs istles en CEC immobilisées a la surface des colonoesertes

“nf : non fonctionnalisé
np : non précisé
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Symboles et abréviations

Chapitre 1l. Comportement électrophorétique de particules anioniques et cationiques

a : demi-largeur a mi-hauteur d’'un pic électropkiquee asymétrique, du coté des faibles
mobilités, ni.v*.s*

a/b : facteur d’asymétrie

b : demi-largeur a mi-hauteur d’'un pic électropligue asymétrique, du coté des mobilités
élevées, mvits?

D: diametre solide de la particule sphérique, m

Dmax : diamétre solide modal, m

<Dn>: diameter solide moyen en nombre, m

DDABr: bromure de didodécyldiméthylammonium

e : charge élémentaire, C

f(kR): fonction de Henry

HPC: hydroxypropylcellulose

| : force ionique de la solution électrolytique, Inhd"

k : constante de Boltzmann, J:K

In Do . valeur moyenne de In D, paramétre de la loi déridigion en taille de type log-
normale

P(D): loi de distribution en taille

PB: polybréne

R : distance du centre de la particule sphériqupla de cisaillement assimilé au PEH ou
plan de Stern, m

T : température absolue, K

TMAOH: hydroxide de tétraméthylammonium

Symboles grecs

: permittivité diélectrique du milieu, C¥/m™

m

. potentiel-zéta, V

: viscosité du milieu, Pa.s

A S ux

- inverse de la longueur Debye'm
1 : mobilité électrophorétique d’une particule®.wit.s*

Ap : dispersion électrophorétique?m*.s*
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oo écart typeparametre de la loi de distribution en taille deetyog-normale

®: fraction volumique en particule, % (v/v)
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Chapitre __1l. Comportement électrophorétique de nanoparticules
anioniques et cationiques

[1.1. Introduction

Les fluides magnétiques, encore appelés ferroffuade fait leur apparition vers 1966
(Papell, Rosensweig) [1, 2]. Ce sont des solutiooitoidales trés stables constituées de
nanoparticules solides ferromagnétiques en suspendans un liquide porteur non
magnétique, organique ou aqueux. Ces dernieresegntes ferrofluides ont connus un
développement technologique important du fait der latilisation dans de nombreux
domaines tels que la micromécanique, la micro@emjue [3] et, plus récemment, les
biotechnologies [4-6]. Ces applications requierembe bonne connaissance des
caractéristiques physico-chimiques des nanopagScutar leurs propriétés magnétiques
dépendent principalement de paramétres tels queddie et leur forme, leur microstructure
et la phase cristalline dans laquelle elles seveou

Parmi les techniques les plus couramment utiliskesjicroscopie électronique en
transmission (TEM) donne des informations sur larithstion de taille et la forme des
particules solides [7] tandis que la diffusion dymgue de la lumiére (DLS) permet la
mesure de leur rayon hydrodynamique, via la détaatian de leur coefficient de diffusion
[8]. Une mesure de la mobilité électrophorétiques garticules peut étre réalisée par
microélectrophorése [9] ou vélocimétrie laser DepplLDV) [8-10]. Cette donnée peut
ensuite étre utilisée pour le calcul du potertides particules, bon indicateur de la stabilité
colloidale des dispersions. Néanmoins, le choiXalgression analytique reliant les deux
grandeurs reste conditionné par les domaines denfel. et dexR explorés, R étant

assimilé au rayon solide de la particul& étant I'inverse de la longueur Debye.

Dans ce contexte, I'application de I'électrophoreaeillaire a la caractérisation de
nanoparticules s’est développée au cours des dimgiieres années [10, 11]. La sélectivité
de cette technique séparative permet la caradiérisaimultanée de populations de
particules différant par leur taille, charge et/oature chimique (organiques [12-17] ou
inorganiques [18-22]) au sein de mélanges, maidedgmmt la détection d'impuretés

présentes dans la solution de dispersion [23]. Ajoce, les études présentées dans la
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littérature restent globalement limitées a la dargation de particules anioniques,

probablement en raison de difficultés expérimestadar des critéres de taille.

Dans ce premier chapitre expérimental nous nousresd’abord attachés a étudier
le comportement électrophorétigue de particules n@agues anioniques (particules
polymeres submicrométriques et particules d’oxydefet nanomeétriques) en fonction des
différents parametres inhérents au choix de I'ébdygte de séparation, dont la force ionique,
la nature et la concentration des co-ions et caatre ainsi que le pH. Dans un second
temps, nous nous sommes intéressés a la caraitérida nanoparticules cationiques, car
peu décrite dans la littérature [20, 24-28]. Langpipale difficulté dans I'analyse de telles
particules résulte de leur adsorption a la surfdes capillaires en silice vierge, chargés
négativement. Dans ce contexte, nous avons enviiti§eentes stratégies de modifications
du capillaire de sorte a supprimer ces phénomeadsatption et ainsi permettre une mesure
précise de la mobilité électrophorétique des padi cationiques. Enfin, dans les conditions
opératoires optimisées, le comportement électraiyue de populations de particules de
maghémite, homogenes de par leur nature et leugethde surface (cationique), mais dont
les diametres moyens (< 10 nm) difféerent d’enviedbmm, a été étudié en fonction de
différents parametres expérimentaux tels que I'aéoge du champ électrique, la quantité de
particules injectée et la force ionique de I'éleltie de séparation.
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[1.2. Caractérisation de particules anioniques

Dans cette partie, nous nous sommes intéresséscardatérisation de particules

magnétiques anioniques commerciales ou synthéfs#a®os soins

I1.2.1. Présentation des échantillons

Ainsi, nous disposions de 4 populations de pddgpolymeres fonctionnalisées en
surface par des groupements carboxylate. Les gtépride ces populations de particules,
fournies par le constructeur (ADEMTECH), sont résunsiess le tableau 11.1. Il apparait
gue les populations de particules considéréesrdiftgpar leur diamétre, mais également par
leur densité de charge de surface (ramenée a ubreode charges par unité de surface,
tableau I1.1). Sauf mention contraire, la concditrades échantillons utilisés au cours de
cette étude, apres dilution de la suspension comaberdans I'eau, correspond a celle

précisée dans le tableau I1.1.

Diamétre solide
moyen (nm)
Nature du
groupement carboxylate Carboxylate carboxylate carboxylate
fonctionnel
Teneur en solide
(g /100 mL)
Densité du solide

(g /cnd)
Densité de fonction

(umol / g)

120 210 300 500

Données

fournisseur 51 3,1 3,1 5,0

- 1,78 1,8 2,21

447 360 365 300

Densité de
groupements
fonctionnels
(eq./ nnf)
Données Concentration de la
calculées  solution commerciale - 3,6 102 1,22 162 3,4 16*
(particule / mL)
Concentration de
I'échantillon - 1,8 1¢* 6,1 13° 1,1 16°
(particule / mL)

- 1,35 1,98 3,35

Tableau II.1 : Propriétés des particules polyméresnagnétiques commerciales.
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Pour cette étude, nous disposions également décybes d'oxyde de fer
(maghémite y-Fe0s), de diametre inférieur a 10 nm, synthétiséesnparsoins suivant le
protocole décrit par R. Massart [29] en 1980. Getiqules sont stabilisées en milieu basique
par la charge négative apportée par les groupentgabioxyle de surface déprotonés et
présentent comme contre-ions des ions tétramétiytarium (TMA"). On parle dans ce cas
de ferrofluide basique. La surface des particulesndghémite peut également étre modifiée
par l'adsorption d’ions citrate. Dans la littéragurl est fait mention de complexes de
coordination 1 : 1 et 1: 2 de sorte que I'excédiencharges négatives contribue a assurer la
stabilité de la suspension colloidale [30]. Ongaddns ce cas de ferrofluide citraté. A l'issue
de la synthese, la suspension colloidale est Epgdse et la distribution en taille des

particules qui la constituent est décrite par wneé type log-normale [31] :

_ 1 loa( DY (I.1)
P()= JEmDDeX{ 20° [In Doj }

ou les parametres de distributiop €& oo, €gaux a 8 nm et 0,3, respectivement, sont obtenus
a partir des courbes d’aimantation, connaissafratdion volumique en particul® dans la
suspension. Dans le cas présent, la valeud dealculée a partir de la teneur en fer de
I'échantillon déterminée par spectrométrie d’absorpde flamme, est égale a 1,58 % (v/v).

Les spectres d’absorbance UV des différentes ssgpes colloidales ont pu étre
enregistrés entre 190 et 450 nm grace au déteatdarrette de diodes de l'appareillage
d’électrophorése capillaire. Comme lillustre Iguie 1.1, nous avons pu montrer que les
spectres d’'absorbance UV étaient affectés par ilee tdes particules en suspension
(phénoméne concomitant de diffusion de la lumiéd@)si, si les suspensions de particules
de plus faible diamétre (particules de maghémite8dem (résultats non montrés) ou
particules polyméres de 120 nm de diametre) présenne large bande d’absorbance, avec
un maximum dans le bas UV, aux alentours de 190 lem,suspensions de particules
polymeéres de diametre supérieur a 210 nm préseqbant a elles des spectres d’absorbance
UV différents, d’'une taille de particule a une autCes spectres montrent que la bande
d’absorbance dans le bas UV s’affine et que le mari d’absorbance perd en intensité et se
déplace dans le sens des longueurs d’ondes criass@ux alentours de 225 nm) lorsque la
taille des particules augmente. Pour les particpldgmeres de 500 nm de diamétre, le
maximum d’absorbance dans le bas UV a compléterdaparu, laissant place a un

minimum d’absorbance a 240 nm.
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Ainsi, les particules anioniques étudiées serordatarisées en mode de détection UV direct
a 200 nm, excepté les particules polyméres de 580de diameétre qui seront, elles,
caractérisées en mode de détection UV indirecDan?4.

mAU
mAU 2601
120 nm E 210 nm
350 2401
] 2201
2501 1
] 2001
w180
220 260 300 340 380 nm 220 260 300 340 380 nm
mAU 4 mAU |
2101 300 nm 500 nm
1 130 |
200] ]
f 120 1
1907
180’ T T T T T T T T T T 110 1 T T T T T T T T T T
220 260 300 340 380 nm 220 260 300 340 380 nm

Figure 11.1 : spectres d'absorbance UV des suspemsis de particules polymeres de diametre compris

entre 120 et 500 nm

Conditions expérimentales : capillaire en silicerge, 50 pm d.i. x 35 cm (longueur utile : 26,5 cm)
initialement rempli d’eau. Volume d’eau déplacé paplication d'une surpression de 50 mbars suridé v
d’entrée contenant la suspension de particulesc&tration en particules de I'échantillon, voir Tesw 11.1.

[1.2.2. Influence de I'amplitude du champ électecppliqué

L’influence de l'intensité du champ électrique bgupé sur la mobilité et la dispersion
(estimée par la largeur du pic a mi-hauteur) ébgttorétiques du ferrofluide basique a été
étudiée dans un électrolyte de séparation acidigu®rl7,8 mM / TMAOH 7 mM (I = 7
mM), pH 9,0, sur un intervalle compris entre 14@80 V / cm. A titre de comparaison, la
méme étude a été menée sur un composé anionigscle, i.e. soluble dans I'électrolyte
de séparation: I'acide benzoique. La figure Il.2Amnme que la mobilité des deux analytes
considérés augmente en valeur absolue d’environléréque l'intensité du champ imposé
augmente de 300 a 850 V / cm. Cette variation deilitiopeut étre imputée a 'effet Joule.
Pour ce qui est de la dispersion électrophorétigeprésentée en Figure 11.2B, les deux
analytes présentent des comportements différdatiargeur du pic des particules augmente
d’environ 27 %, tandis que celle du pic de l'acigenzoique ne semble quasiment pas

affectée par une augmentation du champ électriguéistervalle considéré (de 140 a 850
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V.cm™). Cette observation suggére I'existence de phénem dispersifs intrinséques a la

nature colloidale de I'échantillon.
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Figure I1.2 : Influence de l'intensité du champ életrique appliqué sur (A) la mobilité électrophorétique,
(B) la dispersion électrophorétique de particules ‘dxyde de fer (maghémite, 8 nm)

Capillaire en silice vierge, 50 um d.i. x 35 cmn@oieur utile : 26,5 cm). Electrolyte de séparati@acide
borique 17,8 mM / TMAOH 7 mM, pH 9,0 (I = 7 mM). figion appliquée : de + 5 kV a + 30 kV. Injection
hydrodynamique : 30 mbars, 3 s. Détection UV : 800 Température 25 °C. Chaque point est la moyeene
3 répétitions

[1.2.3. Fraction volumique en particules dans l'éatillon

L’influence de la fraction volumique en particulssr la mobilité et la dispersion
(estimée par la largeur du pic a mi-hauteur) ébptiorétiques du ferrofluide basique
(contre-ions TMA) a été étudiée par dilutions successives de liéilta de synthése dans
un électrolyte de séparation acide borique 17,8/MMMAOH 7 mM (I = 7 mM), pH 9,0, sur
une gamme de fractions volumiques comprise en@@1@, et 0,079 % (v/v). Ainsi, comme
le montre la figure 11.3A, la mobilité reste a pees constante lorsque la fraction volumique
en particules dans I'échantillon diminue de 0,076 %, puis diminue en valeur absolue
de prés de 4 % entre 0,016 et 0,0016 %. Ces oltimgryaous permettent de penser que les
propriétés de surface des oxydes peuvent étre i@eslipar la dilution, suggérant I'existence
d'un effet collectif au sein du systeme colloidaé méme type de comportement a été
observé par Fourest et al. [32], en DLS, sur detcpées d’oxyde anioniques (S¥D En
outre, les résultats rapportés par les mémes autéors d’'une diminution du pH de la
solution de dispersion des particules de, S#ppellent le comportement du systéme dilué et

laissent supposer que le point isoélectrique drittace des particules d’oxyde dépend de la
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concentration en particules dans la suspensioniguaef 11.3B, quant a elle, nous permet de
visualiser linfluence de la fraction volumique garticules sur la dispersion du profil
électrophorétique des particules de maghémite.iAnagis avons pu mettre en évidence une
augmentation de la dispersion du profil de 50 %dae la fraction volumique en particules
dans I'échantillon augmente de 0,0016 a 0,079 %oldme d’injection constant et égal a 4,5
nL (< 1 % du volume total du capillaire), cette ebstion ne peut pas étre attribuée a des
phénomenes dispersifs, mais suggere une nouv@lédristence d’'un effet collectif au sein
du systéeme colloidal. Entre autres, comme nousétaodtrerons dans le chapitre 1V, le
coefficient de diffusion collectif des particulestesensible a la fraction volumique et se
réveéle étre une fonction croissante de la teneupasticules dans I'échantillon (cas des
interactions répulsives).
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Figure 1.3 : Influence de la fraction volumique en particules dans I'échantillon sur (A) la mobilité
électrophorétique, (B) la dispersion électrophorétue de particules d’oxyde de fer (maghémite, 8 nm)
Capillaire en silice vierge, 50 um d.i. x 35 cmn@oieur utile : 26,5 cm). Electrolyte de séparati@acide
borique 17,8 mM / TMAOH 7 mM pH 9,0 (I = 7 mM). Tagon appliquée : + 10 kV. Injection
hydrodynamique : 30 mbars, 3 s. Détection UV : 800 Température 25 °C. Chaque point est la moyeene
3 répétitions et les barres d’erreur représentame fois I'écart type.
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[1.2.4. Influence de I'électrolyte de séparation

11.2.4.1 La force ionique

Les populations de particules polymeéres de tagle 20 a 500 nm de diametre (taille
sans corrélation avec la densité de charge decs)riainsi que le ferrofluide basique
constitué de particules de 8 nm de diamétre ontat#ctérisés dans un électrolyte composé
d’acide borique et d’hydroxyde de tétraméthylamrmon{TMAOH) pH 9, de force ionique
variable entre 1 et 100 mM. Linfluence de la formmique sur l'allure des profils
électrophorétiques est illustrée en Figure Il.4sdarcas de la population de particules de 120
nm de diametre. Ainsi, nous avons pu montrer quenddilité effective des particules
polymeéres anioniques, fonctionnalisées en surfacel@s groupements carboxylate, diminue
en valeur absolue, de 65 a 86 % en fonction deofallption considérée, lorsque la force
ionique de I'électrolyte de séparation augmentd @100 mM (Figure 11.5). En I'absence
d’adsorption spécifique, et pour des valeurs demal{ modérées (< 100 mV), une telle
diminution de mobilité effective est bien cohéreatec la diminution de densité de charge
de surface au plan de cisaillement induite par amgmentation de la force ionique de
I'électrolyte de séparation. En outre, pour des dsr@niques supérieures a 50 mM, la
mobilité des particules semble atteindre une vaalier. Ce phénomene pourrait s’expliquer
par une interaction électrostatique forte entrguldace des particules anionique et les cations
TMA™, analogue a un appariement d’ions, et favoriséelpaetite taille de ces derniers
(rayon ionique calculé de l'ordre de 0,24 nm, atipate la mobilité électrophorétique),
inférieure a la longueur de Bjerrum (0,7 nm daeaW a 25 °C) et/ou par I'obtention d’'une
compacité maximale des cations TMAans la couche compacte. Par comparaison, la
mobilité des particules de maghémite semble moifectée par une augmentation de la
force ionique de I'électrolyte de séparation, dengamme de 1 a 100 mM considérée, et
reste quasi constante autour d’une valeur moyern&@i 10 cnt.V*.s'. Cette observation
suggere l'existence d’interactions spécifiques eerf@nion de I'électrolyte et la surface
d’oxyde que nous allons tenter de mettre en éviglgac la suite.
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Figure 1.4 : Influence de la force ionique de I'ébctrolyte de
séparation sur les profils électrophorétiques de pécules
polymeres (120 nm de diamétre)
Capillaire en silice vierge, 50 pm d.i. x 35 crm@oieur utile : 26,5
cm). Electrolyte de séparation : acide borique /ADH pH 9,0
(force ionique variable entre 1 et 100 mM). Tensimpliquée : +
10 kV. Injection hydrodynamique: 30 mbars, 3 gacfion

volumique en particules: 0,03 %.

Température : 25 °C.
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Figure 1.5 : Influence de la force ionique de I'ébctolyte de séparation sur la mobilité électrophotégue
de particules polyméres (120 a 500 nm de diamétre) d’oxyde de fer (maghémite, 8 nm).

Conditions expérimentales : voir figure 11.4

Chaque point est la moyenne de 3 répétitions étdea®s d’erreur représententine fois I'écart type.

[1.2.4.2. La composition

En complément de I'étude expérimentale précédentes avons tenté de dissocier les
effets inhérents a chaque espece de I'électrolyesqué par I'effet global de la force

ionique.

11.2.4.2.1. Concentration et nature du contre-ion

L’influence de la concentration et de la nature atuntre-ion de I'électrolyte de
séparation sur la mobilité électrophorétique d'population de particules polymeres (210
nm de diamétre) fonctionnalisées en surface pagdagpements carboxylate, a été étudiée
en tampons borate pH 9,0. Dans ces conditions, aowss utilisé de I'hydroxyde de sodium
ou de I'hydroxyde de tétraméthylammonium pour redigier I'acide borique et ainsi apporter
des contre-ions de nature différente, a conceatradt valence égales, dans I'électrolyte de
séparation. Ainsi, nous avons pu montrer Figuré Igu'une augmentation de la
concentration en contre-ion de 2 a 20 mM est agiioe d’'une diminution du potentiélet

donc de la mobilité électrophorétique des parteuplymeéres. La mobilité dépend
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également de la nature du contre-ion de I'électeolyEn effet, dans la gamme de
concentration explorée la mobilité électrophorétiqgies particules mesurée en présence de
Na" est systématiquement inférieure, en valeur absdalueelle mesurée en présence de
TMA™ (jusqu'a 20 %). Compte tenu de la nature des eeoftrs choisis, nous pouvons
prédire une association plus forte des particulgsc ales ions sodium, de rayon
hydrodynamique de l'ordre de 0,16 nm, par companaigvec les ions TMA de rayon
hydrodynamique plus élevé, de l'ordre de 0,24 naydns estimés a partir des mobilités
électrophorétiques). Ainsi, la mobilité des patisu sera d’autant plus réduite que
l'interaction avec le cation est forte, effet dant plus notable que la concentration en
contre-ion dans I'électrolyte de séparation estéde
Cette méme étude, réalisée sur un ferrofluide basig permis d’aboutir & une conclusion
analogue concernant le plus fort pouvoir polarisded ions Na(Figure 11.6). En outre, le
caractére déstabilisant de cette association areumiés en évidence lors d’'une augmentation
de la concentration en ions Napar l'apparition de «spikes» sur les profils
électrophorétiques dés une concentration eri 8gale a 7 mM, suggérant un début
d’agrégation (Figure I.7). A 20 mM, on n'observiip que la présence de ces spikes qui
sont détectés a des temps de migration aléatoires.
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Figure 1.6 : Influence de la nature du contre-ion de [|'électolyte de séparation sur la mobilité
électrophorétique de particules polyméres (210 nmeddiamétre) et d’oxyde de fer (maghémite, 8 nm).
Capillaire en silice vierge 50 um d.i. x 35 cm @oeur utile : 26,5 cm). Electrolyte de séparati@tide
borique / TMAOH ou NaOH, pH 9,0 (force ionique &bie en fonction de la concentration en contre-ion,
comprise entre 1 et 20 mM). Tension appliquée 0k\L. Injection hydrodynamique : 30 mbars, 3 sacfion
volumique en particules de maghémite : 0,03 %. @iée UV : 200 nm. Température : 25 °C.

Chaque point est la moyenne de 3 répétitions dide®s d’erreur représententine fois I'écart type.
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Conditions opératoires : voir
Figure 11.6

11.2.4.2.2. Concentration et nature du co-ion

Sans avoir la prétention de comprendre les mécasisgmacts, nous avons tenté de

mettre en évidence I'existence d’interactions etdseespéeces anioniques de I'électrolyte et

la surface d’'oxyde des particules de maghémite.sTsystemes électrolytiques de force

ionique variable ont ainsi été envisagés : un tampwate pH 6,6, un tampon phosphate pH

7,0 et un tampon borate pH 9,0. La concentrationagnre-ion N4 est controlée dans cette

étude, entre 0,45 et 15,2 mM, dans chacun desnsgst@&lectrolytiques considérés. La

concentration de I'anion dans chaque solution tamyarie alors avec la concentration en

Na" en fonction de la stoechiométrie du systéme. Ewmtiom des milieux de séparation

envisagés (nature et force ionique), les profillaciZristiues des suspensions colloidales

étudiées peuvent montrer des distorsions. Dansaaditions, une mobilité moyenne a été

calculée a partir du moment temporel d’ordrelui-méme détermingar intégration des
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profils électrophorétiques sous Excel.
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Figure 11.8 : Influence de (A) la nature et (B) laconcentration en co-ion dans I'électolyte de sépaian
sur la mobilité électrophorétique de particules d’ayde de fer (maghémite, 8 nm)

Capillaire en silice vierge, 50 um d.i. x 35 cmn@oieur utile : 26,5 cm). Electrolyte de séparati@acide
borique / NaOH pH 9,0, NaRQ, / NaHPO, pH 7,0 ou acide citrtrique / NaOH pH 6,6 (forcaigue variable
en fonction de la concentration en contre-ion, cesepentre 1 et 20 mM). Tension appliquée : + 20 kV
Injection hydrodynamique : 30 mbars, 3 s ; fract@miumique en particules de maghémite 0,03 %. Diéiec
UV : 200 nm. Température : 25 °C.

Chaque point est la moyenne de 3 répétitions dide®s d’erreur représententine fois I'écart type.

La figure 11.BA montre l'influence de la concentoat en ions sodium sur la mobilité
électrophorétique de particules de maghémite daasun des trois systémes électrolytiques
considérés. Il peut étre remarqué que la mobileété@phorétique des particules d’oxyde
diminue en valeur absolue lorsque la concentratiorions N4 augmente, ceci quelle que
soit la nature de I'anion, suggérant le role domindu contre ion sur le contrble de la
mobilité électrophorétique des particules d’'oxydmsicette gamme de concentration. Si on
considére maintenant une concentration eh démnée, on s’attendrait & ce que la mobilité
des particules soit la plus élevée en valeur abstéduns le tampon de pH le plus élevé, du fait
d'une plus grande dissociation des groupementsolytd de surface aux pH les plus
éloignés du point isoélectrique [20]. Toutefoisxpérience montre I'évolution contraire, a
savoir que la mobilité électrophorétiqgue des palgis est d’autant plus faible, en valeur
absolue, que le pH du systeme électrolytique esvéél Cette contradiction suggere
l'existence d'interactions spécifiques entre lesoas de I'électrolyte (B(OH), HPQ?,
H.PQOy, HCit?™ Cit*) et la surface des particules d’oxyde. Si I'onrésente maintenant la
mobilité des particules de maghémite en fonctiofadmncentration en anion (Figure 11.8B),

nous pouvons en déduire un degré d’interactiortifelas différents anions avec la surface
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des particules d’oxyde. En effet, si on supposelgubarge de surface des particules au plan
de cisaillement sera d’autant plus négative quedfaction avec I'anion est forte, la mobilité
électrophorétiqgue résultante devrait en étre draytbus élevée, en valeur absolue. Ainsi, les
anions citrate dont I'affinité pour la surface gesticules d’oxyde est déja bien connue [30]
montreraient le plus grand degré d’interaction alec particules de maghémite (Figures
I1.8.A et I1.8.A). Le degré d’affinité spécifiqueed ions phosphate, carbonate et borate pour
différents types de particules d’oxydeAl.Os, a,y-Al,O3, TiO, et a-Fe0s3) avait déja été
mentionné dans la littérature [33], mais I'étudepmsée reste descriptive et n’apporte pas

plus d’éclaircissement concernant les mécanismegtictions en eux-mémes.

11.2.4.3 Le pH

L’influence du pH sur la mobilité électrophorétegd’une population de particules
polyméres (210 nm de diameétre), fonctionnalisées sarface par des groupements
carboxylate, a été étudiée dans des électrolytescatepositions différentes (citrate,
phosphate et borate), mais de force ionique fixéégale a 2 mM (faible force ionique
favorable a la stabilité du systeme colloidal). $himous avons pu montrer que la variation
de mobilité associée a une augmentation du pHjrsimtervalle de 3,0 a 9,0, ne suit pas une
évolution monotone, comme lillustre la figure L.En effet, la mobilité effective des
particules anioniques augmente en valeur absolu8dea 31,2 10 cn.V™'.s?, lorsque le
pH de I'électrolyte de séparation augmente de Wala valeur de pH 6,0 correspond a un
maximum de mobilité, de sorte qu'une nouvelle auggat@n du pH est a l'origine d’une
diminution de la mobilité effective des particutegboxylées qui atteint la valeur de 20,9 10
®>cnf.V1st a pH 9,0. En premiére approche, nous nous sesibesdus a ce que la mobilité
effective de telles particules augmente de faconatome lorsque le pH de I'électrolyte de
séparation augmente. En effet, une augmentationHddgvrait étre a 'origine d’'une plus
grande dissociation des groupements carboxylate sufface des particules polymeres et
donc d’'une augmentation de leur charge de surfe®je Cette hypothése semble vérifiée aux
plus faibles valeurs de pH ou la mobilité électraghique des particules, liée a leur densité
de charge au plan de cisaillement, serait alordr@iée par le degré d'ionisation des
groupements carboxylate présents a leur surfdoar des valeurs de pH plus élevées, en
'absence d’adsorption spécifique, la diminutionpté observée pourrait suggérer un effet
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désormais dominant des contre-ions de I'électradutele contrble de la densité de charge au
plan de cisaillement. En effet, nous pouvons remarque, bien que travaillant a force
ionique fixée, la concentration en cation de I'élelgte (ions N&) varie en fonction de la
composition du systeme électrolytique, conforméneemd stoechiométrie. Par conséquent,
sur lintervalle de pH 6,0-9,0, la concentration emntre-ions N& dans I'électrolyte de
séparation augmente de 1,17 & 2 mM, ce qui peuigeep la diminution de mobilité
observée sur cet intervalle.

En ce qui concerne l'allure des profils électrophiques, elle peut étre interprétée en termes
de stabilité colloidale. En effet, pour les milieagides dans lesquels la dissociation des
fonctions carboxylate n’est pas totale, les prdaditsegistrés sont peu intenses et surmontés
de «spikes» ce qui suggére la présence dagrégatsque le pH de la solution
électrolytigue augmente, les profils électrophopéds caractéristiques des suspensions de
particules étudiées deviennent lisses et intertgequi suggere une meilleure dispersion des
particules et peut étre corrélé a une augmentdedeur charge de surface, autrement dit des
répulsions électrostatiques entre particules pbhktaméme signe de charge.

-40
-35 |

-30 |

5 ecm2.v-ist)

-25 |

-20 |

-15 |

-10 |

Mobilité électrophorétique (10

2 3 4 5 6 7 8 9 pH 10
Figure 1.9 : Influence du pH de I'électolyte de sparation sur la mobilité électrophorétique de partcules
polymeéres fonctionnalisées en surface par des groeiqments carboxylate (210 nm de diamétre)
Capillaire en silice vierge, 50 pm d.i. x 35 cmn@oieur utile : 26,5 cm). Electrolyte de séparaticitrate de
sodium pH 3,0-6,0 ; phosphate de sodium pH 7,Gatbale sodium pH 9,0 (tous a la méme force ionitgi2
mM). Tension appliquée : + 30 kV. Injection hydrodynique : 30 mbars, 3 s. Détection UV : 200 nm.
Température : 25 °C.

Chaque point est la moyenne de 3 répétitions étde®s d’erreur représententine fois I'écart type.
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[1.3. Article 1: Size-based characterization of naometric cationic
maghemite particles using capillary zone electrophesis

Fanny d’Orlyé, Anne Varenne, Pierre Gareil
Electrophoresif9 (2008) 3768-3778

Laboratory of Electrochemistry and Analytical Chemyis(LECA), UMR 7575 CNRS-
ENSCP-Paris6

Abbreviations:

HPC: hydroxypropylcellulose; PB: polybrene; DDABr: didodecyldimethylammonium
bromide;TMAOH : tetramethylammonium hydroxide

Keywords:

ferrofluids; electrophoretic mobility; capillary Wamodification; zeta-potential; ionic
strength

Abstract

Size-sorted maghemitey-Fe03) particle populations of number mean solid diamsete
ranging from 6 to 10 nm were suspended and diretidyacterized in their stabilizing acidic,
citrated or basic aqueous media using CZE coupléd WV detection. Analytical conditions
were optimized in order to ensure reliable mobititgasurements of these ferrofluids in their
anionic and cationic forms. A particular interestshbeen paid to the investigation of the
positively charged ferrofluids, since cationic oalls have received little attention so far. A
strategy for capillary wall modification was chosenorder to prevent particle adsorption
while preserving high analytical performances. Thiuence of experimental conditions
such as particle volume fraction, injection voluneéectric field strength and electrolyte
nature on electrophoretic profiles and measurectrelghoretic mobilities was evaluated. A
size-dependent electrophoretic mobility was denratexd and discussed in terms of the ratio
of the particle radius to Debye length with refeeno existing models (Henry, ...).
Although these nanometric particle distributionsl lan a very narrow size range, partial

separation was obtained with selectivity varyingdgnction of electrolyte ionic strength.
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1. Introduction

Ferrofluids are magnetic fluids which are stablspgmsions of iron oxide nanoscaled
magnetic particles (either maghemiteFeO; or magnetite: F£,) in appropriate non-
magnetic carrier liquids. Such ferrofluids weresffidescribed by Papell [1] in 1965 and
further developed with a view to the large extehttleir applications in various fields
(sealing, lubrication, damping, heat transfer, segldetection, micromechanics ...) [2] and
especially in biotechnology and biomedicine [3-Blurrently, magnetic nanoparticles are
attracting attention because of their potential asecontrast agents for magnetic resonance
imaging (MRI) [6], heating mediators for cancerrthetherapy (hyperthermia) [7] and drug-
carriers for site-specific delivery [8]. A novessue engineering methodology using magnetic
force and magnetic nanoparticles [9] is also beiegeloped. Furthermore their use as
magnetic carriers in separation processes inclupurgication [10] and immunoassays [11]

is already well-known.

These applications in the domain of biotechnologypase strict requirements on
particle physico-chemical properties, in terms iesand surface characteristics. Among
currently used techniques, electron microscopy igesvinformation on particles shape and
solid diameter [12], whereas dynamic light scatigr{DLS) gives access to hydrodynamic
diameter via the Stokes-Einstein relationship [1d]cro-electrophoresis [14] and Laser
Doppler Velocimetry (LDV) [13-15] are applied for amuring electrophoretic mobilities
which can be converted into Zetg§ ) potentials using proper models (Henry, Hickel,
Smoluchowski...) with respect tO potential andkR values [14], where R is the particle
radius anck the reciprocal Debye length. Over the last twoades, there has been an effort
to extend CE applications to nanoparticle charazatdn [15-16] as it provides information
on both size and surface charge density. The satgadf this separation method also allows
simultaneous characterization of particle poputaidliffering in size, charge or chemical
composition (organic [17-22] and inorganic [23-273@s well as detection of impurities

present in the suspensions [28].

The first attempts using CE for the separation ofgaaic colloidal nanoparticles
according to size was reported by Mc Cormick [2@8ho successfully separated a series of
silica particle populations ranging in size fromt® 500 nm. The ionic strength of the

separation buffer was found to have a significdfgceé on resolution and electrophoretic
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mobilities. Optimum separation of the smallest gdapons (8.5, 17.6 and 44 nm) was
achieved at the highest ionic strengths. More rgersize-dependent separations of
inorganic nanometric particles were also obtairsdgbld (5-41 nm) [29-31], silver (17-50
nm) [32] and gold/silver core/shell (25-90 nm) [3Bhnoparticles in running buffer
containing surfactant additives. Indeed, Schnabell.g[34] first reported a size-dependent
electrophoretic migration for negatively chargeddggarticles (5-15 nm), but no separation
could be observed in surfactant free electrolyesi@es, a size-separation of CdTe quantum
dots (2-5 nm), based on CGE, could be optimizedgugoilyacrylamide solutions as sieving
media [35].

Among CE separations of particles, interest was paidnetal oxide mixtures
including iron oxides. In this context, particle§ submicrometric scale (0.1-1 pum in
diameter) were only considered. Ballou et al. [B}4Bvestigated the effect of specific coion
binding as well as buffer type, concentration ahtlgn particle electrophoretic mobility.
Thus, the isoelectric point of different metal oxjlgoulations were estimated and separation
conditions optimized. Experience also showed thatiges were not fully dispersed as
singles and that aggregates co-migrated with sipglticles resulting in spiky peaks [26,
36]. The only attempt for the CE characterizatiofeofofluids (magnetic iron oxide particles
ranging in diameter from 30 to 200 nm) was carreed by Morneau et al. [28] and
concerned particles with stabilizing surface grotiad differed in nature and charge, mainly
anionic. Broad electrophoretic profiles, typical aflloidal particles, were reported and the
effect of pH, ionic strength and applied voltage marticle electrophoretic mobility was
studied. To the best of our knowledge, the sizedbabkaracterization of ferrofluids using CE

has not been reported so far.

The purpose of this study was to characterize ptipukgof maghemite particles of a
scale far smaller than those previously reportea(f6é to 10 nm in diameter) and having
very close number mean solid diameters (mean sitexahce about 2 nm). With a view to
ongoing studies on functionalized magnetic parsicteries of ferrofluids were characterized
in different basic and acidic media involving negator positive surface charges as well as
different stabilizing groups. A particular interesas been paid to the investigation of
ferrofluids in their positively charged form, sin@ationic colloids have received little
attention so far [25, 29, 37-40], likely due to maxperimental difficulties. Thus, different

strategies for capillary wall modification aiming @reventing wall adsorption were
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compared. The influence of experimental conditiopart{cle volume fraction, injection
volume, electric field strength and electrolytedypn particle mobility was evaluated. The
obtained results were eventually discussed in tesithe ratio of the particle radius to

Debye length in order to better understand thaghartlectrophoretic behavior.
2. Theoretical background

For a non conducting surface-charged sphericalictgrtdependencies of reduced
electrophoretic mobility on produaR of particle radius by reciprocal Debye length are
displayed in Figure 1 [19], in accordance with esk-Booth theory [41], for the case of a
monovalent symmetrical electrolyte, for “low £ 25 mV) and “high” { > 25 mV) values of
 potential [42]. Strictly speaking, R is the distarfrom particle centre to the shear surface.
However, the particle radius may be substitutechast cases in which it is assumed that the
distance between solid and shear surfaces doexoe¢d approx. 1 nm [42].

For the case of small potential values{(< 25 mV at 25 ° C) and a rigid, nonconducting,
spherical particle of radius R, migrating in a mediof viscosityn and permittivitye, the
electrophoretic mobilityy, is given by [42]:

25¢
=" f(kR 1)
H=% («R)

where fkR) is the so-called Henry’s function. Oshima [48)gosed a single equation giving

a very good approximation of this function over teole range okR values:

f(KR)=1+15 )
20+—)°
( KR)
with 5—_ 29 (3)
1+e*

Henry’s function ranges from 1 aR <<1 (Huckel limit) to 1.5 akR >> 1 (Smoluchowski

limit). As for reciprocal Debye length it is directly related to electrolyte ionic stggh | by:

k(nm™*) =3.288,/I (mol.L™), at 25 ° C in water (4)
Accordingly, the electrophoretic mobility of patds is a monotonous function of their size
at a given ionic strength (ot), assuming a uniforng potential, with larger particles
migrating faster [19].

If the particle possesses a higtpotential value, the mobility dependence id® can be

altered due to the so-called “relaxation effectisiag from the distortion of the ionic

131



atmosphere surrounding the particle migrating ie tiectric field. While contributing
negligibly to mobility at small potentials, the relaxation effect is expectedit@ gise to a
minimum in the dependence pfon kR for kR values between 1 and 5 when theotential

starts to exceed 25 mV [19], as can be seen inr&igu
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Figure 1. Theoretical variations of reduced mobiliy M= 361,16 H., vs kR product for “low” ( { < 25
26kT ~°

mV) and “high” ({ > 25 mV) values of; potential [19], in accordance with Overbeek-Bootttheory [41],

and superimposed experimental points from analysisf HNO3 (open diamonds), citrate- (open squares)

and TMAOH-stabilized (open circles) size-sorted magemite particle populations.

Experimental conditions: see Figure 2 C for HNSabilized ferrofluids and Figure 5 C to E forrate- and

TMAOH-stabilized ferrofluids.

Each experimental point is the mean from 3 repdisd®o RSD < 0.3 %), 5 replicates (% RSD < 0.4 %) &n

replicates (% RSD < 3 %) respectively

3. Materials and methods
3.1. Chemicals and reagents

Iron (II) chloride tetrahydrate, iron (Ill) chlordsolution (27 % (w/w) in agueous

solution), iron (IIl) nitrate, hydrochloric acidianonia, nitric acid, sodium chloride, acetone,
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diethyl ether and standard 1 M and 0.1 M NaOH ar@ Bolution Normadoses were
purchased from VWR (Strasbourg, Frangegalanine, hydroxypropylcellulose (HPC, Mr =
100 000), hexadimethrine bromide (polybrene (PB),r M= 15000) and
didodecyldimethylammonium bromide (DDABr) were pised by Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). N,N-dimethylformamide was froRluka (Saint-Quentin Fallavier,
France), citric acid was from Sigma (Saint-Quentiallavier, France) and 1 M
tetramethylammonium hydroxide (TMAOH) solution irat@r from Riedel-de Haén (Saint-
Quentin Fallavier, France). Water used throughoas wroduced by a Direct-@ system
(Millipore, Molsheim, France). TMAOH solutions ofxious concentrations (0.1 to 20 mM)
were obtained by successive dilutions of the corsraelM solution. 10 mM citrate buffers
were obtained from a 0.1 M citric acid solution aitther a 0.1 M NaOH solution (pH 5.9) or
a 1 M TMAOH solution (pH 6.1). 10 mM-alanine buffer pH 3 was prepared from a 0.1 M
B-alanine solution and a 0.1 M HCI solution. N,N-éitmylformamide was used as EOF

marker at 0.05 % v/v in buffer solution.
3.2. Ferrofluid synthesis

A cationic ferrofluid consisting of maghemite pal#is §-Fe,O3) dispersed in an
aqueous solution of nitric acid (pH 2) was first synthesized according to the procedur
described by Massart [44]. The resulting suspensgopolydisperse and size distribution
(P(D), D being the particle solid diameter) is usuassumed to be well described by a log-

normal law [45]:

1 _1(, DY (5)
P()= JEmDDeX{ 20° [In Doj }

Ln Do being the mean value of In D angthe standard deviation. A size sorting procedure

[45] allowed isolation of three particle sub-pogidas with different size characteristics and
reduced polydispersity. After magnetic settlingrtiges were successively washed under
stirring with deionized water, acetone and dietktyler and then resuspended in the desired
medium. Thus, we eventually disposed of seriesoidi@ basic and citrated ferrofluids
(particles respectively stabilized in HNOIMAOH or sodium citrate solutions). Magnetic
measurements were performed using a home-maddingpraagnetometer as described in
[46]. Analysis of the magnetization curves ledhe parameters In{andog of the different

size distributions from known volume fractioh of magnetic particles, and provided
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information on the stability of the suspensions][4lY was previously deduced from sample
iron content determined by flame atomic absorpspactrometry. Respective data are given
in Table 1. According to the needs for the subsetiyeeported experiments, the volume

fraction of magnetic particles was adjusted bytdluin separation electrolyte.

A- HNOs-stabilized ferrofluids

D Particle Modal* Number " Size distributio[l*
Particle sample (nr%) oo  Vvolume fraction diameter mean diameter standard deviation
D (%) Dma» (NM) <Dn> (nm) o (<Dn>) (nm)
Coarse sample 7.8 034 1.8 6.9 8.3 2.9
Subpopulation1 6.6  0.25 0.7 6.2 6.8 1.7
Subpopulation2 8.6 0.25 3.4 8.1 8.9 2.3
Subpopulation 3 9.9  0.37 4.0 8.6 10.6 4.1
B- Citrate-stabilized ferrofluids
D Particle Modal* Number " Size distributiog*
Particle sample (nr%) oo  Vvolume fraction diameter mean diameter standard deviation
® (%) Dmay (M) <Dy> (nm) o (<Dn>) (nm)
Coarse sample 7.7 035 2.1 6.8 8.2 2.9
Subpopulation1 6.9 0.17 0.3 6.7 7.0 1.2
Subpopulation2 8.7 0.21 1.2 8.3 8.9 1.9
Subpopulation3 9.7  0.35 2.9 8.6 10.3 3.7
C- TMAOH-stabilized ferrofluids
D Particle Modal* Number . Size distributio[l*
Particle sample (nr%) oo  Vvolume fraction diameter mean diameter standard deviation
D (%) Dma» (NM) <Dn> (nm) o (<Dyx>) (nm)
Subpopulation 1 6.7 0.2 0.3 6.4 6.8 1.4
Subpopulation2 8.5 0.26 1.3 7.9 8.8 2.3

Table 1. Characteristics of maghemite particles sythesized for the study
* D e—aoz [48]

0
“D.ez b

0

"D, Je” (e -1
3.3. CE apparatus and measurements
Electrophoretic measurements were performed with H®*°CE capillary
electrophoresis system (Agilent Technologies, Wialdb, Germany). 50 pm id x 35 cm
fused-silica capillaries (detection length, 26.5)dnom Polymicro Technologies (Phoenix,

AZ, USA) were used. Injections were performed hggraamically by applying 30 mbar at
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the capillary inlet for 3 s (approx. 4.5 nL) unlestherwise specified. Successive injection
zones were performed in the following order: ndutrarker, particle sample and separation
electrolyte. The applied voltage was 10 kV unle®vise specified, with negative polarity

applied at the capillary inlet for PB- or DDABr-ded capillaries and positive polarity for

bare fused-silica capillaries and HPC coated capeb. The temperature of the capillary
cartridge was set at 25 ° C. The detection wavetentpr EOF marker and particles were
200 and 254 nm.

3.4. Capillary activation and modifications

Prior to first use, bare fused-silica capillariesre activated by successive flushes
with 1 M NaOH and 0.1 M NaOH for 15 min each andexdor 5 min under 925 mbar.
For HPC modification [49], the fused-silica capiftavas filled with the polymer solution (5
g / 100 mL water) using a syringe pump (KD ScieatiHolliston, USA). 10 uL were thus
percolated at a flow rate of 0.5 pL.itinThe filled capillary was purged with nitrogen
(applied pressure 4 bar) and then heated from 6@ 120 °C at 5 °C.mif held at 140 °C
for 20 min and then cooled to 25 °C at 5 °C.'in the oven of a ST 200 Stang Instruments
gas chromatograph (Perichrom, Saulx-les-Chartrétrance), still under nitrogen flow.
Residual EOF was measured according to the metgowiliams and Vigh [50]. EOF
measurements were performed prior and after egudtitien series (n = 3 to 4) in order to
perform mobility corrections if necessary. Capittarshowing EOF mobility values greater
than 1 to 2x10 cnf.V™'.s* were discarded.
For PB modification [51], the capillary column wist activated as described previously for
a bare fused-silica capillary. The PB solution (BP0 mL water) was then flushed for 15
min. Excess polymer was flushed out with waterFanin and equilibration of the modified
capillary was performed by flushing with the sepiara electrolyte for 5 min. The PB
modification procedure was iterated daily.
For DDABr modification [52], the capillary columnas first activated as reported before.
The initial capillary modification procedure corteid in a 5 min flush with a 0.1 mM
DDABr solution in 10 mM HCI, followed by a 3 minush with the separation electrolyte to
move out the excess surfactant and equilibrateaipdlary. Between each run, the capillary
was rinsed with the DDABTr solution for 2 min andtlvthe separation electrolyte for 1 min,

always under the aforementioned pressure.
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4. Results and discussion

Characteristics of maghemite particles synthesipedhe study are summarized in
Table 1. The surface charge of the particles szalilin TMAOH solution is ensured by the
deprotonated surface hydroxyl groups and is thezefiegative. Symmetrically, the positive
charge of the maghemite particles stabilized in HN@ution is related to the protonation of
these same groups. Maghemite nanoparticles cosidba stabilized under anionic form in a
sodium citrate solution, due to the strong adsorptf citrate ions onto the particle surface.
As mentioned above, aqueous ferrofluids were cheawized either positively or negatively
charged, for there is interest in both ionic fonmghe prospect of further functionalization
stages. Because of the paucity of literature abigldikely due to more experimental
difficulties, emphasis was placed on the influerafe experimental conditions for the

characterization of ferrofluids in their positivadjtarged form.

4.1. Influence of capillary coating

Referring to results reported by Morneau et al.],[2Be CE characterization of
cationic ferrofluids was first attempted in fuselita capillary, but no signal was detected in
both polarities. Therefore, three different stragsdHPC, PB and DDABr) for capillary wall
modification were implemented and compared, in otdeprevent particle adsorption while
preserving high analytical performances.

HPC is a hydrophilic neutral polymer which indugesmanent capillary coating after
thermal treatment and acts as EOF suppressorljd@j.anodic EOF could be measured after
the first particle analysis, which kept on increasin absolute value run after run, suggesting
particle adsorption to the wall. This EOF drift negorecise particle electrophoretic mobility
determination difficult for comparison purposes dgge EOF could not be determined in the
same run as particle mobility. With the aim of penfing simultaneous detection of EOF
marker and particles, reversed cathodic EOF wasidered. Adsorption of a polycationic
polymer PB onto the negatively charged inner serfaicthe fused-silica capillary produced
initial anodic EOF [51] with a mobility amounting t 52x1@ cnf.V™*.s' in a 10 mM HCI
electrolyte. But this flow appeared dependent andhpillary lot (RSD ~ 5 %, n = 3) and a
continuous drop in EOF reaching about 4 % every nams resulted in a considerable
increase in particle migration time and finally tiheir detection under normal polarity.

Eventually, DDABr coating offered adequate alterreatby generating a high-magnitude
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anodic EOF of up to — 92xfocn?.V1.st in a 10 mM HCI electrolyte. This double-chained
cationic surfactant forms an adsorbed stable flayér [52] as confirmed by quasi constant
electroosmotic mobilities measured at pH 2 overuadned runs (RSD< 3 %). This
modification required only short equilibration tim@ min) before each run. Its semi-
permanent feature allowed to perform analyses surdactant-free electrolyte, preventing
any possible interaction with particles of intere&&imultaneously with the EOF marker and
anionic species present in the suspension, catipaiticles with high electrophoretic
mobility could be detected within a small migratiiime window under a wide range of ionic
strength (10 to 80 mM),

Figure 2 shows the electropherograms corresponttingach maghemite particle
subpopulation (<> = 6.8 (1), 8.9 (2) and 10.6 (3) nm) obtained urttie three modified
capillary conditions previously described. Asymntetrelectrophoretic profiles were
observed with HPC- (Figure 2A) and PB-coated (Feg@B) capillaries, displaying peak
tailing on the side of the smallest mobility valuesereas more symmetrical peaks were
produced with DDABr-coated (Figure 2C) capillariesen at longer residence time. For the
case of HPC-coated capillaries, peak tailing shd@dlue to particle adsorption to capillary
wall, as already inferred from steadily increasegpdic EOF drift and as confirmed by
reduced measured mobility values. For the caseBetdated ones, the more peculiar peak
shapes obtained suggested a possible interactiorede the polymer and the particles wich
may result in PB being scavenged from the wall kReymmetry made calculation of mean
particle electrophoretic mobility unwieldy. Thus, ewdecided to characterize the
electrophoretic profile of a particle distributidny its mobility dispersion at 10 % height
(Apao %) and by both calculations of mobilities from me@slmigration time at peak apex
(umaxy and from temporal first order momenintay), as reported in Table 2. Run-to-run
reproducibility (Table 2) of particle electrophacemobilities expressed as RSD (n = 3 to 4)
was less than 0.3 %, whatever the wall modificatPeak area reproducibility ranged from 1
to 8 % RSD (n = 3 to 4). Peak area variations anpartcle subpopulations can be due to a
slight uncertainty on particle volume fractions. fas the simultaneous analysis of nitrate
species from the initial dispersion medium, a mdhkaeduced electrophoretic mobility
(below - 50x1F cnf.V™'st in a 10 mM HCI electrolyte) was noticed for thisi@n in
DDABr-coated capillaries, as compared to the icstiength-corrected value (- 72.5%10
cm?.V1.s?h) expected from literature absolute mobility da&a][ and the measured value was

increasing in electrolytes of increasing ionic sg#. This result was consistent with
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previous studies [54] and evidenced interactiortsvéen nitrate anions and the positively

charged DDABr-coated capillary surface.
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Figure 2. Electropherograms of HNQ-stabilized maghemite particle subpopulations obtaied with (A)
HPC-coated capillary, (B) PB-coated capillary andC) DDABr-coated capillary.

50 um id x 35 cm fused-silica capillaries (detettiength, 26.5 cm). BGE: (A) 10.5 mBtalanine + 10 mM
HCI, pH 2.9; (B and C) 10 mM HCI, pH 2.0. Temperatw25 ° C. Applied voltage: (A) 10 kV; (B and C}10
kV. Absorbance detection at 200 nm. Hydrodynamjedtion (30 mbar, 3 s). Particle volume fractidn
adjusted to 1.8x10%, with (A and B) 10 mM HN@and (C) 10 mM HCI. Particle identification: numbe
mean diameter <> = 6.8 (1), 8.9 (2) and 10.6 (3) nm.
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A- HPC-coated capillary (n=23)

E3 EZ3

Particle sample o) Corrected Area
P€ " (10° cn12V sY)  (10° cn12V sY) (10° cn12V sY)  (10°cnfVlish (mAU)
Coarse sample 38.0(0.1) 37.5(0.1) 3.1(4.9) 116 (3)
Subpopulation 1 16:-17] 38.7 (0.1) 38.4 (0) 2.0 (1) 79 (4)
Subpopulation 2 T 37.8 (0) 37.4 (0.1) 2.0 (3.6) M1
Subpopulation 3 36.7 (0.2) 36.3 (0.2) 2.0 (4) 84 (1
B- PB-coated capillary (n =4)
Particle sample * J L0 Corrected Area
Pe  (10° cn12V sY)  @10° cn12V sY)  (10° cn12V sY)  (10°cnfVlsh (mAU)
Coarse sample -52.4 (0.2) 42.9(0.1) 42.3 (0) (23 163 (3)
Subpopulation 1 -54.1 (0.3) 44.5 (0.2) 44.1 (0.1) 1.3 (6.8) 161 (1)
Subpopulation 2 -53.5(0.2) 43.4 (0.1) 42.8 (0.1) 1.8 (3.7) 185 (6)
Subpopulation 3 -52.7 (0.1) 42.0 (0.1) 41.4 (0.1) 1.4 (3.5) 159 (3)
C- DDABr-coated capillary (n = 3)

. leo Umax ~ lmean AL10 % Corrected Area
Particle sample 4 55 o2 1 g1 (10° et vLsh (10° cnfVIsY)  (mAUY™
Coarse sample -91.1 (0.2) 46.5 (0.3) 7.6 (3.5) 0@3

Subpopulation 1 -92.0 (0) 48.5 (0.2) 5.5 (3.9) B3y
Subpopulation 2 -92.3 (0) 47.3 (0.2) 6.1 (3.9) 1463
Subpopulation 3 -92.4 (0) 45.7 (0.3) 7.4 (1.1) 1®6

Table 2. Characteristics of the electrophoretic préiles of the HNO;-stabilized particle populations, according to
capillary coating. Experimental conditions: see figre 2

“from measured migration time at the peak apex
“from calculated first-order moment.{t,)

" measured peak area te4,ratio

Figures in parenthesis are RSD in %

In conclusion, good reproducibility was achievediwihe three capillary coatings
tested. However DDABr-coated capillaries appeared be the most suitable for
characterization of cationic particles in termsnoddification time, stability, magnitude of
generated anodic EOF, migration time window andkp®anmetry. Thus, DDABr-coated
capillaries were selected for subsequent expersnent

4.2. Influence of injected particle number

Figure 3A shows the mobility-scaled electrophoretiofiles of the coarse particle
sample obtained for a large range (factor of 50Oparticle volume fractionsb at fixed
injected volume (ca 4.5 nL). These profiles becatisorted with spikes on their high-
mobility side whend exceeded 1.8x10%. Actually, the presence of spikes was previously

reported [26, 36] to occur when aggregates of wargnd undetermined size co-migrate with
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single suspended particles. Despite this distortiotal peak area remained a linear function
of the volume fraction (data not shown). The vaoiatof electrophoretic mobilities
calculated from both measured migration time akgeex and temporal first-order moment,
as a function ofd is represented in Figure 3B. Both calculationddgd the same trend,
demonstrating that peak asymmetry or distortion dal induce an important error in
mobility estimation: particle absolute mobility val increased with volume fraction up to 3-
4x10° % and then levelled off.
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Figure 3. Influence of particle volume fraction® on particle electrophoretic mobility.

A/ Mobility-scaled electropherogram®: 0.2 % (1), 9.0x18 % (2), 3.6x1F % (3), 1.8x1F % (4), 9.0x1G %
(5), 7.2x10° % (6), 3.6x10 % (7). Zoom window on the profiles obtained foe $mallestd values (1.8x18

% (4) to 3.6x1G % (7)). B/ Electrophoretic mobility in terms of niale volume fraction, calculated from
migration time at peak apex (cross) and temporst-firder moment (open circle).

DDABr-coated capillary. BGE: 10 mM HCI. Coarse jice sample (<R> = 8.3 nm). Particle volume fraction
® adjusted by dilution in 10 mM HCI between 0.2 anéx10° % (v/v). Other experimental conditions: see
Figure 2.

Each experimental point is the mean from 4 rephgand error bars stand for + one standard deniatio

A similar variation of the mobility of latex partes measured by LDV was observed
by Fourest et al. [55] with dilution in distilledater. Under comparable conditions Dunstan
et al. [56] also showed that this mobility deperaietended to disappear when dilutions were

performed in saline solutions. However, no geneoalclusion could be drawn in connection
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with these works. In the present study, the surtd@@ge density of the maghemite particles
is governed by an acido-basic equilibrium. We djdore the exact pH of synthesized
ferrofluids, but it is generally nearing 1.5 [5As dilutions were prepared with a 10 mM HCI
solution (pH 2.0), dilution would favor a decreaseositive particle surface charge density,
which would explain measured decreasing mobilityes. Consistent results were obtained
by varying the injection volume (from 0.5 to 12.B)mat fixed particle volume fraction
(1.8x10% %), with peak distortion/spikes appearing overdlL5njected (results not shown),
suggesting that no pronounced peak broadening wagalinjection volume in this range
and that observed phenomena were directly linkedotal particle concentration. For
subsequent studies, optimum retained parameteesnms of peak shape and peak intensity
were 4.5 nL injection volume for a ferrofluid did at 1.8x13 %.

4.3. Influence of applied electric field strength
The influence of electric field strength on paseichobility was studied in the range

57 to 571 V.crit. It can be seen from Figure 4 that particle etgdttoretic mobility as well

as peak dispersion at 10 % height increased witteasing applied electric field strength.
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Figure 4. Influence of applied electric field stregth on particle electrophoretic mobility (cross) anl peak
dipersion at 10% height (open circle)

Experimental conditions: see Figure 3, except fotiple volume fractiond: adjusted to 1.8x19% by dilution
in 10 mM HCI and applied voltage varying betweéhand - 20 kV.

Each experimental point is the mean from 3 repdigand error bars stand for + one standard demiatio
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The plot of electrolyte conductivity in terms ofdipated electric power (details not shown)
allowed estimation of a 5 ° C temperature increassveen extreme applied electric field
strength values, according to Kok’s method [58]otder to estimate corresponding particle
mobility variation, measurements at variable terapee (from 20 °C to 35 °C by 5 °C steps)
were carried out. As a result, a 1 °C temperatucesase over this range involved an average
increase of 1x1® cn?.V.s* in mobility and of 0.2x10 cn?.V = .s* in peak dispersion at 10
% height. Thus Joule heating effect was estimatedontribute for 50 % to the overall
particle electrophoretic mobility increase and 20r% to the overall peak broadening. In the
following study we decided to work with applied &téc field strength of 286 V.cthin

order to minimize Joule heating contribution whi¢aining reasonable analysis time.

4.4. Effect of particle size

The characterization of the three size-sorted @artsubpopulations stabilized in
acidic medium was carried out in a 10 mM HCI elelgtie. Electropherograms
corresponding to individual runs of each subpopotadiffering by about 2 nm in their
number mean diameter (B = 6.8, 8.9 and 10.6 nm) are represented in niplitale in
Figure 5A. Electrophoretic profiles present mobilitispersions at 10 % peak height (Table
2) in agreement with their standard deviation are slistribution provided by analysis of
magnetic curves (Table 1). Under these conditioves,experienced the population of the
smallest size migrated the fastest. Similar el@ttooetic behavior was observed in 5.7 mM
TMAOH, 2.4 mM citric acid (10 mM ionic strength, p6i1) and 5 mM TMAOH separation
electrolytes when analyzing citrate- (Figure 5C)d ahMAOH-stabilized (Figure 5E)
ferrofluids respectivelyxR values were calculated from the number mean demieD\>)
of each particle subpopulation, ranging from 0.8L18. In this range no simple theoretical
model describes the dependence of the particldrefgoretic mobility on ionic strength
without restriction of( potential. Nevertheless, superimposition of oupezkmental data
points on the theoretical plots of reduced mobiiskR product (Figure 1) confirmed their
consistency with theoretical expectations of mopitieing a decreasing function ©R, for
high ¢ potential values.

By using equations (1-3) (Henry’'s Model), calcuthtepotential values were in the
range of 81-90, 78-85 and 65-70 mV for particlearahterized in acidic, citrated or basic

separation electrolytes, respectively. These vdhidsn fact out of the domain of validity of
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Henry’'s model { < 25 mV) and represent relative deviations of ug& % with reference to

values deduced from theoretical plots (Figure 1).
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Figure 5. Mobility-scaled electropherograms of (AB) HNOs-, (C,D) citrate- and (E) TMAOH-stabilized
maghemite particle subpopulations, (A, C, E) injecd separately or (B, D) as mixtures of subpopulatits
having extreme number mean diameter size.

50 um id x 35 cm DDABr-modified (A, B) or unmodifi€C, D, E) fused-silica capillary (detection leimg?6.5
cm). BGE: (A, B) 10 mM HCI; (C, D) 5.7 mM TMAOH +.2 mM citric acid, pH 6.1. (E): 5 mM TMAOH.
Temperature: 25 ° C. Applied voltage: (A, B) — 19; KC, D, E) 10 kV. Absorbance detection at 200 nm.
Particle volume fraction adjusted to 1.0¥1® by dilution in BGE. Hydrodynamic injection: (A8, E) 30
mbar, 3 s; (C, D) particle sample (-30 mbar, BGE (-20 mbar, 6 s), EOF marker (20 mbar, 2 s), B&E
mbar, 2 s). Particle identification: number meaamnukter (A,B) <> = 6.8 (1), 8.9 (2) and 10.6 (3) nm; (C, D)
7.0 (1), 8.9 (2) and 10.3 (3) nm; (E) 6.8 (1) ar®®l @) nm.
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As particle subpopulations were expected to be atadty homogeneous and hence
present the same structural surface charge defisByequivalent per nfi{57]), uniform¢
potential could be assumed, so that electrophoreigration should be only governed by
particle size at a given electrolyte ionic strengitk 10 mM ork = 0.33 nnit in the present
case). In effect, partial separations were obtaineatidic and citrated medium for mixtures
of the two particle subpopulations having the ereenumber mean diameters (differing by
less than 4 nm). Corresponding electrophoreticilpofvere homothetic of the superimposed
profiles of the individual size-sorted populatioffSgure 5B and D). Resolution was of
course limited by the residual intrinsic size dispen of each subpopulation. Thus, for a
given electrolyte type, optimal resolution betweba two subpopulations was obtained for
the ionic strength (i.exR value) providing the best compromise between nreability

difference and peak dispersion, as detailed below.

4.5 Effect of electrolyte ionic strength and conipms

The influence of electrolyte ionic strength on pet mobility and peak dispersion
was studied in acidic medium by varying NaCl coraion (10 to 70 mM) added to the
initial 10 mM HCI electrolyte, resulting ir variations between 0.33 and 0.93 hriigure 6
represents the measured particle reduced mohilitgrims ofcR for the two subpopulations
having mean diameters of 6.8 and 10.6 nm. For angsubpopulation, particle mobility
decreased with increasing ionic strength to annéxdepending on patrticle size: the smaller
the particles, the greater the mobility droppedl &suming uniform zeta potential for both
particle populations, experimental points obtaiaéd given ionic strength were connected
by dotted lines, so as to visualize isopotentialves. Thus, for electrolyte ionic strength
higher than 40 mM (corresponding t&® = 2.2 and 3.5 for <> = 6.8 and 10.6 nm,
respectively), inversion in order of measured phetielectrophoretic mobility could be
highlighted, which means that the larger partidested migrating faster. This inversion is
consistent with theoretical expectations, sincerttieimum of the reduced mobility usR
product at related potential value of about 100 mV is located at eaf ca 2.2. However,
no separation of the preceding particle subpopmriaticould be achieved upon increasing
electrolyte ionic strength. Actually, within thenlit of ionic strength values compatible with
CE experiments, selectivity did not rise enouglffset peak dispersion due to intrinsic size

heterogeneity of each particle subpopulation.
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Figure 6. Theoretical variations of reduced mobiliy Zl = % n_ Vs kR products in accordance with
2&kT 7

Overbeek-Booth theory [41], and superimposed expariental points from analyses of size-sorted
subpopulations having number mean diameter size: <> = 10.6 nm (filled circle) and 6.8 nm (open
circle)

Experimental conditions: see Figure 2 C excepbfarkground electrolyte varying in ionic strengtivieen 10
and 80 mM (10 mM HCI + 0 to 70 mM NaCl, pH 2.0) e volume fractiond adjusted to 1.8x10% by
dilution in respective BGE, and applied voltage:kV.

Each experimental point is the mean from 4 repie#% RSD < 1 %).

Figure 7A shows the shift and shape alteratiorhefrhobility-scaled electrophoretic
profile for the particle subpopulation of numberanediameter 6.8 nm in electrolytes of
various ionic strengths. The variation of peak Widt half height as a function @R (Figure
7B) presents a slight minimum feR values between 2.2 and 2.5 (ionic strength vadfid$
to 50 mM, respectively), which corresponds to tbendin for which particle mobility is the
least sensitive to particle size (minimum in thetpdf reduced mobility v&R product at
related? potential value of ca 100 mV). Figure 7B also esgnts the variation of asymmetry
factora/b, as defined in Figure 7A. FaR < 2.2,a would represent the contribution of the
largest particles of the population (which migrsi@wer) to the peak dispersion amavould
represent the contribution of the smallest onesdwhmigrate faster). Upon increasing ionic
strength up to &R value of 2.2, a greater decreas® is expected, involving an increase in
the asymmetry factor, as observed in Figure 7B.idRor 2.5, symmetrical interpretation can

be set forth with this time the largest particldsttte population migrating faster, which
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would correspond to a greater increasb and so lead to a decrease in the asymmetry factor
after going past a maximum, as observed.
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Figure 7. Influence of electrolyte ionic strength on electrphoretic profile of sorted maghemite particle
fraction of number mean diameter <> = 6.8 nm

A/ Mobility scaled electrophoretic profiles. B/ iation of peak width at 50 % height expressed ibifity unit
(open circle) and of asymmetry factor a/b (crosspdunction okR product. a and b are defined as the half
peak widths at 50 % height on the low- and high-titglside, respectively, as outlined in Figure 7 A
Experimental conditions: see figure 6.

Each experimental point is the mean from 4 repdigand error bars stand for + one standard demiatio
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5. Concluding remarks

CE conditions suitable to properly characterizeoaiti and cationic ferromagnetic
nanoparticles of less than 10 nm solid diametereveet up in this work in the prospect of
featuring further functionalization stages. Speeaténtion was paid to cationic ferrofluids
and DDABr-coated capillaries have turned out taHeebest to prevent wall adsorption, thus
ensuring more reliable mobility measurements. Timpaict of particle concentration on
determined electrophoretic mobility was recognizieat these particles. Experiments
conducted under variable ionic strengths allowedeétter understand the electrophoretic
behavior of these particles, according to the tespbroductkR of reciprocal Debye length
by particle diameter and existing models. In agresmwith these, size dependency of
electrophoretic mobility was observed and tunedvéigying ionic strength. For particles in
the low nm range as the considered ones, the efgxiretic mobility is mainly a decreasing
function of size and the reversed dependency ceflyhbe observed because the high ionic
strengths it requires become out of the range stardi with CE.
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I1.4. Conclusion

L’électrophorése capillaire est apparue comme uit¢hode performante pour la
caractérisation de particules anioniques et cajiees de nature (polymere ou oxyde) et de
taille (submicrométrigue ou nanométrique) difféemnt Dans le cadre de l'analyse de
particules cationiques, différentes stratégies ddifitration du capillaire ont été envisagées
de sorte a supprimer les phénomeénes d’adsorptiaimgitpermettre une mesure précise de la
mobilité électrophorétique de ces particules. Ledllaures performances analytiques ont été
obtenues dans des capillaires modifiés par adsorptun tensioactif cationique : le DDABT.

Il a été montré linfluence de différents paramgtiehérents au choix de I'électrolyte de
séparation, dont la force ionique, la nature eblacentration des co-ions et contre-ions ainsi
qgue le pH, sur la mobilité et la dispersion élegtrarétique des particules. Une séparation en
taille a été obtenue pour des populations de pdescde maghémite dont les diametres
moyens (< 10 nm) different de seulement 2 nm efligx@e a la lumiere des théories
d’Overbeek-Booth qui tiennent compte de l'effet ddaxation. Dans les domaines de
potentiel (> 100 mV) et d&xR (entre 1 et 10) que nous avons explorés, aucxpression
analytique satisfaisante reliant le potenfie-la mobilité électrophorétique n'a encore été
établie. Néanmoins, la représentation de nos \alexpérimentales par des points de
coordonnées kR, mobilité réduite) a permis de retracer un résadr courbes
équipotentielles, en bon accord avec les résolsitimmeériques exactes des équations de

transport proposées par Wiersema [34].
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Symboles et abréviations

Chapitre lll. Caractérisation en charge de nanapaes cceur/coquille bifonctionnalisées

taille homogene

de

a : rayon d’une particule sphérique, m

APTES: 3-(aminopropyl)triéthoxysilane

BGE: électrolyte de séparation

<Dn>: diametre solide moyen en nombre, m

DDABr: bromure de didodécyldiméthylammonium

DLS: diffusion dynamique de la lumiére

| : force ionique de la solution électrolytique, Ihd"

kg : constante de Boltzmann, J*K

LDV: vélocymétrie laser Doppler

m. : coefficient de friction ionique adimensionnell@mion

m.. : coefficient de friction ionique adimensionnel cation
MOPS: 3-(N-morpholine)propanesulfonate

n(-NHs") : quantité de groupements amine ionisés, mole
n(-O): quantité de groupements silanol ionisés, mole

Namine quantité totale de groupements fonctionnels asngméffés
Nsilanol quantité totale de groupements silanol résidaptés greffage
ny: nombre total de groupements fonctionnels ionesbl
NPs: nanoparticles

pK:™¢: pKa des groupements fonctionnels amines greffes
pK=: pKa des groupements silanol residuels

PEG: polyéthylene glycol

PEOS: 2-[méthoxy(polyéthyleneoxy)propyl]triméthoikgee

T . température absolue, K

TEM: microscopie électronique en transmission

TEOS: tétraéthoxysilane

TRIS: tris(hydroxyméthyl)aminométhane

Symboles grecs

a: taux de fonctionnalisation des groupements silanol
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g0 permittivité du vide, C.\-.m™

gr . constante diélectrique du milieu

¢ : potentiel-zéta, V

« : inverse de la longueur Debye;'m

Lep: Mobilité électrophorétique d’une particule?.xi.s*

4 : mobilité réduite

Auep : dispersion électrophorétique’m™.s*

H sy mobilité électrophorétique limite pour une peute présentant uniquement en
surface des groupements fonctionnels aminés iqniség™*.s*

M oy mobilité électrophorétique limite pour une pauteprésentant uniguement en surface

des groupements silanol ionisé<. wi'.s*
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Chapitre lll.  Caractérisation en charge de nanoparticules coeudquille
bifonctionnalisées de taille homogéne

[11.1. Introduction

Les nanoparticules (NPs) magnétiques d’oxyde déofetionnalisées en surface sont
couramment employées dans le domaine biomédical Pimagerie [1], l'ingénierie de
tissus [2], les immunodosages [3], les traitemgats hyperthermie [4], la vectorisation de
médicaments [5] ou encore la purification de ceBuét de protéines [6, 7]. Ces applications
nécessitent une fonctionnalisation de surface gpi@® qui doit étre a la fois non toxique et
biocompatible, mais également permettre un tramspdté pour la localisation de ces
particules dans des zones spécifigues [8]. En putes applications requierent des
populations de NPs monodisperses, de taille infézi@a 100 nm et de capacité d’aimantation
élevée, pour un meilleur contrdle des leurs progsiéphysico-chimiques. En effet, les
propriétés magnétiques des particules dépendartipaiement de parametres physiques tels
gue leur taille et leur forme, leur microstruct@tela phase cristalline dans laquelle elles se
trouvent. Le comportement biologique des particelgdui plus intimement lié a la nature et

a la charge de leurs groupements fonctionnels dacsu

Une estimation de la charge de surface des patiocest couramment réalisée par
microélectrophorese ou vélocimétrie laser Doppldd\(), via la mesure de leur mobilité
électrophorétiqgue. Dans ce contexte, I'applicatide I'électrophorése capillaire a la
caractérisation de nanoparticules s’est développéesours des vingt derniéres années |[9,
10], mais reste globalement limitée a la caracéos de particules anioniques sur des
critéeres de taille, probablement en raison dediffés expérimentales, Dans le Chapitre II,
nous avons surmonté ces difficultés et proposé wdemopératoire, impliquant une
modification du capillaire par un tensioactif caigue (DDABr), permettant la
caractérisation précise de particules cationiquas @lectrophorése capillaire et leur
séparation en taille. Dans un second temps, nous pooposons d’utiliser cette méme
stratégie de modification de surface du capillgieur la caractérisation en charge de

populations de particules cationiques de taille bgeme.
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Dans l'optique d’utiliser des particules magnétifenctionnalisées dans le contexte
d’'un immunodiagnostic, il nous est apparu importdat pouvoir controler la densité de
greffage et donc I'évolution de la charge de swfde ces particules. Les populations de
particules considérées sont des coeur/coquilles emaitg/'silice de taille homogene, mais de
densité de charge priori variable en fonction du rapport molaire entredesx alkylsilanes
utilisés pour leur fonctionnalisation de surfade 3-(aminopropyl)triéthoxysilane (APTES)
et le 2-[méthoxy(polyéthyléneoxy)propyl]triméthoxXgse (PEQOS). Cette
bifonctionnalisation de surface présente un intémétant du point de vue de la stabilité
colloidale que de I'application biologique. La prase de chaines alkyles aminées assure la
stabilité colloidale de la suspension, par les Ispuns électrostatiques entre particules de
méme signe de charge, mais sert également de piancrage pour les étapes de
fonctionnalisation a venir. Quant aux chaines Pp@y€thyléne glycol), elles contribuent a
la stabilité colloidale, par les répulsions stéesjumais présentent également l'intérét, d’'un

point de vue biologique, de minimiser les intemaasi non spécifiques de nature hydrophobe.

Dans un premier temps, l'influence des conditiongpéeimentales, telles que
'amplitude du champ électrique, la quantité detipales injectée, la force ionique et le pH
de [l'électrolyte de séparation, sur la mobilité célephorétique et les performances
séparatives a été évaluée. Dans un second tempgeldéion entre la mobilité
électrophorétique des particules et la densitérd&fage par les groupements amines a été
étudiée. Dans ce contexte un modele a deuy @dant compte de lionisation des
groupements aminés greffés, mais également dep@mants silanol résiduels, a été évalué,
afin de modéliser I'évolution de la mobilité desrtpaules en fonction du pH. A titre de
comparaison, une détermination indépendante du reud groupements amines, greffés a
la surface des particules, a été réalisée par wag#ocolorimétrique avec la ninhydrine.
Enfin, la corrélation entre les résultats de ceadeset les mobilités des particules a été
étudiée
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[11.2. Article 2: Charged-based characterization of nanometric cationic
bifunctional maghemite/silica core/shell particles by capillary zone
electrophoresis

Fanny d’Orlyé, Anne Varennk Thomas Georgelfn Jean-Michel SiaugdeBruno Test&
Stéphanie DescroixPierre Garetl

(1) Laboratory of Electrochemistry and Analyticdi€bnistry (LECA), UMR 7575 CNRS-
ENSCP-Paris6,
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Paris6- ESPCI,
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Abbreviations:
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didodecyldimethylammonium bromide
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Abstract

In view of employing functionalized nanoparticleslRSs) in the context of an
immunodiagnostic, aminated maghemite silica coedl/grarticles were synthesized so as to
be further coated with an antibody or an antigem thie amino groups at their surface.
Different functionalization rates were obtained dpating these maghemite/silica core/shell
particles with 3-(aminopropyl)triethoxysilane (APSE and 2-
[methoxy(polyethyleneoxy)propyl]-trimethoxysilanePEOS) at different molar ratios.
Adequate analytical performances with capillarycetgphoresis coupled with UV-visible
detection were obtained through semi-permanentlaapicoating with didodecyldimethyl-
ammonium bromide (DDABr), thus preventing partieldsorption. First, the influence of
experimental conditions such as electric field rajth, injected particle amount as well as
electrolyte ionic strength and pH, was evaluated.ciarge-dependent electrophoretic
mobility was evidenced and the separation selégtwias tuned according to electrolyte
ionic strength and pH. The best resolutions wertainbd at pH 8.0, high ionic strength (ca
100 mM) and low total particle volume fraction (cGa055%), this eliminating interference
effects between different particle populations ixtores. A protocol derived from Kaiser's
original description was performed for quantitatiohthe primary amino groups attached
onto the nanoparticle surface. Thereafter a cdroelabetween particle electrophoretic
mobility and the density of amino groups at theirface was established. Eventually,
capillary electrophoresis proved to be an easy,diad reliable method for the determination

of nanoparticle effective surface charge density.
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1. Introduction

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (NP8) appropriate surface chemistry
are widely used for numerous applications such & kbntrast enhancement [1], tissue
engineering [2], immunoassay [3], hyperthermia @ijig delivery [5], and protein or cell
separation [6, 7]. All of these biomedical applicas require that these NPs have high
magnetization values and a size smaller than 10@vitmnarrow particle size distribution,
so that particles have uniform physicochemical props. Moreover, these applications also
need tailored surface coating of the magnetic gagj which has to be not only non-toxic
and biocompatible but also to allow a targetabléveey with particle localization in a
specific area [8]. The magnetic properties of thedBs depend upon their physical structure:
their size and shape, their microstructure, ancchemical phases in which they are present.
As for their biological behavior, it depends, indén to the preceding parameters, on their
polydispersity, their charge and the nature ofrtheating. Several techniques are commonly
used to determine these physicochemical param@ershe size of the particle core can be
determined by transmission electron microscopy (JEM]. This technique gives access to
a number mean value and provides details on parScte distribution and shape. It,
however, requires an analysis by image treatmethitamas to be performed on a statistically
significant number of particles. In the case of neg particles, magnetization
measurements can be used not only to determinmaalgeetic properties of particles, but also
to get information on their size distribution. Thiby fitting the experimental magnetization
curve to Langevin function, particle number meamecmadius and polydispersity can be
estimated [10, 11]. Dynamic light scattering (DL&)ows determination of the diffusion
coefficient of colloidal particles which in turn vgis access to particle z-average
hydrodynamic radius and polydispersity [12, 13].cMielectrophoresis and laser Doppler
velocimetry (LDV) are applied for measuring elepinoretic mobilities which can be
converted into Zeta () potentials applying the appropriate model (Henkyickel,
Smoluchowski, ...) with respect tppotential anda values, where a can be assimilated to

the particle core radius amdis the reciprocal Debye length [14, 15].

Over the last two decades, there has been an effoextend CE applications to
nanoparticle characterization [16, 17] as it caavfae information on both particle size
distribution and surface charge density. Moreotteg, selectivity of this separation method

allows characterization of different particle pogtidns (organic [18-25] and inorganic [26-
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30]) in a mixture, as well as detection of impwstipresent in the dispersant medium [31]. To
date, most studies focused on the characterizatioparticles bearing negative electrical
charge, mainly on the basis of their size. Concgyrierrofluids, the work byMorneau et al.
[31] has to be mentioned, that examined the elphtieetic behavior of one neutral dextran-
iron oxide colloid, one cationic oxide colloid arfdur negatively charged ferrofluids
according to the nature of the stabilizing groupadated to the particle surface (lignin
sulfonate, polystyrene sulfonate and alginate).aBrelectrophoretic profiles, typical of
colloidal particles, were reported and the effdcpld, ionic strength and applied voltage on
particle electrophoretic mobility was studied. éfaf authors measured cationic mobilities in
fused-silica capillaries for positively charged tpdes (either functionalized [32, 33] or not
[31]) some others reported more experimental diffies or unexpected phenomena [27, 34,
35]. The first attempt for the CE characterizatafrcationic colloids (amine-modified latex
particles) was described by VanOrman and Maclfireeur ! Signet non défini.] in 1994,
Regardless to particle size, the positive partielkéexhibited exactly the same, apparently
negative mobility, which seems to indicate thattiipbas adsorbed onto the inner wall of the
fused-silica capillaries. These observations maglax why polyaniline particles were
characterized as slightly negatively charged Biy&nkova et al[35] (-1 to -2.5 10 cnf.V°

! sY) in contradiction to the expectations that theagtigles would bear a positive surface
charge. In another study, Quang et al. [27] hidiied the unexpectedly large RSD values
(larger than 100 %) on model parameters (limitingpitity p. and dissociation constant.X
characterizing positively charged metal iron p#etcthat where estimated by fitting
experimental mobility data (as a function of pH)aawo-site dissociation model. These
experimental difficulties were overcome by a fewhaus [36-38], who proposed different
capillary modification strategies in order to eresuteliable mobility measurements for these
cationic particles. In these studies, size-depeneleatrophoretic migrations were shown. To
the best of our knowledge, the CE characterizabod separation of cationic particle
populations, homogeneous in size, but differingh®ycontrolled density of ionizable surface

functional groups have not been reported so far.

In this context, the charge-based separation ofomatric cationic bifunctional
maghemite/silica core shell particles was studigte inner wall of a silica capillary was
modified so as to obtain a positive surface chanmyd thus allow the CE characterization of
cationic particle populations. Eight amino/PEG-fuimicalized core/shell particle populations

were synthesized, homogeneous in size, but diffefy their surface charge density
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according to the molar ratio between the two sildegvatization agents. The influence of
experimental conditions, such as electric fielersgth, injected particle amount as well as
electrolyte ionic strength and pH, on particle #lgghoretic mobility and separation
performances were evaluated. Eventually, the wpalahip between the particle

electrophoretic mobility and the density of attatlaenino groups was investigated.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and reagents

Iron (Il) chloride tetrahydrate, iron (Ill) chlomd(in aqueous solution, 27 % (w/w)),
iron (Ill) nitrate, sodium chloride, orthophosphomcid (85 % (w/w)), hydrochloric acid,
nitric acid, ammonia, acetone, diethyl ether arahgard 1 M and 0.1 M NaOH and HCI
solution Normadoses were purchased from VWR (Stnaig)y France). Tetraethoxysilane
(TEOS), 3-(aminopropyDtriethoxysilane (APTES), sthydroxymethyl)aminomethane
(TRIS), 3-(N-morpholine)propanesulfonate (MOPSYatiecyldimethylammonium bromide
(DDABY), citric acid, N,N-dimethylformamide, profamine, and a Kaiser test kit composed
of solutions of (i) phenol (~ 80 % in ethanol)) ®WCN (in H,O/pyridine) and (iii) ninhydrin
(6 % in ethanol) were provided by Sigma-Aldrich i(@&®Quentin Fallavier, France). 2-
[methoxy(polyethyleneoxy)propyl]-trimethoxysilanBEOS), containing 3-6 ethylene oxide
groups, was purchased from Gelest (Morrisville, RFSA). Water used throughout was

produced by a Direct-Q system (Millipore, Molsheim, France).

Phosphate buffer was composed of 5.1 mjp®, / 7.6 mM NaOH (I = 10 mM), pH
7.0. TRIS buffers of various ionic strength (1 @1mM) and pH values (7.0 to 8.2) were
prepared by mixing with HCl. MOPS buffer was comgm®f 149.5 mM MOPS / 100 mM
NaOH (I = 100 mM), pH 7.4. N,N-dimethylformamide svased as EOF marker at 0.05 %
v/v in buffer

solution.

2.2. Ferrofluid synthesis

Maghemite nanoparticles were prepared by co-pratiph of FE€" and F&" ions

under alkaline conditions as described by Mass:}. [Nanoparticles were then coated by
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citrate anions and dispersed in water [40]. Smhikters of these maghemite NPs were
encapsulated in silica shells. The silica shell i@sned by condensation of TEOS and
further functionalized by addition of a neutral aactationic amino-based silane coupling
agent (PEOS and APTES, respectively). By varyirgAPTES to PEOS molar ratios (from
0.25 to 1.75), particle surface charge densityatdnd tuned [41]. The amount of PEOS was
kept constant (3.4 10mol), while the amount of APTES was varied (betw8e5 10° and
6.0 10* mol). After magnetic settling, particles were waghinder stirring with a mixture of
diethyl ether and ethanol (15:1) and then redigzens the desired separation electrolyte for
CE measurements. For the ninhydrine colorimetrist, tehe particle samples were
ultrafiltered three times in a 100 mM MOPS buffeipéd 7.4 in order to eliminate all traces
of ammonia (synthesis medium). Transmission elactrdcroscopy (TEM) showed that
core-shell particles had a number mean solid diameby> of 40 nm and contained an
average of 4 maghemite NPs (b= 7 nm, determined by magnetization measurements)
per core. On this basis, the core-shell particlume fraction in each sample could be
derived from determination of sample iron contenflame atomic absorption spectrometry.

2.3. CE apparatus and measurements

Electrophoretic measurements were performed with H®*°CE capillary
electrophoresis system (Agilent Technologies, Wialdb, Germany). 50 um id x 35 cm
fused-silica capillaries (detection length, 26.5)dnom Polymicro Technologies (Phoenix,
AZ, USA) were used. Hydrodynamic injections werefpened at the capillary inlet.
Successive injection zones were performed in tHewiing order: neutral marker (20 mbar,
2 s), particle sample (50 mbar, 2 s, otherwise ifipdy and electrophoretic buffer (20 mbar,
2 s). The applied voltage was -10 kV unless otheevdpecified. The temperature of the
capillary cartridge was set at 25 ° C. The detactiavelengths for EOF marker and particles
were 200 and 254 nm, respectively. Prior to firse,ubare fused-silica capillaries were
activated by successive flushes with 1 M NaOH add\W NaOH for 15 min each and water
for 5 min under 925 mbar. For DDABr modification2]4 the capillary column was first
activated as reported before. The initial capillarydification procedure consisted in a 5 min
flush with a 0.1 mM DDABr solution in 10 mM HCI, fowed by a 3 min flush with the
electrophoretic buffer to move out the excess stafg and equilibrate the capillary.
Between each run, the capillary was rinsed with Df®ABr solution for 2 min and with

electrophoretic buffer for 1 min, always under #fierementioned pressure.
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2.4. Ninhydrine colorimetric test protocol

This test is based on the reaction of ninhydrinea \wrimary amino groups leading to
the formation of a chromophore (Ruhemanns Blud))ithdetached from the particle surface
so that an intense blue color develops in the @artlispersion solution [43, 44]. Direct
spectrophotometric quantitation of this chromophatws determination of the total
number of amino groups originating from particleface, using propylamine as a standard
for the determination of the extinction coefficiefihe amino group density (equivalentm
on derivatized core/shell particles can then bevddr from known core/shell particle
diameter and volume fraction in the titrated sampletermined as previously described.
Typically, 100 pL of a dispersion of amino/PEG-ftinnalized core/shell particles ([Fe] = 3
10° mol.L, sample iron content determined by flame atomgogttion spectrometry) were
added to a mixture of 500 pL KCN (in,8&/pyridine), 500 pL pyridine (~ 80 % in ethanol)
and 200 pL EtOH (60 % v/v in water). The mixtureswdaced at 100°C for 3 min. 200 pL
of a ninhydrine solution (6 % in ethanol) were theaded and the mixture was placed at
100°C for 5 min. To avoid any light scattering etiedue to particles in suspension, a final
centrifugation (10 min) was added to the classratocol so as to force the particles into
settling down and to easily sample the supernaldrg.spectroscopic titration of the released
chromophore was performed on supernatant samplés aviUVIKON XL UV-Visible
spectrophotometer (SECOMAM, Alés, France) at 578 osing Suprasil quartz cuvettes
(700 pL working volume, 10 mm pathlength). The Blasample consisted in PEG-
functionalized core/shell particles dispersed ieniical medium, at the same volume

fraction.
2.5. Complementary particle characterizations: THMS, LDV

Transmission electron microscopy (TEM) was used $ore and morphology
characterization. TEM images were obtained usingE®L 100CX2 microscope (JEOL
Europe, Croissy sur Seine, France) operating &e85 DLS and LDV measurements were
performed with a Nano ZS Zetasizer (Malvern Insteam Worcestershire, UK) to
independently determine the particle size distrdng and electrophoretic mobilities for
comparison purposes (electrolyte and temperatundittons identical to those used for CE

measurements).
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3. Results and discussion

To date, cationic colloids have received only dittttention, likely due to more
experimental difficulties in CE separation. The mdifficulty relies on particle adsorption to
the inner wall of the bare fused-silica capillaFp. prevent this adsorption and ensure reliable
mobility measurements of these cationic magnetidgbes, a dynamic modification protocol
of the capillary was optimized in a previous stigyour group [38]. This capillary treatment
involved the double-chained cationic surfactant odetyldimethylammonium bromide
(DDABY), which is known to form a stable flat biley electrostatically adsorbed to the
capillary wall [42]. This modification only requiseshort equilibration time and its semi-
permanent feature allows to perform analyses ifastant-free electrolytes, thus preventing
any possible interaction with particles of interdatrthermore, high-magnitude anodic EOF
are generated so that cationic particles with hadgctrophoretic mobility can migrate
counter-electroosmotically and be detected withshart time under a wide range of ionic
strengths.

In view of employing magnetic NPs in the contextasf immunodiagnostic, amino/PEG-
functionalized core/shell particles were synthesiZer further derivatization with an
antibody or an antigen via the pending amino groaiptheir surface. For this purpose, a
ferrofluid was first synthesized, consisting of amite {-Fe,O3) particles stabilized in an
agueous solution by adsorbed citrate anions ta thaiface. Such particles were further
encapsulated in silica shells and the resultingheagte/silica core/shell was functionalized
with APTES and PEOS (Figure 1).

Hal 3 NHg
— oy
O | O! TEOS e O hefoto
¥/ APTES /PEOS - gt
FFex0y *Fe,04@SI0, Heh “NH;
¥Fe:0:@SIO;
NH,/PEG

Figure 1: Reaction scheme of the synthesis of theamometric bifunctional maghemite/silica core/shell
particles

According to the APTES/PEOS molar ratio introdudeding their synthesis (the amount of
PEOS was kept constant while the amount of APTES waxied), up to eight particle
populations were obtained, homogeneous in sizepahdlispersity, but priori differing by
their surface charge density (Table 1). The surthegge of the particles dispersed in a TRIS
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or a MOPS buffer is ensured by the protonated pynaanino groups at their surface and
should therefore be positive in the pH range 78Ylmeasurements indicated an increase in
mobility when the APTES/PEOS ratio was increasexd With a levelling off for the highest

values.
Core/shell General characteristics Size (nm) Mobility =
population ~ APTES/PEOS Dispersion medium (10° cm”.Vt.sh
NP1 0 Distilled water, 79 (0.083) -11.3
pH adjusted to 7.0

NP2 1 by addition of HNQ 93.3 (0.084) 10.5
NP3.1 0.25 66 (0.072) 4.9
NP3.2 0.5 }rof(')% mm Lr‘é'ls 67.2 (0.088) 8.0
NP3.3 0.75 (12100 mM), pH ’7 0 63.9 (0.086) 9.5
NP3.4 1 ' ' 66.5 (0.069) 104
NP4.1 0.25 78.4 (0.086) 25
NP4.2 0.35 71.5 (0.068) 4.5
NP4.3 0.5 116.5 mM Tris 71.5 (0.084) 6.9
NP4.4 0.75 + 100 mM HCI 68.6 (0.098) 7.9
NP4.5 1 (1100 mM), pH 7.4  78.9 (0.091) 9.3
NP4.6 1.25 73.4 (0.084) 10.2
NP4.7 15 74.4 (0.083) 11.2
NP4.8 1.75 74.8 (0.084) 10.2
NP5.1 0.25 64.2 (0.065) 3
NP5.2 0.35 63.7 (0.101) 4.1
NP5.3 0.5 150 mM MOPS 64.3 (0.064) 7.5
NP5.4 0.75 +100 MM NaOH  63.6 (0.084) 8.2
NP5.5 1 (1100 mM), pH 7.4  62.2 (0.1) 11.0
NP5.6 1.25 63.7 (0.077) 10.6
NP5.7 15 65.4 (0.072) 11.0
NP5.8 1.75 65.7 (0.084) 10.1

Table 1: Designation and characterization of the sythesized maghemite/silica core/shell particle popations

* z-average diameter (in nm) determined by DLSyffigg in parenthesis are polydispersity
. indexes (PDI)
Determined by laser Doppler velocymetry perforrae@5 °C

For comparison purposes, a monofunctional cord/spaiticle population was
synthesized, functionalized with PEOS only. Fig@regpresents the electropherograms of
PEG-functionalized core/shell NPs (NP1) in a baisetl-silica capillary and of amino/PEG-
functionalized NPs in a 1:1 APTES/PEOS ratio (NP2 DDABr-modified capillary. NP1
migrates as a negatively charged analyte (Fig. 2#4jich indicates that residual silanol
groups are still present on this material. When BBis added to PEOS at a 1:1 molar ratio

for particle functionalization, the global chargeNd®2 is measured positive (Fig. 2B).
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Figure 2: Electropherograms of the (A) PEG-functioralized core/shell particles (NP1) and (B)
amino/PEG-functionalized core/shell particles (NP2APTES/PEOS 1:1 molar ratio)

50 um id x 35 cm (detection length, 26.5 cm) (Ajebar (B) DDAB-modified fused-silica capillary. BGEA)
5.1 mM HPO,/ 7.6 mM NaOH (I = 10 mM), pH 7.0 or (B) 10.7 mMig/ 10 mM HCI (I = 10 mM), pH 7.0.
Applied voltage: (A) 10 kV or (B) -10 kV. Hydrodymac injection (30 mbar, 3 s), particle volume fiant0.66
%. Absorbance detection at 200 nm. Temperaturé:@25

APTES/PEOS molar ratio:

0.5 0.75

|

23]
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13

Absorbance (mAu)
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Figure 3: Influence of APTES/PEOS molar ratio on tke electrophoretic mobility of 8 amino/PEG
functionalized core/shell particle populations injeted separately (mobility scaled electropherograms)

50 um id x 35 cm (detection length, 26.5 cm) DDABdified capillary. BGE: 150 mM MOPS/ 100 mM
NaOH (I = 100 mM), pH 7.4. Applied voltage: -10 kMydrodynamic injection (50 mbar, 5 s), particlduroe
is 0.26 %. Absorbance detection at 254 nm. Tempegap5 ° C. Particle identification and characties: see
Table 1 (NP5.1 to NP5.8 series) according to meeticAPTES/PEOS molar ratio.
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The amino/PEG-functionalized NPs at different maiatios (ranging from 0.25 to 1.75)

were further characterized by first optimizing soexperimental conditions, such as electric
field strength, injected particle amouas well as electrolyte ionic strength and pH, with
respect to particle electrophoretic mobility anghasation performances. As an overview,
figure 3 presents the electrophoretic behavior afrBho/PEG-functionalized NPs (NP5.1 to
NP5.8) in 150 mM MOPS / 100 mM NaOH (I = 100 mM} @.4, when injected separately.

Indeed, in these conditions we experienced a mowo® increase in particle effective
electrophoretic mobility, from 4.3 en?.V1s! (RSD = 1.5 %, n = 4) to 17.3 2@&nf.v°

! s1(RSD = 1.1 %, n = 4), over an increasing APTES/PE@ar ratio from 0.25 to 1.75.

3.1. Methodological development for charge-basquhssion

3.1.1. Influence of electric field strength

The separation of the mixture of 4 amino/PEG-furcdlized core/shell particle
populations corresponding to APTES/PEOS molar satemging from 0.25 to 1 (NP3.1 to
NP3.4) was performed in 106.6 mM TRIS / 100 mM HTJ)0 mM ionic strength), pH 7.0,
and the voltage was varied between -5 and - 10ileV the electric field value between 150
and 300 V.crit), -10 kV corresponding to the limiting voltage abavhich current values (>
55.5 HA) are no more compatible with the thermol&tinn capability of the CE
instrumentation. When decreasing the separatiotagelfrom - 10 kV to - 5 kV, particle
mobility decreased by about 10 % and resolutionnditivary significantly (< 5 % increase
for pairs NP3.1/NP3.2 and NP3.2/NP3.4), whereasataysis time increased more than
twice. These variations can be attributed to theebof Joule heating favored by the use of a
high ionic strength electrolyte (100 mM). For fiethexperiments, -10 kV was retained

because of the much shorter analysis times.

3.1.2. Influence of injected particle amount

As expected, we evidenced that increasing injectgldmes up to 5 nL did not
markedly affect apparent peak efficiency but resilltin enhanced signal intensity.
Conversely, injected volumes above 5 nL (correspantb 0.73 % of the capillary volume)
resulted in pronounced extra-column band broadeaimpresolution loss. Thus, a volume of

5 nL was retained as a compromise with respeadolution and sensitivity.

169



Concerning the influence of the particle volumefi@n in the injected sample, and so as to
evidence potential interferences between diffeqganticle populations, separations of the
mixture of 4 amino/PEG-functionalized core/shelitigée populations (NP5.1, NP5.3, NP5.5
et NP5.7) were performed at two particle volumeticans differing by a factor of 4 (0.26 %
and 1.04 %, respectively), and the electropherognasre compared with those obtained by
injecting each particle population separately atghrticle volume fractionf 0.26 % (Figure
4A and 4B). Thus, we evidenced that when the pgargmpulations were injected as a
mixture, in this volume fraction range, the lesshife particles were speeded up, as if they
were dragged by the more mobile ones, as alregulyrtexl in the literature concerning the
mixture of different oxide particle populations [28levertheless, it is to be emphasized that
dilution weakens these interferences which becoimeost negligible at a total particle
volume fraction of 0.055 % (under these conditiadhs, limit of detection was estimated to
ca5 10’ %).

23] | A 23
Z18 (1) Z18
£ £
13 Q13
T 3
28 (2) 28
(@] o
3 3
<3 < 3
) -2 , sl
1 6 11 16 1 6 11

16
Hep (10° cm2.V1st) Hep (10° cm2.VisT)

Figure 4: Influence of particle volume fraction onthe electrophoretic separation of the mixture of 4
amino/PEG-functionalized core/shell particle populéions (NP5.1, NP5.3, NP5.5 and NP5.7)
Experimental conditions: see Figure 3 except fatigla volume fraction (A) 1) 0.26 % for each pogtibn
injected separately and 2) 0.26 % (total volumetfom) in the mixture of 4 populations and (B) 12® % for
each population injected separately and 2) 1.04o%l(volume fraction) in the mixture of 4 poputats.

3.1.3. Influence of BGE ionic strength

The separation of the mixture of 4 amino/PEG-furalized core/shell particle
populations (NP3.1 to NP3.4, Table 1), for whichTAFS/PEOS molar ratio ranged from
0.25 to 1, was performed in TRIS buffers, pH 71t0vaious ionic strengths (between 1 and

100 mM). A marked increase in resolution betwednpalrs of particle populations was
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evidenced upon increasing electrolyte ionic stiengs shown in figure 5. Best analytical
conditions will thus imply working under 100 mM ienstrength, as this otherwise does not
prejudice particle stability.
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Figure 5: Influence of ionic strength on the elecwphoretic separation of the mixture of 4 amino/PEG
functionalized core/shell particle populations

50 pum id x 35 cm (detection length, 26.5 cm) DDABdified capillary. BGE: (A) 10,7 mM TRIS / 10 mM
HCI (I = 10 mM), pH 7.0 and (B) 106.6 mM TRIS/ 166M HCI (I = 100 mM), pH 7.0. Hydrodynamic
injection (20 mbar, 2 s), particle volume fractidh33 % of each population. Applied voltage: -10. kV
Absorbance detection at 200 nm. Temperature: 25 ° C

Particle identification and characteristics: NP@ften square), NP3.2 (open diamond), NP3.3 (opeteriand
NP3.4 (cross) as defined in Table 1.

For further discussions, each particle populati@s wharacterized with respect to its
effective electrophoretic mobility ¢, calculated from migration time at peak apex, and

electrophoretic dispersion, determined as peakhmudeasured at half heighfey). The
electrophoretic mobility was next converted intadueed mobility /), according to

Equation (1), and plotted as a function of tke product (Figure 6A), where is the
reciprocal Debye length and a the particle radiesgrmined by DLS):

2en

H= 3,6 kT

Hep Eqg. (1)

wheren, €, &, ks and T stand for BGE viscosity, dielectric vacuusarrpittivity, relative
dielectric permittivity , Boltzman constant and fgenature T.
It is to be mentioned that is directly related to electrolyte ionic strengthaccording to

equation (2):

k(nm™) = 3.288,/1 (mol.L™) in water at 25 °C Eg. (2)
Superimposed in Figure 6A is the expected depemd@fcthe reduced mobility ora

product for different values of-potential (isopotential curves are representedlashed)
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obtained from interpolation of the exact numerisalutions to the transport equations
proposed by Wiersema [45] (case of a rigid, nordacting sphere in a 1:1 electrolyte with
the arbitrarily chosen dimensionless ionic dragffoments m, = m = 0.184 at T = 25°C).
From these curves, we could estimate ¢igotential variations undergone by the particles
under the influence of the electrolyte ionic stiténg

Over increasing electrolyte ionic strength (i.ecr@asingk values), the effective
electrophoretic mobility of the core/shell partigdepulations decreased to an extent that is
independent on particle charge density, which mimescent of retention variations in ion
exchange chromatography for analytes having funatived groups of identical valency. In
other words, the difference in mobilities betweew particle populations was roughly kept
constant, over the whole range of ionic strengtidisd, as can be seen in Figure 6A (dotted
lines and directional arrows are guides for thespyéds the particle populations were
homogeneous in size, the selectivity of the sefarahould only be governed by the particle
charge. Consequently, an increase in effectivecseittes (defined as the ratio of the
effective mobilities [46]) from 18 to 29 %, considey each pair of particle populations, was
evidenced upon increasing ionic strength, from 1169 mM, this trend being more
pronounced for the particle populations havingltiveer charge density.

Obviously, peak widths at half heiglfti(;) were also influenced by electrolyte ionic
strength, and a sharp decrease in peak width (6nto 96 %) was experienced over
increasing ionic strength values from 1 to 100 nad,shown in figure 6B. According to
previous observations, this variation in particlelitity dispersion cannot be attributed to
particle sample heterogeneity in charge, as relatotribution to the electrophoretic
dispersion would keep constant while varying thexiblyte ionic strength. Neither can it be
due to a reversed stacking effect as long as thee sariations in peak dispersion were
observed when the particle dispersion medium wasst#paration electrolyte itself, thus
ensuring electrical conductivity continuity (resuftot shown). However, we can assume that
this variation results from particle sample heterogjty in size, as related contribution to the
electrophoretic dispersion can be tuned by varyhng electrolyte ionic strength, due to
retardation forces described in the Overbeek-Bdb#ory [47, 48]. Indeed, for a given
particle population, assuming a uniform surfacerghalensity of these particles at a fixed
electrolyte ionic strength (i.e. fixec)), the expected particle mobility dispersion redate
particle size heterogeneity should be derived fritv@ slopes of the isopotential curves

represented in Figure 6A. Thus, and consistentlh veur experimental observations, it
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appears that mobility measurements (and hence ityotiispersions) would be less sensitive
to particle size dispersion at the highest elegteoionic strength and lowest surface charge
density, which both contribute to lower zeta patnvalues. Eventually, a levelling in
particle electrophoretic dispersion could be exgeaiver further increases in ionic strength.
In this case, the residual constant particle edpttoretic dispersion would reveal the
intrinsic particle sample heterogeneity in charge.
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Figure 6: Influence of ionic strength on (A) the reluced mobility and (B) the electrophoretic dispersin at
half peak height Ap.p) of amino/PEG-functionalized core/shell particle ppulations (NP3.1 to NP3.4)
Experimental conditions and particle identificatisee Figure 5, except for BGEs: 106.6 mM TRISU &M
HCI, pH 7.0, (I = 100 mM), or diluted twice (I = 56M), or diluted 10 times (I = 10 mM), or dilute@d times
(=1 mm).

Each experimental point is the mean of 3 replicated the error bars (not always visible) stand#fasne
standard deviation

Superimposed on figure (A) is the expected depeselai the electrophoretic mobility owa product for
different values of-potential (isopotentials are materialized in dashmes) obtained from interpolation of the
exact numerical solutions of the transport equatiproposed by Wiersema (case of a rigid, non cdiduc
sphere in a hypothetical 1:1 electrolyte with thgitearily chosen dimensionless ionic drag coeffite m= m
=0.184 at T = 25°C)

Dotted lines joining experimental points and dii@tal arrows are just a guide for the eyes
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3.1.4. Influence of BGE pH

A preliminary study was performed in a 2 to 9 phhge, for the NP2 particle
population (APTES/PEOS molar ratio 1:1), with BGisvarious composition but constant
ionic strength (10 mM). The positive electropharetnobility exhibited by the particles
remained rather constant in the pH range from 2,tand then gradually decreased with a
graphical extrapolation (see below for the modedding to a zerog4for pH 11.

A deeper study was then performed on 8 amino/PHE@tinalized core/shell
particle populations (NP4.1 to NP4.8) of varyingface charge density (APTES/PEOS
molar ratio ranging from 0.25 to 1.75). As we aintedhighlight the influence of BGE pH on
particle electrophoretic mobility, parameters sashco-ion nature, counter ion nature and
concentration as well as the overall electrolyteidastrength were kept constant. Thus, the
range of pH explored (from 7 to 8.2) was restricadits lower limit by the buffering
capacity of a TRIS / HCI electrolyte with 100 mMhio strength and at its higher limit by the
dissolution of the particle silica shell. A genedalcrease in particle electrophoretic mobility
(from 26 to 92 % according to populations) was emited over increasing BGE pH from 7
to 8.2 as can be seen in Figure 7. Considering lpbpas of uniform particle size in
electrolytes of fixed ionic strength (i.eca product constant), the variation of their
electrophoretic mobility g in terms of pH should only be attributed to condgant
variations of their surface charge density at theas plane due to variations of ionization
degree of their amino groups introduced by APTES$vdgzation and residual silanol
groups.

A two-site dissociation model was tested so asttiné electrophoretic mobility data
of Figure 7 as a function of pH. This model relgsthe assumption that: (1) the number of
total ionizable functions,m(i.e. the sum of the number of amino and residuahol groups,
Namino @Nd Rilanoy respectively), remains constant; (2) each ofdéhe® functions has a single

pKa value, pK:™*© and pK:*, respectively. For each function, the number cdrgkd

groups n(-NH" and n(-O), for ionized amino groups and ionized silanol ups,

respectively, can be expressed as :

+ ] — namino
n(_ NH3 )_ 1+1CpH—pK§mi"e Eq (3)
N(-07) = — slanol__ Eq. (4)

silica _
1+10P% ~P"

The derivatized NPs effective mobility can thenyéten as follows:
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1 +(@1-a) 1

pH_ng\mine ﬂ(-NHg*) 1+1opK§i”ca—pH p’(_of)

:uef'f = Eq (5)

a
1+10
wherea stands for the derivatization rate of initial st&mto amino groups (n(-N¥J) to ny

ratio) and H s and H oy stand for the limiting electrophoretic mobilitied NPs

containing only amino or silanol groups, respedyive
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Figure 7: Influence of BGE pH on the electrophorett mobility of 8 amino/PEG-functionalized core/shell
particle populations (NP4.1 to NP4.8)

Experimental conditions: see Figure 3, except fgdrbdynamic injection (50 mbar, 2 s), particle voki
fraction (0.055 %) and BGEs (all of 100 mM ionicestgth): 106.6 mM TRIS/ 100 mM HCI, pH 7.0; 110.4im
TRIS /100 mM HCI, pH 7.2; 116.5 mM TRIS / 100 mMCH pH 7.4; 126.2 mM TRIS / 100 mM HCI, pH 7.6;
141.6 mM TRIS / 100 mM HCI, pH 7.8; 165.9 mM TRISG0 mM HCI, pH 8.0; 204.4 mM TRIS / 100 mM
HCI, pH 8.2.

Each experimental point is the mean for 3 repleated the error bars (not always visible) stand+fame

standard deviation.
Inserted electropherograms show the separatiorh@fntixture of 8 amino/PEG-functionalized core/shell

particle populations, total particle volume fraati®.055 x 8 %, for pH 7.0, 7.4 and 8.0.
Dotted lines represent the plot of the two-sitesdisation model proposed for description of mopilit
variations.

A curve fitting procedure was employed consistimgrinimizing the mean quadratic
deviation (defined as the average value of thereguaf the deviations between experimental

and calculated mobilities) for the 8 mobility cusyey concurrent adjustment of variable
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parametersy . H_yyzyr PRI, K™ and a, using Excel solver. The adjusted

parameter values giving rise to optimal fitting green in Table 2. Under these conditions,

estimatedy,_, and #_ ., values were -16.6.10and 35.5.18 cn?.V1s?, respectively.
The He oy should correspond to the electrophoretic mobibty NP1 at high pH (full

dissociation of silanol groups). For comparisonposes, the electrophoretic mobility of this
population was measured equal to -23.8 £87.V1.s' in an electrolyte composed of 5.1
mM HzPQO,/ 7.6 mM NaOH, 10 mM ionic strength (pH 6.9) at €51n spite of the neutral

pH conditions, this value is higher than the estiadaj(_o_)value which is consistent with a

measurement performed at much lower electrolytécistrength. On the other hand, the

estimateq/ value is consistent with the fact that it should bigher than the

(-NH3")
experimental values for the particle populationresponding to the highest APTES/PEOS
ratio (NP 4.8) namely 21.2.P@n?.V'.s' in an electrolyte composed of 106,6 mM TRIS /
100 mM HCI (100 mM ionic strength), pH 7.0. Conamtly, estimatedpK *™ “and pK

values were 9.1 and 7.5, respectively, which if&inaccordance with the current pKa values
for amino functions, but higher than expected asafasurface silanol groups are concerned
(around 6 [49, 50]). Nevertheless, the presenagedhbor amino groups might shift acido-
basic properties of silanol functions. As for therease of the estimatedvalues when the
APTES/PEOS ratio increases, it is consistent withircreasing amount of amino groups
attached on the NPs.

Amino group o ox N .
ArZE:Ea‘?/rFa)E(?S density; a** u(—O') ﬂ(_ NH ) pK:hca *x pKaamln € x
(eq.nm”) (10°cm?V?ish) (0% ecm?vils?
0.25 0.31(54) 0.32
0.35 0.28(34)  0.36
0.5 0.48 (24)  0.44
0.75 0.64 (21)  0.49
T 085 (11— 0.56 -16.6 35.5 7.5 9.1
1.25 1.25(10) 0.61
1.5 1.35(10)  0.62
1.75 1.13(27)  0.64

Table 2: Model parameters | _,., , pK2amne, pKs'= and a estimated by fitting experimental mobility data

ﬂ_ +y 1
(-NH3")
(as a function of pH) for amino/PEG functionalizedparticle populations (APTES/PEQOS ratio ranging fran 0.25 to

1.75) to a two-site dissociation model (all mean gdratic deviations between experimental and calcutad mobilities <
0.045 cm.v%s? and average value of theses mean quadratic deviatis equal to 0.023 cfivV2s?).

* As determined by ninhydrine colorimetric tesgures in parenthesis are RSD % (n = 3)
** Operating CE conditions: see Figure 7
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Considering the influence of pH in the range ofir@.0 to 8.0 on the separation of a
mixture of the 8 amino/PEG-functionalized core/kpekticle populations, a strong increase
in resolution (of about 50 %) was observed fromcas be seen from the inserted
electropherograms in Figure 7. For the sake ofxamele, (1) the effective selectivity for
the particle population pair NP4.3 / NP4.4 increlakeearly by about 12 % on going from
pH 7.0 to pH 8.0; (2) peak efficiency remained ¢ansfrom pH 7.0 to pH 7.6, and then
doubled from pH 7.6 to 8.0. It has to be noticedtttaround pH 7.0, the three particle
populations NP4.6, NP4.7 and NP4.8 comigrated |tiegun a single asymmetric peak, and
around pH 8.0, started to separate, resulting o partially resolved peaks. Eventually, we
noticed a decreasing resolution for pH values highan 8.0. From the exact numerical
solutions of Eq. 5 for arbitrarily chosen pH valuesd using previously determined

parametersu(_o_), H gy PKE™, K™=, we evidenced that maximum mobility difference

between two particle populations of different saefadharge densities should be reached for
pH 8.1 (whatever the. values). This could partially explain the maximumresolution

determined around pH 8.0.
3.2. Quantitatiorof the effective number of attached amino grouppanticle surface

So as to quantify the effective number of amincugsattached to particle surface, a
ninhydrine colorimetric test protocol derived froaiser’s original description [43] was
performed on particle samples. Particle dispersioa TRIS buffer was not compatible with
this colorimetric test protocol, as it containsnpary amines and would thus induce a
background signal. In this context, synthesize@/(strell particles were dispersed in a MOPS
buffer (100 mM ionic strength), pH 7.4. Under thesenditions, figure 8A shows the
absorbance responses to the ninhydrine colorima&st obtained for 8 amino/PEG-
functionalized core/shell particle populations (NP5o NP5.8). An increase in the
absorbance response over increasing the APTES/REQ& ratio reveals an increasing
number of titrated amino groups originating fromrtjgée surface. However, high relative
standard deviation values were obtained for thiasueements (RSD up to 54 %), as can be
seen from the error bars on Figure 8A. This camXjgained by the inherent experimental
difficulties linked to the ninhydrine colorimetriest protocol that is the sampling of small
volumes of viscous reagent solutions and a chameaction whose the yield of which

may be affected by many experimental factaisch as the heating time or even the bath
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Figure 8A: Influence of APTES/PEOS molar ratio on éctrophoretic mobility and absorbance measured

at 578 nm as a response to the ninhydrine colorimét test for 8 amino/PEG-functionalized core/shell
particle populations (NP5.1 to NP5.8)

Experimental CE conditions: see Figure 3

Experimental conditions for the ninhydrine colorinetest: see experimental part

Each experimental point is the mean of 4 and 3iaajgs for mobility and absorbance measurements,
respectively, and the error bars standtf@ne standard deviation.

Figure 8B: Plot of the calculated amino group den$y on derivatized core/shell particles (calculatedrom
the ninhydrine colorimetric test data) in terms of the derivatization rate of initial silanol into amino
groups a (values from Table 2)

Experimental conditions: see Figure 8.A
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temperature, but also by the unusual biphasic systéus, differences in absorbance levels
appeared to be insignificant for the three high&TES/PEOS molar ratios. It is to be
mentioned that no lack of reactant can be blameddainhydrine was introduced in large
excess. Amino group densities (equivalenfhon derivatized core/shell particles derived
from the absorbance responses to the ninhydrineriowtric test are given in Table 2.
Concerning CE experiments, a monotonous increasenability was evidenced over
increasing the APTES/PEOS molar ratio (Figure 8#&)ich is consistent with the increasing
amount of amino groups determined by the ninhydallorimetric test. Moreover, it is worth
noting that much lower RSD values 1.5 %) were obtained on mobility than on absorbanc
measurements. It is also to be noted that a lexgedif in mobility values occurs at the higher
APTES/PEOS molar ratios, consistently with the ooeserved for absorbance
measurements. This tendency can be explained bjusaton of the particle surface by the
amino groups, due to a decrease in reactivity @& #ilane reagent at the highest
concentration. In addition to this, on analogy wiitle behavior of polyelectrolytes [51, 52],
possible concomitant charge condensation effecisanaur. In effect, for the three highest
APTES/PEOS molar ratios, the mean distance betwkarges can be estimated to 0.9 nm
(using data of Table 2), which is close to the gadfi Bjerrum length for water at 25 °C, 0.7
nm. Figure 8B shows the correlation between parichino group charge densities derived
from ninhydrine colorimetric test and derivatizaticates of silanol into amino groups,
estimated previously from the two-site dissociatiolodel (Table 2). A fairly linear
relationship was observed between both parame®rs §.90), which indicates that the two-
site dissociation model proposed can provide a gapproximation. However, the y-
intercept different from zero indicates either amderestimation of the amino group density
by the ninhydrine colorimetric test or an overesitilon ofo values. This may arise from: (1)
an overestimation of the effective extinction caméint for the colored product of the
reaction between the ninhydrine and the amino gyaafpached to particle surface, when
assimilated to the one of propylamine; (2) a retenof the anionic blue chromophore of the
ninhydrine reaction to the particles bearing catagroups [44]; (3) an approximation in
considering NP1 as a blank sample; (4) an increatiee number of total ionizable sites, n
of the silica shell upon increasing APTES/PEOS m@to at constant PEOS concentration,
due to a competitive effect between the two silasthis stage, the present results are
nevertheless in favor of a direct, although reltidetermination of the particle surface

charge density, employing electrophoretic mobiitgasurements.
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4. Concluding remarks

Capillary electrophoresis has proved to be an w#Wecmethod for the charge-based
characterization of nanometric cationic bifunctiomaaghemite/silica core/shell NPs. A
charge-dependent electrophoretic mobility was destrated and best resolutions were
obtained at pH 8,0, high ionic strength (ca 100 navi)l low total particle volume fraction
(c.a. 0.055%), for which negligible interferencéeefs were highlighted between different
particle populations in mixtures. A ninhydrine caoetric test protocol was performed to
determine the amino group density on the surfadgfohctional maghemite/silica core/shell
NPs. Thereafter, a correlation between this ammomdensity and the derivatization rate of
silanol into amino groups derived from electropticremobility measurements was
demonstrated. In conclusion, capillary electropbisr@ppears as an easy, fast and reliable
method for determination of nanoparticle effectsteface charge densities. In view of the
development of an immunodiagnostic, the characgaa of these bifunctional particles will
further allow the selection of the appropriate hatcfor subsequent coating with an antibody

or an antigen.
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[11.3. Conclusion

L’électrophorése capillaire est apparue comme uiéthode performante pour la
caractérisation en charge de NPs cationiques Hitommalisées. Une mobilité
électrophorétiqgue dépendant de la charge a étéenigeidence et les meilleures résolutions
ont été obtenues dans des électrolytes de pH mwothe8 et de forces ioniques élevées
(environ 100 mM) pour des mélanges de populatiorpaicules de fraction volumique
totale égale a 0,055 % (v/v), teneur en solide paquelle les effets d'interférences entre
particules deviennent quasi négligeables. Le podoae dosage colorimétrique des
fonctions amines par la ninhydrine, initialementritépar Kaiser [11], a été adapté au cas
d'un systéme biphasique, pour le dosage des groemsnamines greffés a la surface des
particules coeur/coquille maghémite/silice. Une rorcorrélation a été montrée entre les
résultats du test colorimétrique et le taux defggef estimé par électrophorese capillaire
suivant un modéle a deux pKActuellement, I'erreur importante qui subsiste lBumesure
colorimétrique (10 % < RSD < 54 %) ne permet pasetelre quantitative la détermination
du taux de greffage par simple mesure des mobiétéstrophorétigues. Néanmoins, la
précision de la mesure des mobilités électrophgués (RSD < 1,5 %) en fait une méthode
simple, rapide et précise, pour une déterminatedative du taux de fonctionnalisation des
nanoparticules. En vue du développement d’'un imrdiagmostic, cette étude devrait donc
permettre la sélection des populations de parscajgropriées pour un greffage ultérieur

avec un anticorps ou un antigene.
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Symboles et abréviations
Chapitre IV. Développement d’un nouveau protoc@ertesure mettant en jeu
I'électrophorese capillaire pour la déterminatiencdefficient de diffusion collectif de

nanoparticules

a : rayon d’une particule sphérique, m
BGE : électrolyte de séparation

C: concentration, molt

CE: électrophorése capillaire, mof.L

C, : concentration du front, molL

C: concentration moyenne sur une section transwirsmpillaire
d: diameter solide d’'une particule sphérique, m

In dy. valeur moyenne de In d, parametre de la loi dé&ibligion en taille de type log-
normale

dmax : diameétre solide modal, m

<d\>: diameétre solide moyen en nombre, m

D : coefficient de diffusion, fs*

Do: coefficient de diffusion & dilution infinie, fis*

D.: coefficient de diffusion collectif, A

Ds: coefficient de d’auto-diffusion, frs™

DDABr: bromure de didodécyldiméthylammonium

DLS: diffusion dynamique de la lumiére

| : force ionique de la solution électrolytique, Inhd"

k: coefficient de dispersion, 1s*

kg : constante de Boltzmann, J:K

Lc: longueur totale du capillaire, m

Lp: longueur utile du capillaire (de I'entrée du digpie a la fenétre de détection), m
M: masse de solute dans une zone d’injection, g

P(d): loi de distribution en taille

Pe : nombre de Péclet

AP : surpression imposée en entrée du capillaire, Pa

r : coordonnée radiale, m

Rc: rayon du capillaire, m
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t:temps, s

tr: temps de rétention (de I'entrée du capillaira éehétre de détection), s
T : température absolue, K

TDA: analyse de la dispersion de Taylor

u : vitesse du fluide en écoulement laminaire;’m.s

X : coordonnée axiale, m

Symboles grecs

n : viscosité du milieu, Pa.s

k : inverse de la longueur Debye'm

oo écart-typeparametre de la loi de distribution en taille deetyog-normale
o> variance temporelle du profil d’élution, niin

®: fraction volumique en particule, % (v/v)

A: coefficient d’interaction interparticulaire

T: temps de rétention réduit
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Chapitre 1V. Développement d’un nouveau protocole de mesure nant en
jeu l'appareillage d’électrophorése capillaire pourla détermination du
coefficient de diffusion collectif de nanoparticuls

IV.1. Introduction

La connaissance des coefficients de diffusion saprie un grand intérét pratique car
c’est un parametre clé pour nombre de procédésiquait des colloides, tels que la
sédimentation, la filtration sur membrane ou enaaeaines applications biochimiques [1,
2]. Elle permet également d’accéder de maniére labsa la détermination des rayons
hydrodynamiques. Considérant une population décpées monodisperse, la diffusion d’une
particule est influencée par la présence de sesnesi. Ainsi, il faut distinguer le coefficient
d’auto-diffusion 0, d’une part, qui décrit la trajectoire fluctuardaine particule unique
parmi d’autres, et le coefficient de diffusion eallif D., d’autre part, aussi appelé coefficient
de diffusion mutuelle, qui décrit la relaxation d’gradient de concentration et apparait dans
la loi de diffusion de Fick. Si Det D. coincident a dilution infinie (), ils different dans le
cas de suspensions plus concentrées ou ils soedtedf tous deux par les interactions
interparticulaires : interactions hydrodynamiqueangmises par le solvant et interactions

colloidales directes [3, 4].

D’un point de vue expérimental, la diffusion dyngoe de la lumiere (DLS) est la
méthode la plus couramment employée pour déterrtésearaleurs de B L'idée d'étudier la
dispersion d’'une zone d’échantillon au sein d’'uoutement laminaire comme technique
alternative pour la détermination des coefficiedgsdiffusion de molécules a été présentée il
y a de nombreuses années dans un article de GorT&yl Cette méthode a été employée
pour la détermination des coefficients de diffusianalytes en phases gazeuse [6] ou
liquide [7-9], purs [7, 8] ou dans des mélangesinas [6, 9]. Elle a également été appliquée
pour la caractérisation en taille d’objets tels gee clusters de NPs de platine recouverts de
tensioactifs [10] ou des clusters de NPs d’or rgeds de thiols [11]. Plus récemment,
linstrumentation d’électrophorése capillaire s’esintrée particulierement adaptée a la mise
en ceuvre des mesures de coefficients de diffusior’gnalyse de la dispersion de Taylor
(TDA), car elle offre toutes les fonctions d’injext, de détection et d’acquisition des

données en un unique appareillage automatisé [JL2-17
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En vue d'utiliser des particules magnétiqgues cdiités fonctionnalisées par des
antigénes dans le contexte d’'un microsysteme dédlilnmunodiagnostic en phase liquide,
la connaissance du coefficient de diffusion coifedes particules nous est apparue un
paramétre clé. En effet, contrairement au test BLd8 I'un des partenaires de l'interaction
immunologique est immobilisé sur la surface inteties puits de la plaque de microtitrage,
cette approche expérimentale tend a mimer lesactiensin vivo en rendant partiellement
ses degrés de liberté a I'espéce immobilisée arface des particules colloidale. De plus,
pour un systeme miniaturise, les mécanismes dantem et de séparation qui seront mis en
jeu dans le cadre de 'immunodiagnostic seront a&mig contrdlés par les phénomenes de

diffusion.

Dans un premier temps, nous nous sommes attachéglaer l'influence des
différents parameétres instrumentaux (dimensions cdpillaire, pression imposée) sur
analyse de la dispersion de Taylor, lors de saemeén ceuvre a l'aide d'un appareil
d’électrophorése capillaire. La détermination desfficients de diffusion collectifs moyens
de populations de particules de maghémite, homagéegoar leur nature et leur charge de
surface (cationique), mais dont les diametres moyenl0 nm) different d’environ 2 nm, a
ensuite été étudiée. A titre de comparaison, uterméation indépendante des coefficients
de diffusion des particules a été réalisée par [Efin, I'influence de la fraction volumique
en particules solides ainsi que celle de la fooregue de la solution de dispersion sur les
mesures des coefficients de diffusion collecti&g@amise en évidence et les résultats discutés

en termes d’interactions inter-particulaires.
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IV.2. Article 3: Determination of nanoparticle diffusion coefficients by
Taylor dispersion analysis using a capillary electsphoresis instrument

Fanny d’Orlyé, Anne Varenne, Pierre Gareil*

J. Chromatogr. AL204(2008) 226-232

Laboratory of Electrochemistry and Analytical Chetry (LECA), UMR 7575 CNRS-
ENSCP-Paris6

Keywords:

ferrofluids, brownian particles, collective diffosi coefficient, Stokes radius, particle
interactions

Abstract

The collective diffusion coefficient ® of diluted suspensions of positively charged iron
oxide maghemite particles was experimentally ingastd using a capillary electrophoresis
instrument on the grounds of Taylor dispersion the€@onditions for this approach to be
applicable to nanoparticles of mean solid diamégow 10 nm were set in this work,
enabling precisions on determination of less than 2 % RSD. Significardifferent D
values were thus measured for particle populatébfisring in solid number mean diameter
by only 2 nm. The obtained values were comparethéoz-average diffusion coefficient
derived from dynamic light scattering (DLS) expeeims and used for the calculation of the
Stokes radius. The measured diffusion coefficiappeared to be dependent on particle
volume fraction and electrolyte ionic strength. S&@@bservations were eventually discussed

in terms of particle interactions.
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1. Introduction

The knowledge of diffusion coefficients is of grgmactical relevance because it is a
key parameter in a large number of processes imgleolloids, such as sedimentation,
membrane filtration and a number of biochemicalliappons [1,2]. When considering a
population of monodisperse particles, the diffusmetion of one particle is influenced by
the presence of its neighbors. Indeed, one shoigiihguish between the self-diffusion
coefficient I on the one hand, which describes the fluctuatiagdtory of a tracer particle
among others and is obtained by a time averagbeoposition correlation function, and the
collective diffusion coefficient B, also termed gradient or mutual diffusion coeéfdion
the other hand, which describes the relaxation obmcentration gradient, and appears in
Fick’s law of diffusion. @ and I coincide at infinite dilution (B) but differ for more
concentrated suspensions where they both depend interparticle interactions:

hydrodynamic interactions mediated by the solvewitdirect colloidal interactions [3,4].

From an experimental point of view, dynamic lightigering (DLS) has become the
most popular technique to determing ¥alues. The idea of using the dispersion of atsolu
plug in a laminar Poiseuille flow as an alternatitechnique to determine diffusion
coefficients of solute molecules was presented liimg ago in Taylor’s classic paper [5].
This method is attractive as it offers a possipilfor a fast evaluation of diffusion
coefficients and thus estimation of the effectivienehsions of the particles in a given
solution (the Stokes radius). This method was usedetermine diffusion coefficients of
analytes in gaseous [6] or liquid phase [7-9], egithure [7,8] or in binary mixtures[6,9].
Taylor dispersion analysis (TDA) was also applieat the size characterization of
nanoparticles such as surfactant-protected platiolusters [10] or thiolate-protected gold
clusters [11]. More recently, capillary electropésis (CE) instrument was shown to be
particularly well suited for performing TDA as itffers all the functions of injection,
detection and data acquisition in a single autochaggaratus [12-17]. Bello et al. [12] first
demonstrated the very high reproducibility of teehnique and reported relative differences
between experimental and tabulated diffusion coeeffit values of less than 2 % for both
small ions and proteins, in the absence of solwkimeraction. For the case of polydisperse
polymers, Cottet et al. [16] emphasized the infaeerof the detection mode (molar
concentrationvs mass concentration-sensitive) on averaging diffuscoefficients and

particle sizes. Moreover a separation step candosidered prior to TDA, allowing size
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characterization of the different compounds coustiy a mixture [17]. Besides classical
corrections for the width of the injection sampte and the detector aperture [18], Sharma
et al. [14] introduced the need to account for eady-state flow that occurs during injection
and pumping of solute pulses or fronts throughdagillary when using a CE instrument.
Eventually, Belongia and Baygents [13] extended tinehnique to the measurement of
diffusion coefficients of colloidal particles ramg in size from 0.19 pum to 0.83 um
(hydrophilic and hydrophobic polystyrene latex @des and hydrophobic polymethyl
methacrylate particles, as well as Tobacco mosaics) Diffusion coefficients obtained
using the CE instrumentation were compared to tllesermined by DLS. Good agreement
was found with relative deviations of less than 5i86cthe absence of capillary wall
interaction or size effect motions. Moreover, gliltes on data reliability were established,

indicating situations for which abovementioned efators could be neglected.

In this context, this work aimed to assess the TiDéthod to determine the mean
collective diffusion coefficients (and mean hydrodynic radii) of maghemitey{Fe,0s)
nanoparticle populations having a mean solid diametuch smaller than those previously
studied, i.e. in the range of 6-10 nm. Methodolabichoices and corrections for
experimental departures from ideality were discdss®d obtained results were compared to
those derived from DLS measurements. The influemmemeasured collective diffusion
coefficients of particle volume fraction and of iorstrength of the medium suspension was

highlighted and the results were discussed in t&imsteractions between particles.

2. Theoretical background

It is well known that the velocity of a fluid flowg through a cylindrical tube under a
steady-state laminar flow varies over the tube sgExtion according to a parabolic function
of the radius, reaching its maximum at the tubes axid approaching zero at the tube wall.
Solute particles introduced into the flow move wite fluid along the tube axis with
different velocities corresponding to their posigain the tube cross section, but molecular
diffusion redistributes them over both the crosstiea and the tube axis. The coupling of the
non-uniformity of the fluid velocity to moleculaifflision leads to a specific mechanism of
dispersion called “Taylor dispersion” [12], resngiin the local concentration C of a solute
being a function of axial position x, radial positir and time t, according to

193



aoC r’1ac 9°C /19 aC
—+t2u1-— =D( . +r) (1)
ot R: ) ox o°x rar or

where u is the mean fluid velocity (measured asléingth of the capillary from inlet to
detector Ip divided by the time required to reach the detedidr Rc is the tube radius and D
is the diffusion coefficient.

Assuming diffusion along the axis of the tube tonlegligible, analytical solutions of
equation 1 for front and pulse concentration pesfilare given by equations 2 and 3,
respectively [14]:

c_1,1 [(t-t) (2)
C, 2i2erf[aﬁ]

co M _(t-t)’ (3)
¢ Zlf/stx/EeXF{ 20° ]

whereC is the mean solute concentration across the sexfon of the tube monitored as a
function of time at a fixed position along the tuipds, k is the dispersion coefficient, M is

the mass of solute particles in the pulge,is the concentration of the fronk is the mean

residence time (the time it takes to the soluteingwith the mean velocity of the fluid u to
reach the detector located at a distangdram the inlet of the tube), ansf is the temporal
variance of the elution profile related to the @ispon coefficient by [14]

kt
o'=2—" 4
u2 ( )

Extending Taylor’s theory, Aris [19] gave the falllmg analytical expression for the
dispersion coefficient:

RZu?
48D (5)

k=D+

Thus the diffusion coefficient can be directly detmed from & ando® by solving
equation 5 for D,g ando® being obtained either by fitting experimental jiesf [13,14] to
equations 2 and 3 or, in the case of a solute pligecalculating the first and second
moments of the elution peak [12,15], respectively.

Conditions for equation 5 to be valid can be e>ep11E)etisin terms of two dimensionless
parameters [14]: (i) the dimensionless residerme,ﬁ=R75 , Which is the ratio of the mean

solute residence time to the time required forlatedo diffuse a distance equal to the radius
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urR
of the capillary; and (ii) Peclet numbeRe= TC which describes the relative rates of mass
transfer along the axis of the capillary due towamion and diffusion.
Thus equation 5 is valid when [20] @)is greater than the time necessary for a radial

concentration non-uniformity to reduce its ampléualy a factor of e ( %» 328F§§D , I.e.
t >> 0.14) and could be reduced to its second telmanw(ii) axial diffusion is negligible
compared to convection«;‘% >> D ,IPe.>>./48 ~ 6.9). When these so called Taylor's
conditions are satisfied, then the diffusion cagdint of the solute can be determined using
equation 6:

_ R
D= t 6
240° * (6)

In this work, a 10:1 ratio was considered for Tagl@onditions to be fully satisfied,
i.,e.t>1.4 and Pe > 69.

3. Materials and methods

3.1. Chemicals and reagents

Iron (II) chloride tetrahydrate, iron (Ill) chlordsolution (27 % (w/w) in agueous
solution), iron (IIl) nitrate, hydrochloric acidianonia, nitric acid, sodium chloride, acetone,
diethyl ether and standard 1 M and 0.1 M HCI solutNormadoses were purchased from
VWR (Strasbourg, France). Didodecyldimethylammonioromide (DDABr) and ethylene
glycol were provided by Aldrich (Saint-Quentin Fadier, France). N,N-dimethylformamide
was from Fluka (Saint-Quentin Fallavier, FranceatéV used throughout was produced by a
Direct-Q3 system (Millipore, Molsheim, France).

3.2. Ferrofluid synthesis

A cationic ferrofluid consisting of maghemite pal#is (-FeO3) dispersed in an
aqueous solution of nitric acid (pH 2) was first synthesized according to the proocedur
described by Massart [21]. The resulting suspengopolydisperse and size distribution
(P(d), d being the particle solid diameter) is lisuassumed to be well described by a log-

normal law [22].
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In dy being the mean value of In d anglthe standard deviation. A size sorting procedure
[22] allowed isolation of three particle sub-pogidas with different size characteristics and
reduced polydispersity (Table 1). After magnetittlisegy, particles were successively washed
under stirring with deionized water, acetone aradidil ether and then resuspended in HNO
Magnetic measurements were performed using a hoatemibrating magnetometer as
described in [24]. Analysis of the magnetizatiomves led to the parameters lp @hdog of
the different size distributions from known volurfraction ® of magnetic particles, and
provided information on the stability of the suspiens [25].® was previously deduced
from sample iron content determined by flame atoatisorption spectrometry. According to
the needs for the subsequently reported experiméhés volume fraction of magnetic
particles was adjusted by dilution in 10 mM HClvkeen 10" and 10° %.

Particle do Particle _ _ Mo_dal ) Nl_me_er mean Size distrib_uti_o[l*
sample (nm) oo Vvolume fraction solid diameter solid diameter standard deviation
D (%) Oma» (NM) <dn> (nm) o (<dy>) (nm)
Coarse sample 7.8 034 1.8 6.9 8.3 2.9
Subpopulation1 6.6  0.25 0.7 6.2 6.8 1.7
Subpopulation2 8.6 0.25 3.4 8.1 8.9 2.3
Subpopulation 3 9.9  0.37 4.0 8.6 10.6 4.1

Table 1. Characteristics of studied particle populations obtained frommalysis of magnetization curves

“d,e 23]

w dOeT [23]

dm/e""z (e -1) [23]

3.3. TDA measurements

Measurements were performed with a®PBE capillary electrophoresis system
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). 50 pdnxi35, 60 or 100 cm fused-silica
capillaries (detection length, 8.5 cm from the eutnd of the capillary) from Polymicro
Technologies (Phoenix, AZ, USA) were used. Priofinst use, bare fused-silica capillaries
were activated by successive flushes with 1 M Na®@H 0.1 M NaOH for 15 min each and
water for 5 min under 925 mbar. DDABr-coated capils were used for measurements with

cationic ferrofluids [26]. This coating has turneat to be the best to prevent wall adsorption
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of the maghemite particles. The initial modificatiprocedure [27] consisted in a 5 min flush
with a 0.1 mM DDABr solution in 10 mM HCI, followetty a 3 min flush with the
background electrolyte (BGE), consisting of 10 mMCIHto remove the excess surfactant
and equilibrate the capillary. Between each rupjlieaies were rinsed first with water for 1
min, next with the DDABr solution for 2 min and &y with the BGE for 1 min, always
under the aforementioned pressure. For the expetaneith concentration fronts, the inlet
end of the capillary was transferred into the wahtaining the particle suspension, and a
pressure drop across the capillary was appliedi@gatanging from 20 to 50 mbar). For the
experiments with pulses, plugs of colloidal pagscivere injected hydrodynamically into the
capillary (applied pressure of 50 mbar for 9%)e temperature of the capillary cartridge was
set at 25 ° C. The particles were detected by Usbdiance at 254 nm, so that the associated

nitrate ions from the initial dispersion medium shibnot absorb.
3.4. Calibration of pressure delivery system angliltary radius

The calibration of both the pressure delivery sys@nd capillary radiusMP.R?
term) was realized with a solution of ethylene gly¢n=16.1 10° Pa.s at 25 °C). The
capillary was first filled with the ethylene glycablution by flushing the capillary for 10
min. Then a short plug of a flow marker (formami@ed5 % (v/v) in ethylene glycol) was
hydrodynamically injected (50 mbar, 5s) and dispthby flushing ethylene glycol through
the capillary under 50 mbar until reaching detettondow. Using Hagen-Poiseuille law,

L,L
_glolel

R

R’AP (8)

the AP.R? product was determined from the measured detetitioa  of the marker, L
being the total length of the capillary. Each ckdted value was the mean from 5 replicates
(RSD < 1 %).

3.5. DLS measurements
DLS measurements were performed with a Nano ZSsizeta(Malvern Instrument,

Worcestershire, UK) to independently determine dbkective diffusion coefficients of the

particles in suspension.
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4. Results and discussion
4.1. Methodological approach

The determination of diffusion coefficients andeséharacteristics of various analytes
by TDA using a CE instrument has been mainly bgsexviously on the study of the
dispersion of analyte plugs [12-17], but the analysf dispersion fronts has also been
reported [14]. A reason behind could be that, & #ample has a higher viscosity than the
solvent, the continuous injection of the sampleld¢athange the average viscosity in the
capillary and thus complicate the TDA based ontfom our case, viscosity measurements
according to a protocol previously described [2&revcarried out for the whole range of
particle volume fractions considered. The ferrafluiscosity increased by less than 5 % on
going from 10° to 10* % in @ values. Nevertheless, no significant variatiortizitould be
correlated to it. Indeed, random variations grwtithin an interval of 2 % were observed,
which may be solely due to fluctuating pressureeonperature (capillary end and carousel
not thermostated). UV absorbance signals recordethgl Taylor dispersion experiments
with a maghemite particle population are shownigufe 1A for an analyte front and Figure
1B for an analyte pulse. Experimental concentrapiwfiles are very well fitted to equations
2 and 3 (superimposed open squares), respectivietyvalue for the diffusion coefficient D
was calculated from adjusted parametersnd o® using equation 6. For the case of an
analyte pulsegtands® were also obtained by the calculation of the firstl second moments
of the elution peak, respectively. The resultinfjludion coefficient values were reported in
Figure 2 for different particle volume fractionst tis stage, values of ando® obtained
from pulses were only corrected for the finite widif the injected plug. The corrections
pertaining to the finite width of the detector wavd were found negligible (less than 0.2 %).
On comparing both curve fitting and curve integmatmethods, the latter leads to lower D
values with higher standard deviations, as indatatedisplayed error bars. It is worth noting
that the calculation of D is highly dependent &hdetermination and therefore on the
evaluation of the integration limits, which were senually. Thus a slight overestimation of
the peak area would explain the systematic relatifference in observed D values by 5 to 8
% with regard to results obtained by fitting theteln peaks to equation 3. Moreover, the
higher relative standard deviations (RSD) obseraed their random magnitudes over the
various measurements prove that this method igratmsitive to the stability of baseline. In

comparison, systematically lower RSD values (< %)pwere obtained from replicates of
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diffusion constant measurements by fitting elutjp@aks, which shows that this second
method tends to smooth the effect of baseline n@lsealues obtained from TDA performed
on pulse or front concentration profiles with thewe fitting method show good agreement
but still a systematic relative difference of 24&. A slightly lower RSD is also observed for
diffusion coefficients determined from replicatdsfront elution profiles, possibly in part as

this latter approach involved less pressure stegn@ds. Thus for subsequent work, we
decided to perform TDA from front concentration files.
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Figure 1. Experimental concentration profiles (solid lines) recorded dung Taylor dispersion

experiments with a maghemite particle population (<g> = 8.9 nm) for A/ an analyte front and B/ an
analyte pulse, fitted to equations 2 and 3 (superimposed open diamond®spectively

Experimental conditions: DDABr-coated capillary, M id x 35 cm. BGE: 10 mM HCI, pH 2.0. Particiees

sorted population: s¢> = 8.9 nm. Volume fractio® adjusted to 16 by dilution in BGE. Hydrodynamic
injection (B): 50 mbar, 5s. Mobilizing pressure:mbar. UV detection: 254 nm. Temperature: 25 ° C.
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Figure 2. Calculated diffusion coefficient of colloidal particles at vaious volume fractions® obtained by
fitting front (open squares) or pulse (open diamonds) concentration prdés, or integrating pulse
concentration profiles (open circles)

Experimental conditions: see figure 1 except fatiple volume fractiond adjusted to 18, 5x10°, 10%, 2x10%,
4x10%, 6x10*% 8x10* and 10’ by dilution in BGE.

Each experimental point is the mean from 3 repdigand error bars stand for + one standard demiatio

4.2. Compliance with Taylor’s conditions and cotrens

As advocated by Sharma et al. [14] the influencéhef effect of an initial ramp in
fluid velocity on the diffusion coefficient deterndd from TDA using a capillary
electrophoresis instrument was considered. In phispect, a series of measurements was
realized by applying different mobilizing pressi(fi®m 20 to 50 mbar). The mean residence
time & and the temporal variane? of each elution profiles were obtained by fittithg front
concentration profile to equation 2. Correspondiatp points reported in Figure 3A reveal a
linear relationship between both temporal momehtss correlation could be expected from
equation 6 when Taylor’s conditions are satisfiddvertheless, the fact that the y-intercept
does not go past origin demonstrates that the wbderesidence timestresults from an
average fluid velocity and that a certain periodimie is necessary for the fluid flow to reach
its steady state. This delay timg was estimated to 0.265 min from least-squaresailine
regression. This value is too high to only restdtrf a delay in the application of a constant
pressure as suggested by Sharma et al. [14]. Indeedhitial ramp in the applied pressure

was determinedrom the pressuremonitoring of our CEinstrumentand observed to persist
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Figure 3. Different plots of merit obtained from Taylor dispersion analysis offront elution profiles
performed at different mobilizing pressures and/or capillary lengths.

Al tg as a function ofs®

B/ Diffusion coefficient D as a function of residence time. The opesymbols represent the data that have
been corrected for the delay timetand the filled symbols the uncorrected ones

C/ 6° as a function of R? x (tg-tq)

Experimental conditions: A/ See figure 1, excepttfie mobilizing pressure: 20, 30, 40 and 50 mBarSee
Figure 3A, except for the two longest residenceeinDDABr-coated capillary 50 um id x 60 and 100amd a
50 mbar mobilizing pressure. C/ see Figures 3A3Bd

Each experimental point is the mean from 5 repdigand error bars stand for + one standard denié@ih
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for ca. 0.095 to 0.14 min when applying mobilizipgessure of from 20 to 50 mbar,
respectively. Nevertheless, it is worth noting tistarma et al. [14] mentioned velocity
ramps that persisted for 0.017-0.33 min and thatrhitrary corrective constant of 0.125 min
was subtracted frong in Cottet’s work [16] to account for the delaytive application of the
pressure. Figure 3B shows the calculated diffusiefficient in terms of particle residence
time before (filled squares) and after (open sgg)atesubtraction. Before correction, the
calculated D values appear as a decreasing funcofigtnwhich tends towards a plateau for
the longest residence times. Once corrected fod#tay time 4, data gave constant values
for D to within 3 % coinciding with the above-menied plateau value, which is the order of
magnitude of the RSD for the experimental pointSR: 5 %). To explore a wider range of
residence times, the capillary length was varieamfr35 cm to 100 cm. To correct for
inherent variations of capillary radiugRom one capillary to another, this parameter was
systematically measured as described in the expatahsection, so as to be included in the
abscissa variable. Eventually, when plottisfgvs R X (tr-tq) (Figure 3 C), upon varying
either the mobilization pressure or the capillaydth, all experimental points were lying on
a straight line going past origin, the slope of ethivas directly proportional to the reciprocal
mean diffusion coefficient (~ 3.4 T&m?.s* for a maghemite particle population ofyzd=

8.9 nm, atb = 102 % in 10 mM HCI). Thus, for further calculationsdiffusion coefficients,
the mean measured residence timeas systematically corrected for the delay tigie t

In addition to this and as was discussed previQuEyylor's conditions should be
ascertained to ensure that equation 6 could be fosatiffusion coefficient calculation. The
dimensionless parameters pertaining to these mmeints are listed in Table 2 for the three
studied size-sorted particle populations and tredemce times considered (according to
applied pressure and capillary length). In all #seeriments, Taylors’conditions were

perfectly satisfied, with and Pe values in excess of 6 and 600, respectively

Belongia andt Baygents [13] also considered aduafi@onditions to be fulfilled in
order to extend TDA to the determination of thefudifon coefficient of colloidal particles.
All these requirements (absence of particle-watraction and size-exclusion effect) were
also satisfied in subsequent work, thus ensuriag tthe mean axial velocity of the particles
coincides with that of the carrier fluid [29].
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) ey 11 .2 1
Particle sample <& (nm) Taylor’s conditions  Dg (107" n".s") 2a (nm)

Pe CE DLS CE DLS
Subpopulation 1 6.8 15.3 697 4.8 3.4 10.4 14.6
Subpopulation 2 8.9 10.9 972 3.4 2.7 14.5 18.6
Subpopulation 3 10.6 6.8 1569 2.1 1.5 23.4 32.0

Table 2. Diffusion coefficient at infinite dilution and respective hydrodynamicdiameters obtained from Taylor
dispersion analysis using CE instrument and DLS

4.3. Diffusion coefficients and hydrodynamic sizesiaghemite nanoparticles

TDA was employed to characterize three size-sonedhemite {-FeOs3) particle
populations of humber mean solid diameters 6.8,08.20.6 nm (Table 1), as determined
from magnetic measurements. Experimental conditiovasre selected to minimize
measurement time while still satisfying Taylor'sndd@ions. Also, a mobilizing pressure of
50 mbar in a capillary of 35 cm total length wataireed, giving a residence time of ca. 3.5
min
(Table 2). Figure 4A shows the variation of the swad diffusion coefficient in terms of
particle volume fractior for the three size-sorted particle populationgically, the RSDs
calculated from 3 replicates were below 2 %, exdeptwo points of measurement (out of
27), for which values up to 5 % were obtained. Agieen volume fraction, significantly
different values of D were measured for particl@ydations differing in number mean solid
diameter by only 2 nm and the smallest particles@mnted the highest diffusion coefficient,
as expected from Stokes-Einstein equation:

k., T
- 6rma

D

0

(9)

where 0y is the Brownian diffusion coefficient of a singlphere, KT is the thermal energy,

n is the fluid viscosity, and a is the particle $tskadius. Noteworthy, measured diffusion
coefficient increases upon volume fractidnand the positive slope of the linear regression
increases as the particle size decreases. Thisvalisa is consistent with the concentration
dependence of the collective diffusion coeffici®y described by the generalized Stokes-
Einstein equation for the whole range of volumectians ®, and for any interparticle

potential [3,4]. In the limit of low volume fractio(where only pair particle interactions are

considered), thé dependence of &can be written as

D.(®)=D,(1+ Ad) (10)
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where coefficient. accounts for particle interactions. Thus, the fpasisign of the slope of
the linear regression (proportional to coefficianh equation(10)) reflects the existence of

repulsive interactions between the charged nangfesiof maghemite.
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Figure 4. Diffusion coefficients obtained from (A) Taylor dispersion analysis ofront elution profiles and
(B) DLS measurements as a function of the particle volume fraicn @ for three size-sorted particle
populations: <dy> = 6.8 nm (open circles), 8.9 nm (open squares) and 10.6 (open diamonds)
Experimental conditions: (A) see Figure 2; (B) seetion 3.5.

Each experimental point is the mean from 3 repdigand error bars stand for £ one standard demiatio
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For each particle population, the diffusion coedfits at infinite dilution derived by
extrapolation to zero concentration are given ibl&@&. The result obtained for the particle
population <g> = 10.6 nm is in good agreement with the valueeold from spin echo
experiments (B = 2.0 x 10" m”s?) by Meriguet et al. [30] when studying ferrofluid$
similar size characteristics. Diffusion coefficierat infinite dilution can then be used for the
calculation of the Stokes radius ‘a’, using equa® As expected, obtained values (Table 2)
are superior to particle mean solid radii as thegoant for hydration effects. The
dependence of the diffusion coefficient on partiebdume fraction obtained from the DLS
experiments performed on the same particle samgplpsesented in Figure 4B. It is to be
mentioned that this method did not satisfy theedat of measurement quality (lack of
sensitivity) for the smallest particle populatidrtlze lowest volume fraction (x& = 6.9 nm,
® = 10°), otherwise good reproducibility was obtained (RSOL %). The same general
trends as those obtained from TDA experiments wbeserved. Nevertheless, thg \lues
obtained by extrapolating D values to the vanishinlyme fractions are markedly smaller
(down to 30 %) than those obtained from TDA (TaBle This deviation reflects the
polydispersity of the particle samples. In effébg light scattering intensity is proportional
to the square of the particle mass (or volume),ctwhyields to the z-average diffusion
coefficient [31] and to a greater contribution loé largest particles of a given population. By
comparison, the average diffusion coefficient aiedi from TDA with UV detection is less
sensitive to sample polydispersity since the detesignal is simply proportional to particle

mass concentration [15,16].
4.4. Influence of electrolyte ionic strength orfudifon coefficientdeterminedy TDA

As anticipated from previous results about diffasicoefficient dependence on
volume fraction @, the positively charged maghemite nanoparticles smbmitted to
repulsive electrostatic interactions. As the inignsf these repulsive forces should be tuned
by ion screening, the influence of electrolyte mEtrength on particle mean diffusion
coefficient was studied using the preceding TDA hodblogy by varying NaCl
concentration (10 to 70 mM) added to the initial M® HCI BGE. At 25 °C in water,
electrolyte ionic strength | (mol}) is directly related to reciprocal Debye lengti{nmi?)
by:

K =3.28¢J/1 (11)
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The Debye length parameter’ is the characteristic distance over which two ghdr
particles will interact [32]. Figure 5 represertie tneasured diffusion coefficients in terms of
particle volume fraction (maghemite particle popiola of <dy> = 8.9 nm) for differenk
values (i.e. ionic strengths) lying in the rang830< k < 0.93 nnit. Each series of points at
constantc value can be fitted according to a linear functjequation 10) whose y-intercept
is Dop and slope is proportional #o The latter parameter is shown to decrease wateasing

k. Indeed, the higher thevalue is (the higher the ionic strength), the mibwe electrostatic
forces between particles are screened, and thelowlee theA value will be. Eventually, the
Do values appear to decrease on decreasaingalues when varying from ca. 6.7 to 2.3. This
behavior is consistent with experimental observetiby Tirado-Miranda et al. [4br the
case of anionic latex colloids and with previoussatetical predictions based on

electrokinetic effects [33-35], stating thag {alues will go past a minimum a& ~1.
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Figure 5. Diffusion coefficients obtained from Taylor dispersion analysis of font elution profiles in terms

of the volume fraction of the maghemite particle population <¢g> = 8.9 nm for different BGE ionic
strengths (i.e.k values).

Experimental conditions: see Figure 2, except f@EBcomposition obtained by addition of various NacCl
concentrations to the initial 10 mM HCI electroty®emM (k = 0.33 nrit, sticks), 10 mM ¢ = 0.46 nnil, open
circles), 30 mM € = 0.66 nnit, open triangles), 50 mMk(= 0.81 nnif, open diamonds), 70 mM: & 0.93 nn,
open squares).

Each experimental point is the mean from 4 repdigand error bars stand for + one standard demiatio
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5. Concluding remarks

TDA using a capillary electrophoresis instrumenpegred to be a fast, simple and
reliable technique for performing diffusion coefiot measurements of hanometric cationic
particle populations (mean solid diameter less tt&nm), allowing access to particle Stokes
radii via the Stokes-Einstein equation. Better @gieas € 2 % RSD) were obtained by
fitting front elution profiles to the theoreticadj@ation. Sensitive size dependency of particle
diffusion coefficient on particle size was obsenatording to this equation, which would
allow to discriminate particle populations diffeginn mean size by less than 0.5 nm.
Discrepancy between TDA-CE and DLS measuremenidcoelexplained as resulting from
sample intrinsic polydispersity. Applying this tedtue, interactions and aggregation

phenomena can be easily recognized.
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IV.3. Conclusion

L'analyse de la dispersion de Taylor, lors de sseren ceuvre a l'aide d’'un appareil
d’électrophorese capillaire, est apparue commetectenique rapide, simple et précise pour
effectuer la mesure des coefficients de diffusiailectifs moyens de populations de
nanoparticules cationiques, et ainsi estimer leragons hydrodynamiques dans des
conditions d’électrolyte données. Cette méthodesnaupermis de (i) distinguer des
populations de particules dont les diamétres moyeri® nm) different de seulement 2 nm,
(i) mettre en évidence l'existence d’interactiopulsives de nature électrostatique entre
particules de méme signe de charge, (iii) quantdes interactions en fonction de la force
ionique du milieu de dispersion. L'écart entre tésultats obtenus en CE (analyse de la
dispersion de Taylor) et en DLS est lié a la défé@e entre les modes de détection inhérents
a chacune des deux techniques et résulte de laippérsité des populations de particules

étudiées.
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Conclusion générale

Au cours de ce travail, le comportement électrogtigue de populations de
particules nanométriques, anioniques et cationiggdiéferant par leur nature chimique, leur
taille et/ou leur charge a été étudié en profondeas mécanismes de migration ont été
discutés au vu de parameétres physico-chimiquestésistiques des systemes colloidaux tels
que le potentielq) ou le rapport de la taille des particules a lagleeur de Debye, et
'existence de phénomenes collectifs, liés a laceatration des particules en suspension, a
été mis en évidence. Autant que possible, noussatemé de modéliser les phénomeénes
observés par des expressions analytiques simptessode a expliquer les séparations
obtenues et a définir les paramétres pouvant éwwdukdés dans le but d’améliorer la
résolution de mélanges de différentes populati@ngatticules. Toutes ces investigations ont
permis d’explorer de facon approfondie une partiepduvoir applicatif de la CE pour la
caractérisation des nanoparticules et ont surtower la voie vers une caractérisation simple

et précise des particules de charge positive.

Dans la premiére partie expérimentale, portant Bétude du comportement
électrophorétique en milieu libre de particulesoaigues et cationiques, il a été montré
l'influence de différents paramétres inhérents laoixc de I'électrolyte de séparation, dont la
force ionique, la nature et la concentration degoos et contre-ions ainsi que le pH, sur la
mobilité et la dispersion électrophorétique destipales. Dans le cadre de l'analyse de
particules cationiques, différentes stratégies ddification du capillaire ont été envisageées,
de sorte a supprimer les phénomeénes d’adsorptiamg&tpermettre une mesure précise de la
mobilité électrophorétique de ces particules. Ledlleures performances analytiques ont été
obtenues dans des capillaires modifiés par adsorgtun tensioactif cationique : le DDABT.
Une séparation en taille a été obtenue pour deslg@tigns de particules de maghémite dont
les diamétres moyens (< 10 nm) different de seuktrBenm et expliquée a la lumiere des
théories d’Overbeek-Booth qui tiennent compte é&dt de relaxation. Dans les domaines
de potentielz (> 100 mV) et dexR (entre 1 et 10) que nous avons explorés, aucune
expression analytique satisfaisante reliant le rgakl a la mobilité électrophorétique n’a
encore été établie. Néanmoins, la représentatiorogealeurs expérimentales par des points
de coordonnéeskR, mobilité réduite) a permis de retracer un résel®u courbes
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équipotentielles, en bon accord avec les résolsititmmmeériques exactes des équations de

transport proposées par Wiersema.

La deuxieme partie expérimentale a traité de lard@hation du taux de greffage par
des groupements amine de nanoparticules cceur/gqudghémite/silice. Une mobilité
électrophorétique dépendant de la charge a étéenigeidence et les meilleures résolutions
ont été obtenues dans des électrolytes de pH mwothe8 et de forces ioniques élevées
(environ 100 mM) pour des mélanges de populatianpalticules de fraction volumique
totale égale a 0,055 % (v/v), teneur en solide paquelle les effets d'interférences entre
particules deviennent quasi négligeables. Un poioade dosage colorimétrique des
fonctions amines par la ninhydrine, initialementritépar Kaiser, a été adapté au cas d'un
systeme biphasique, pour le dosage des groupenaemises greffés a la surface des
particules coeur/coquille maghémite/silice. Une riorcorrélation a été montrée entre les
résultats du test colorimétrique et le taux defggef estimé par électrophorése capillaire
suivant un modeéle a deux pKActuellement, I'erreur importante qui subsiste lBumesure
colorimétrique (10 % < RSD < 54 %) ne permet pasehdre quantitative la détermination
du taux de greffage par simple mesure des mobitléstrophorétique. Néanmoins, la
précision de la mesure des mobilités électroptagués (RSD < 1,5 %) en fait une méthode
simple, rapide et précise, pour la déterminatidatiree du taux de fonctionnalisation des

nanoparticules.

Une troisieme partie expérimentale a permis d'&uldi mise en ceuvre, a l'aide d’'un
appareil d’électrophorése capillaire, de I'analgieela dispersion de Taylor pour la mesure
des coefficients de diffusion collectifs moyenspigulations de nanoparticules cationiques,
et 'estimation de leurs rayons hydrodynamiquesisddes conditions d’électrolyte données.
Cette méthode nous a permis de (i) distinguer dmsulptions de particules dont les
diametres moyens (< 10 nm) différent de seulememh2(ii) mettre en évidence I'existence
d’interactions répulsives de nature électrostatiguiee particules de méme signe de charge,

(iif) quantifier ces interactions en fonction dddace ionique du milieu de dispersion.

A lissue de cette étude, nous avons pu montrantéfeét de [l'utilisation de
I'électrophorese capillaire pour la caractérisati@nnanoparticules anioniques et cationiques
en termes de taille, charge et coefficient de diffo collectif. Cette technique semble tout

particulierement prometteuse dans le cadre d’amjpbics biomédicales, car elle permet le
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contréle simultané de la chimie de surface desiqudes (nature, charge et densité des
groupements fonctionnels), qui conditionne leur portement biologique, et de la pureté
des solutions de dispersion, sur le plan toxicgjogi De plus, le développement d’'immuno-
essais par électrophorése capillaire, mettant em ks particules magnétiques
fonctionnalisées par des anticorps ou des antigéfies des perspectives prometteuses pour

les prochaines années.
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