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Liste des abréviations
o : facteur d'énantioséparation ou sélectivité
a-CD : a-cyclodextrine
B-CD : B-cyclodextrine
B-CD-N3: Mono-6-azido-6-déoxy-B-cyclodextrine
B-CD-NH> : Heptakis (6-amino-6-déoxy)-p-CD
B-CD-SH : 6'-O-(3-mercaptopropyl)B-cyclodextrine
B-CD-SHj7 : per-6-déoxy-per-6-mercapto-B-cyclodextrine
y-MAPS : 3-(triméthoxysilyl)propylméthacrylate
y- CD : y-cyclodextrine
®stat : phase stationnaire
®mob : phase mobile
aa :acide aminé
AA : acrylamide
AC-B-CD : acétyl-B-cyclodextrine
ACN : acétonitrile
ADMPC : 3,5-diméthylphénylcarbamate d’amylose
ADN : acide désoxyribo-nucléique
AEM : agence européennes des médicaments
AETMA : I'iodure du N-(2-aminoéthyl) acrylamido triéthyl d’ammonium
AFM : microscopie a force atomique
AIBN : azobisisobutyronitrile
allyl-B-CD : 2-hydroxy-3-allyloxy-propyl-B-cyclodextrine
AMPS : acide 2-acrylamido-2-méthylpropanesulfonique,
ANSM : agence nationale de sécurité du médicament
APS : persulfate d’ammonium
APTEOS : 3-aminopropyltriéthoxysilane,
APTMOS : 3-aminopropyltriméthoxysilane
ARN : acide ribonucléique
BAA, BIS : bis-acrylamide ; N,N’-méthyléne bis-acrylamide
BMA : méthacrylate de butyle
BNA : 1,1'-binaphthyl-2,2'-diamine
BNP : 1,1'binaphthaléne-2,2'diylhydrogénophosphate
BOH : 1,1'-bi-2-naphthol
BPO : dibenzoyl peroxide
BSA : albumine de sérum bovin
CCC : chromatographie a contre-courant
CDMPC : 3,5-diméthylphénylcarbamate de cellulose
CEC : électrochromatographie capillaire
CE-MS : spectrométrie de masse couplée a électrophorese capillaire
ChS : sulfate de chondroitine sulfate
CM-B-CD": carboxyméthyl- B-cyclodextrine
CP-MAS : polarisation croisée-rotation a I'angle magique
CSP : phase stationnaire chirale
CV : coefficient de variation
CZE : électrophorese capillaire de zone
DB-B-CD : 2,6-dibutyl-B-cyclodextrine
DMAN-B-CD : 4-diméthylamino-1,8-naphthalimide-B-cyclodextrine
DMF : N,N’-diméthylformamide



DMPA : 2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone

DMSO : diméthylsulfoxide

DNB : dinitrobenzoyle

DNS : dansylé

DOPA : 3,4-dihydroxyphénylalanine

DPPH : 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl

DRIFT : spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier en réflexion diffuse
EDA-B-CD : éthylenediamine-B-cyclodextrine,

EDC : 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide

EDMA : éthyléne diméthacrylate (éthyléne glycol diméthacrylate)
EGMP : éthylene glycol méthacrylate phosphate

ESI-MS : spectrométrie de masse avec ionisation électrospray
FDA : Food and Drug Administration

FEO : flux électroosmotique

GC : chromatographie en phase gazeuse

GMA : glycidylméthacrylate

GMA-B-CD : glycidylméthacrylate-B-cyclodextrine,

GNP : nanoparticule d’or

HAP : hydrocarbure aromatique polycyclique

HDA-B-CD : mono-6-hexaméthylénediamine-6-déoxy-8-CD
HI-CEC : électrochromatographie capillaire d’interaction hydrophile
HILIC : chromatographie liquide d’interaction hydrophile
HP-B-CD : hydroxypropryl-B-cyclodextrine

HPLC : chromatographie liquide haute performance

HPPH : 5-(4-hydroxyphényl)-5-phénylhydantoine

IAC : chromatographie d’immunoaffinité

IR : infrarouge

k : facteur de rétention

LbL : « layer by layer »

LPO : lauroyl de peroxyde

m-CEC : électrochromatographie capillaire sur monolithe
MCT : tellurure de mercure-cadmium

MEB : microscope électronique a balayage

MECK : Chromatographie capillaire micellaire électrocinetique
MIP : polymére a empreinte moléculaire

MOF : réseaux métallo-organiques

MPTMS : 3-mercaptopropyltriméthoxysilane

MPTS : 3-mercaptopropyltriéthoxysilane

NAS : N-acrylosuccinimide

NHS : N-hydroxysuccinimide

NP : Phase Normale

OT-CEC : électrochromatographie capillaire en tube ouvert
OT-LC : chromatographie liquide en tube ouvert

OVM : omovucoide

PAA : polyacrylamide

PAM : poly(méth)acrylate

PCB : polychlorobiphényle

p-CD*/p-CM-B-CD": poly(carboxyméthyl-B-cyclodextrine)
p-CD*: poly(triméthylammonium)-B-cyclodextrine



p-CEC : électrochromatographie capillaire particulaire
PDA : diacrylamide de pipérazine

PDADMAC : chlorure de polydiallyldiméthylammonium
PDMS : polydiméthylsiloxane

PEG : polyéthylene glycol

PEI : polyéthyléneimine

PEM : multicouche de polyélectrolyte

PLL : poly-L-Lysine

PLOT : couche poreuse en tube ouvert

PMA : polyméthacrylate

POM : mode organique polaire

PSS : polystyrene sulfonate

PTFE : polytétrafluoroéthylene

RMN : résonance magnétique nucléaire

RP : phase inverse

Rs : résolution

SAM : monocouche auto assemblée

Scc-B-CD : succinyl-B-cyclodextrine

SFC : chromatographie en phase supercritique

SMIL : multiples couches ioniques succésives

SPMA : sulfopropyl méthacrylate de potassium

TBTU : 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyl ammonium
tétrafluoroborate

t-BuCQN : tert-butylcarbamoylquinine

TEA : triéthylamine

TEMED : N,N,N’,N’tétraméthyléthylenediamine

TEOS : tétraéthoxysilane

TMOS : triméthoxysilane

TEPI : isocyanate de propyltriéthoxysilane

TM-B-CD : heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-B-cyclodextrine
TMOS : tétraméthoxysilane

Tris : trishydroxyméthylaminométhane

teo : temps d'électroosmose

tm : temps de migration

U.V : ultraviolet

Vso: 2,2"-azobi-(2-méthyl-propioamidine)

VBTA : triméthylammonium de vinylbenzyl

VTMS : vinyltriméthoxysilane

XPS : spectrométrie électronique X
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Résumé

Suite a la premiere thése sur le greffage et I’adsorption physique successives de sélecteurs
chiraux dans des tubes ouverts en électrochromatographie capillaire (ECC ou CEC) chirale, menée
par le Dr Guillaume Pédéhontaa-Hiaa au sein de 1’équipe du laboratoire COBRA (IUT d’Evreux),
nous avons développé des phases stationnaires chirales covalentes (CSPs) a base de cyclodextrines
(CDs) en tubes ouverts et des CSPs sur supports monolithiques pour I’emploi en CEC. Nous avons
ainsi évalué les parameétres électrochromatographiques et la stabilité de ces CSPs en séparant une
variété de racémiques neutres et chargés. L’influence de la température d’analyse, le potentiel
appliqué ainsi que la nature et le pH des électrolytes sur la qualité des électrochromatogrammes ont

été étudié en CEC chirale. Cette étude se divise en deux grandes parties.

La premiere concerne les CSPs élaborées sur colonnes a tubes ouverts pour I’OT-CEC. I
s’agit initialement de graver la surface interne d’un capillaire de silice de 50 um de diamétre interne
a 1’aide d’une solution de bifluorure d’ammonium dans le but premier d’augmenter considérablement
sa surface spécifique et d’ immobiliser en surface une grande quantité de sélecteurs chiraux a base de
B-CD. Nous avons alors décrit des greffages covalents de CDs anioniques (Scc-p-CD et CM-B-CD)
et d’un polymeére anionique de CDs (p-CM-B-CD") en surface de capillaire de gel de silice gravée et
modifiée chimiquement par I’aminopropyltriéthoxysilane (APTEOS). Les greffages des sélecteurs
ont été reproduits dans les mémes conditions que dans la thése rapportée précédemment en
électrophorese. L’originalité de la construction de ces CSPs réside dans la rapidité et la simplicité du
couplage dit péptidique a température ambiante, des sélecteurs carboxylés sur des colonnes
préalablement gravées. Ce greffage nécessite des agents de couplage peptidique solubles dans I’eau
tels que 1-Ethyl-3-(diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) et le N-Hydroxysuccinimide (NHS).
Il peut aussi étre obtenu de maniere moins efficace avec d’autres agents solubles en milieu organique
tels que le O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’ ,N’-tétraméthyluronium tétrafluoroborate et la triéthylamine
(TBTU/TEA). Chague étape menant aux CSPs a été caractérisée par une étude de flux
électroosmotique (FEO) en OT-CEC. Des analyses en AFM et en MEB nous renseignent d’avantage

sur le succeés du procédé « etching » de nos capillaires.

La deuxieme grande partie de cette étude traite de la synthése in-situ de CSPs sur des colonnes
de type polymeres monolithes organiques et un monolithe hybride a base de sol gel. Des post
modifications de surface de ces supports monolithiques nous ont permis d’immobiliser de fagon
covalente et non covalente des sélecteurs de B-CD en surface des volumes macroporeux. Deux
collaborations ont vu le jour pour atteindre ces objectifs. La premiére eut lieu avec le Dr Thuy Tran

et le Pr Myriam Taverna de la Faculté de Pharmacie de Chatenay Malabry (UMR 8612), durant
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laguelle nous avons reproduit une colonne monolithe organique de type méthacrylate, porteuse de
groupements phosphate dans 1’optique d’adsorber physiquement en surface le polymeére cationique
de CDs (p-CD") que nous a transféré le Pr Benjamin Carbonnier et d’évaluer les capacités de
discrimination chirale de cette nouvelle CSP en m-CEC. La seconde collaboration a eu lieu avec le
Dr Mohamed Guerrouache et le Pr Benjamin Carbonnier au sein du laboratoire ICMPE de Thiais, ou
nous avons synthétisé des colonnes monolithiques organiques a base d’acrylates dans le but de greffer
en surface de facon covalente et non covalente les CDs et polyméres de CDs et d’évaluer ces
nouvelles CSPs en m-CEC. La troisiéme phase stationnaire monolithique employée est celle décrite
par le Dr Huihui Yang qui décrit un monolithe hybride porteur de groupements sulfonates nous
permettant par la suite d’immobiliser électrostatiquement le p-CD* sur le réseau poreux et d’évaluer

cette nouvelle CSP en m-CEC.
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INTRODUCTION

La chiralité (moléculaire et lumineuse) est un concept qui émane du vivant ou qui fut crée avant bien
méme I’existence de notre monde. Nous nous restreindrons au concept de chiralité dans le monde du
chimiste. En effet, on parle d’homochiralité lorsque 1’on explique la présence exclusive d’une forme
énantiomérique chez les biomolécules (acides aminés, sucres d’ADN) et d’exces énantiomérique
lorsque I’on fait de la synthése moléculaire asymétrique. Bien que le concept de chiralité soit tres
ancien, avec la premicre isolation de 1’acide tartrique dans le tartrate de potassium en 1’an 800 aprées
J.-C par I’alchimiste Jabir Ibn Hayyan sous le nom de tartre, la découverte de la notion d’asymétrie
moléculaire puis I’étude de I’activité optique des molécules chirales comme 1’acide tartrique doivent
remonter au X1X°¢ si¢cle. Biot et Pasteur ont ainsi mis en évidence le pouvoir rotatoire ou 1’activité
optique de certains cristaux et molécules chirales naturelles. En 1848, Pasteur est le premier a établir
I’existence de la chiralité en parvenant a séparer par cristallisation fractionnée les énantioméres de
’acide tartrique. Agé de 26 ans, il est le pionnier dans la résolution chirale avec ce dédoublement
racémique obtenu a partir de levure de biére. Il observa de par ailleurs que chacun des deux cristaux
énantiomorphes déviait la lumiére polarisée dans un sens de rotation opposé (+/-). En 1874,
I’hypothése du carbone tétraédrique est émise par Van ’t Hoff et Le Bel. Plus tard, en 1904, Lord
Kelvin définit clairement la chiralité de la maniére suivante : « Je désigne en tant que chirale, et je
dis qu’elle posséde de la chiralité, toute figure (ou groupe ponctuel) dont l’'image dans un miroir plan
ne coincide pas avec elle-méme ». En chimie, la notion de chiralité interfere chez les molécules de
structure identique mais non superposable a leurs images dans une symétrie planaire. La chiralité
s’applique aux molécules ayant souvent un ou plusieurs « carbones asymétriques » mais elle s’étend
aussi a tout objet ayant des axes et plans de chiralité. Deux molécules sont dites énantiomeéres si elles
sont I’image 1’'une de 1’autre dans un miroir sans pour autant coincider ou se superposer. Si deux
isomeres ne sont pas énantiomeres, ils sont alors diastéréoisomeéres. Les énantioméres d’une molécule
posseédent les mémes structures moléculaires et mémes propriétés physico-chimiques ; cependant
leurs propriétés physiologiques, gustatives et olfactives peuvent étre trés différentes. La chiralité a
donc une fonction fondamentale dans le réle du vivant. Le métabolisme, par le biais de processus
moléculaires stéréospécifiques tels que les mécanismes enzymatiques, est tres sensible a cette notion
de chiralité. Ainsi, il arrive que parfois, en présence de deux énantiomeéres d’une méme molécule
structurelle, les différentes reéactivités optiques et biologiques puissent avoir une incidence
destructrice, néfaste, toxique voire mortelle pour le bon fonctionnement de notre bio-organisme.
L’analyse et la séparation de molécules chirales demeurent donc des objectifs premiers pour de

nombreux secteurs tels que la médecine, la géologie, les sciences environnementales, 1’industrie
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pharmaceutique, I’industrie agroalimentaire ainsi que la parfumerie. L’exemple type récurrent de
I’incidence dramatique de la chiralité sur notre environnement est celui de la (S)-Thalidomide. Ce
médicament, commercialisé par Grilinenthal, fut prescrit a partir de 1957 dans le monde entier et
principalement en Europe sous plus de soixante-huit marques différentes. L’énantiomére (S) a été
responsable des effets tératogenes relevés sur des dizaines de milliers de nourrissons en Allemagne
et au Japon. Ce drame est sans équivoque a 1’origine d’une nouvelle législation mondiale portant sur
la pharmacovigilance de tous les médicaments et pesticides chiraux. En effet aprés les années 60,
plusieurs réformes strictes concernant la réglementation du contrle et fichage sur tous les
énantiopures et racémiques produits par les industries pharmaceutiques sont exigées pour tous les
industriels liés a la synthese de molécule chirale.

Depuis le fléau de la Thalidomide, de nombreux médicaments aux propriétés tératogénes ont été
retirés du marché. Des agences gouvernementales et autorités sanitaires (FDA, AEM, ANSM, Agence
de Santé Publique du Canada, Agence pharmaceutique et médicinal du Japon) ont exigé, de la part
des industries privées pharmaceutiques, une certaine rigueur sur la pureté et la séparation des
énantiomeres produits. De plus une étude pharmacologique et pharmacocinétique des mélanges
racémiques est de nos jours indispensable et nécessaire pour toutes les boites pharmaceutiques. Etant
donné la quantité annuelle de médicaments produite et vendue, il est devenu impératif a tout
producteur de principes actifs de controler 1’énantiopureté des médicaments et d’étudier I’incidence
d’un mélange racémique « in-vivo ». Ces derniéres années la production de mélange racémique a
quasiment disparu chez les industries pharmaceutiques. En 2012 le marché européen pesait 900
milliards de dollars et 90% des médicaments produits possédaient un principe actif chiral. La
commercialisation des énantiopures correspondait ainsi a 24 milliards d’euros dépensés en R&D dans
I’industrie pharmaceutique européenne. Des études faites en 2012 ont estimé qu’en 2020, 95% des
médicaments seraient chiraux. La reconnaissance et la sélectivité chirale vis-a-vis d’un mélange
équimolaire d’énantiomeres donné (racémique), nécessitent la présence d’un sélecteur chiral dans le
milieu. En effet en 1’absence de celui-ci, les énantiomeéres, ayant les mémes propriétés physico-
chimiques, demeurent inséparables en chromatographie tandis qu’en présence d’un sélecteur chiral,
des interactions steréospecifiques (liaisons hydrogenes, interactions dipolaires, interactions -,
interactions de type Van der Waals, interactions ioniques, effets stériques et effets hydrophobes)
s’établissent entre les énantiomeéres et le sélecteur. Ces interactions favorisent la formation réversible
de complexes diastéréoisomeériques separables. Bien que de nombreuses techniques de résolution
chirale permettent de discriminer un racémique, les techniques séparatives les plus utilisées restent la
chromatographie et I’électrophorése capillaire et nous choisierons 1’électrochromatographie capillaire
(CEC) pour répondre au sujet d’étude. Les colonnes chirales commerciales en CEC ne sont pas

fréquentes dans le marché. Cependant diverses CSPs pour la chromatographie liquide a base de
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polysaccharides sont commercialisées par Daicel. Il existe deux méthodes de distinction
énantiosélectives en chromatographie et électrophorese capillaire : soit les énantiomeres sont dérives
avant colonne par un agent chiral énantiopure donnant naissance a deux diastéréoisomeres séparables
par chromatographie achirale (méthode indirecte), soit un selecteur chiral est immobilisé dans les
colonnes chromatographiques servant de CSP ou il peut aussi étre ajouté a la phase mobile ou aux

tampons ¢€lectrolytes d’analyse (méthode directe).

Afin de mieux cerner le contexte de mes travaux de thése, il convient de préciser qu’une premicre
étude en OT-CEC chirale a été realisé par le Dr. G. Pédehontaa-Hiaa au laboratoire afin de répondre
aux objectifs d’analyse et de discrimination chirale par voie électrochromatographique. Parmi ces
travaux, mon prédécesseur avait congu une CSP de maniére covalente a base d’un polymeére anionique
de B-cyclodextrine dans le but de consolider la CSP en OT-CEC et de diminuer ’epaisseur du
recouvrement. L’objectif de ma thése, dans un premier temps, est donc de greffer de nouvelles phases
stationnaires chirales a base de B-cyclodextrines dans des tubes ouverts gravés et d’optimiser les
séparations chirales obtenues avec le polymeére de f-CD en OT-CEC avec une stratégie reposant sur
la gravure des colonnes capillaires. Dans un deuxiéme temps, nous avons porté nos objectifs sur la
conception de phases stationnaires chirales sur supports monolithes pour I’emploi en

électrochromatographie capillaire (m-CEC).

Nos travaux se résument donc a greffer ou immobiliser un sélecteur chiral de type -CD sur les parois
internes du capillaire (tubes ouverts en gel de silice) et dans 1’ensemble du volume poreux (capillaires
monolithiques). Par la suite nous évaluerons 1’énantiosélectivité des phases stationnaires obtenues.
La sélectivité, la stabilité ainsi que la répétabilité de ce type de CSP vis-a-vis de certains racémiques
biologiques seront évaluées en CEC. La premiére partie de la these porte sur les rappels
bibliographiques incluant la chiralité, les sélecteurs chiraux et les séparations chirales obtenues pour
I’OT-CEC et sur matrices monolithes m-CEC. La deuxieme partie décrit une stratégie de greffage
covalent des cyclodextrines et du polymére de cyclodextrine dans des tubes ouverts graves et non
gravés. Nous optimiserons la qualité des séparations de racémiques neutres et chargés en OT-CEC.
La troisiéme partie de ce travail consiste a décrire 1’élaboration de trois types de colonnes monolithe
fonctionnalisées par des CDs et polymeres de CDs et leur applications pour la separation chirale de
quelques racémiques en m-CEC. Enfin, une conclusion sur les différentes stratégies utilisées au cours
de ces années pour la synthese de CSPs employées en OT-CEC et en m-CEC ainsi que de nouvelles

perspectives au sujet cl6tureront cette étude.
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[. Chiralité : Généralités

En 1858, Louis Pasteur écrivait: « La majorité des produits organiques naturels, les produits
essentiels a la vie, sont asymétriques. De cette facon ils ne sont pas superposables a leurs images
dans un miroir. Cela établit peut étre ['unique maniere de distinguer la chimie de la matiere morte
de la chimie de la matiere vivante.» Il sépara manuellement les cristaux énantiomorphes de 1’acide
tartrique et mis en évidence leurs pouvoirs rotatoires vis-a-vis d’une source de lumiére polarisée. Par
la suite il étudia le méme phénomene en solution. De ce fait, le pouvoir rotatoire de la lumiére
polarisée déviant dans un sens ou dans un autre (+/-), est attribué aux solides et liquides chiraux. Ainsi
un composé chimique chiral pourra dévier la lumiére d’un angle + a tandis que son énantiomere la
déviera d’un angle - a (o dépend de ’excés énantiomérique avec o>0). Un mélange racémique aura
donc une activité optique nulle. La notation (D) et (L) désigne principalement les acides aminés. Si
le groupe amine se situe dans la projection de Fischer a gauche (en latin laevus), on parle d'un acide
aminé L. Si le groupe amine est a droite (latin dexter) toujours en projection de Fischer, il s'agit d'un
acide aminé D. Les adjectifs gauche et droit ne se rapportent qu'a la configuration en projection de

Fischer.

Les chimistes utilisent plutét les préfixes (R) et (S) pour différencier les isoméres optiques selon la
regle de Cahn Ingold et Prelog. Ainsi (R) indique un sens de rotation prioritaire orienté dans le sens
des aiguilles d’une montre et (S) indique le sens inverse. Les configurations absolues (R) et (S) sont

indépendantes du sens de déviation de la lumiére polarisée (+) ou (-).

Chiral « xgip » (cheir) et énantios qui signifient, respectivement, « main » et « opposes » en grec, sont
des notions qui sont souvent illustrées avec I’exemple de notre main droite et notre main gauche. En
effet nos deux mains sont chirales puisqu’elles sont ’'image 1’une de 1’autre dans un miroir et ne sont
pas superposables. De la méme fagon, un couple d’énantioméres possedent les mémes propriétés
physico-chimiques, la méme structure moléculaire mais des propriétés de reconnaissance moléculaire
différentes dues a leur(s) centre(s) stéréogénique(s) qui differe(nt) I’un de 1’autre. Cette différence de
reconnaissance peut parfois avoir des effets non désirés (Figure 1) notamment lorsque le mélange

racemique est présent dans un environnement biologique achiral.
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Figure 1 : Schéma (a) des Enantioméres du Limonéne employés dans 1’industrie chimique,
(b) Enantioméres du médicament Thalidomide.

En général le centre stéréogénique responsable de la chiralité est un carbone asymétrique. Mais la
chiralité ne réside pas uniquement dans la présence ou non de carbones asymétriques. Il existe des
complexes métalliques chiraux qui font intervenir trois ligands bidentates et font apparaitre une
chiralité axiale. 1l en est de méme pour les alleles, les diphényles et les composeés spiro.

Tout au long de la vie, notre organisme est sujet a de nombreuses réactions chimiques faisant
intervenir des repliements d’enzymes, protéines et peptides composés d’acides aminés[1]. Excepté la
glycine, tous les acides aminés sont chiraux. Heureusement, la grande majorité d’entre eux existent
naturellement sous la forme L. Cependant, il existe dans I’organisme de faibles teneurs sous la forme
D. Cette racémisation de la forme L en forme D a été décelée dans les tissus et les os & la mort de
I’organisme. Le taux de racemisation D/L de certains acides aminés, a ne pas confondre avec les
configurations absolues R/S, peut ainsi jouer le role d’indicateur de datation fossile mais aussi de

controleur des aliments dans 1’industrie agroalimentaire.

La Faune et la Flore sont des sources naturelles de synthése asymétrique offrant les énantiomeres
spécifiques provenant d’acides aminés et de carbohydrates. Les organismes vivants montrent des
interactions stéréospécifiques et interagissent avec les molécules asymétriques aux alentours. La
séparation d’un couple d’énantioméres se fonde donc principalement sur des interactions chirale-

chirale entre sélecteurs et énantiomeres comme c’est le cas pour les enzymes et leurs substrats (Figure

2)[2].
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Figure 2 : Schéma de reconnaissance moléculaire d’un substrat a la surface d’une enzyme.[2]

Il. Reconnaissance chirale et énantiosélectivité par voie électrocinétique

I.1. Reégle des trois points d’attache (Easson et Stedman)

Bien que le mécanisme de discrimination chirale ne soit pas encore bien maitrise, une théorie basée
sur la régle des trois points permet de décrire les interactions nécessaires entre les énantioméres et le
sélecteur pour obtenir une séparation chirale. Le mécanisme d’interaction chirale-chirale entre le
couple d’énantiomeres et le sélecteur chiral fait intervenir trois sites interactifs (Figure 2). La clef de
la séparation énantiomérique et de la reconnaissance chirale est basée sur la formation de complexes
diastéréoisomériques réversibles via trois points d’attache entre le sélecteur chiral et au moins un des
deux énantiomeres. Ainsi, en électrophorese, la separation des énantiomeres est due a leur différence

de mobilités électrophorétiques une fois complexés avec le sélecteur chiral.

En 1933[3], Easson et Stedman furent les premiers a proposer le modéle des trois points d’attache
pour illustrer le modele de reconaissance chiral. Par la suite, les premieres séparations chirales

d’acides aminés aromatiques ont €té obtenues sur papier chromatographique par Dalgliesh[4] et
Kotake[5].

Dans le mécanisme de reconnaissance chirale basé sur le modéle a trois points, il semble que les
interactions de types m soient les plus importantes. Ainsi la position et la nature attractrice ou
donneuse des groupements polaires autour du centre stéréogénique est déterminante dans 1’ordre
d’élution des énantiomeres en chromatographie chirale. Les trois interactions doivent se passer entre
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trois substituants de 1’isomeére optique a séparer et des groupements spécifiques présents sur le
sélecteur chiral. Parfois, il arrive néanmoins qu’un type d’interactions peut, de par sa grande force,
compenser les deux autres interactions nécessaires a la discrimination des isomeéres, ou bien il se peut
que les deux autres interactions manguantes dans le modele de Easson et Stedman se produisent sur
une ligne ou un plan axial chiral. Ainsi, le complexe d’inclusion stérique avec la cyclodextrine compte
plusieurs interactions. De méme lorsque le complexe réversible est formé, on peut retrouver parfois
des interactions supplémentaires de types dipolaires (électrons  donneurs, électrons m accepteurs)
ou liaison hydrogene selon les groupements fonctionnels modifiant la CD. On parle donc de modéle
géométrique des trois points d’attache. Néanmoins dans la littérature, certains auteurs[6] discutent de
quatre points d’attache au minimum (Figure 3) et d’autres[7] décrivent des CSPs a base d’acides
aminés ou l’ordre d’élution des énantiomeéres ne respecte pas systématiquement le modele de
reconnaissance chirale a trois points d’attache qui suppose que la localisation des substituants porteurs
de groupements électroattracteurs m sur le sélecteur chiral influence 1’ordre d’élution des

énantiomeres porteurs de groupements électro-donneurs m en chromatographie.

A A B »p
B/k” D-. . B/k”A :
r ¢ @ r ¢ B
B! -c' B! ¢’
A

---.B

Figure 3 : (A) et (B) Couple d’énantioméres en interaction avec un sélecteur a 3 points d’attache
selon le modeéle de Easson et Stedman. (C) Couple d’énantioméres en interaction avec un sélecteur a
4 points d’attache selon le modéle de Mesecar et Koshland[6].

1.2. Interaction stéréospécifique entre sélecteurs et énantiomeres

Bien que le mécanisme de reconnaissance chirale reste encore ambigu, nous pouvons étudier 1’effet
de certaines forces intermoléculaires pour essayer de comprendre le mécanisme de séparation chirale.
En effet, lors d’une séparation énantiosélective, les interactions présentes entre les énantiomeres et le
sélecteur chiral sont de différentes natures. Le tableau | regroupe les principales forces
intermoléculaires et leur degré d’intensité. Les forces les plus importantes sont celles de nature
électrique (Forces de Coulomb) ainsi que la force issue de la géne stérique (cavité de la cyclodextrine,
éther couronne chiral).
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Cependant, parmi les interactions listées ci-dessous, ce ne sont pas forcément les plus intenses qui

sont responsables de la reconnaissance et de la séparation chirale :

Type d’interaction Intensité de la force Sens de la force

Coulomb +++ Attractive ou répulsive
Liaison Hydrogene +++ Attractive
T — T interaction + + Attractive
lon-Dip6le ++ Attractive
Dipdle-Dipole + Attractive
Dipdle-Dipéle induit - Attractive
Van der Waals (type London) -- Attractive
Gene stérique de -a+++ Répulsive

Tableau I : Forces impliquées entre la CSP et le couple d’isoméres a séparer.[8]

e L’attraction moléculaire liée a la labilité¢ de la liaison hydrogéne fait intervenir un atome
d’hydrogeéne polarisé positivement (groupe hydroxyle et amine) avec un atome d’oxygene
et/ou d’azote polarisé négativement (groupe hydroxyle et amine).

e Les forces dues aux ¢lectrons m délocalisables, présents dans les groupes aromatiques,
interagissent de facon a ce qu’il y ait des électrons dits m attracteurs et d’autres dits = donneurs.
Les électrons m attracteurs sont ceux présents dans les structures aromatiques possedant des
substituants riches en électrons délocalisables tels que les groupements nitrates (-NOz), cyano
(CN) et les électrons m donneurs sont ceux présents sur les groupements naphtyles ou ceux
des substituants méthyles des groupes aromatiques. L’interaction m-m est attractive, elle
implique des groupements électroniques de type donneur et accepteur présents sur les
sélecteurs chiraux et les solutés a separer.

e Parmi les forces dipolaires attractives listées dans le tableau ci-dessus, celles impliquant un
moment dipolaire et une charge électrique (lon-Dipdle) sont les plus importantes.

e Les forces de Van der Waals sont les forces moléculaires les plus faibles intervenant dans
I’énantioséparation, mais elles ne sont pas a négliger dans certains cas.

e La géne stérique provient du fait qu’un volume spatial ne peut €étre occupé par aucun type ou
groupe d’atomes en raison de I’espace déja encombré par d’autres groupes d’atomes. Si les
deux groupes sont proches dans 1’espace, la force répulsive aura tendance a augmenter. La
force répulsive est autant impliquée que la force attractive dans les interactions

stéréospécifiques.
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11.3. Complexe diastéréoisomérique et énantiosélectivité

Pour bien comprendre le mécanisme de reconnaissance chirale impliquant les différentes forces
moléculaires citées ci-dessus, nous devons nous pencher sur la structure exacte et la configuration
spatiale du sélecteur chiral. Certains modéles moléculaires mathématiques permettent de predire
I’association d’un complexe « molécule chirale-sélecteur chiral » mais nous ne nous y intéresserons
pas. Cependant en chromatographie, il est possible de comprendre et de définir le type des interactions
responsables de la séparation chirale en observant les effets des groupements substituants présents
sur le sélecteur chiral et sur les énantiomeéres a separer. En effet toutes les forces intermoléculaires
impliquant 1’énantiomére et le sélecteur chiral font intervenir un complexe énantiomere-sélecteur
chiral caractérisé par une constante d’équilibre de complexation K. Ainsi, la reconnaissance chirale
d’un couple d’énantioméres notés AR et AS, par une CSP noté S, peut étre décrite de fagon simple

selon les équilibres thermodynamiques[9] décrits ci-dessous :

S+AR =S. AR

S+AS =S. AS
R_ [SAR] s_ [s4A%]
=—— et K°=——=
[S1[AR] [S1[45]

En pratique, les CSPs possédent également des sites non chiraux qui interviennent dans la formation
du complexe influencant la rétention des racémiques injectés. De plus, afin de favoriser les forces
intermoléculaires ayant lieu entre les solutés et le sélecteur chiral immobilisé, il est important de
connaitre 1’hydrophobicité des phases stationnaires. Ainsi en milieux aqueux on favorisera, selon la
taille et I’hydrophobicité des solutés, 1’inclusion partielle des groupements hydrophobes tels que les
aromatiques, naphtyles ou I’inclusion de 1’entité énantiomerique dans la cavité des B-CDs. Tandis
que dans en milieu moins polaire, on favorisera d’autres intéractions que celles du complexe
d’inclusion. Afin de renforcer les interactions stéréospécifiques et optimiser les séparations chirales
en chromatographie et en électrochromatographie, il est possible d’ajuster les paramétres opératoires

comme la nature de la phase mobile, sa composition, le pH du milieu, la force ionique etc.

Le facteur d’énantiosélectivité est le rapport (a > 1) des deux constantes d’équilibre KR et K5, Ce
facteur désigne la capacité d’un sélecteur a interagir majoritairement avec un énantiomeére tandis que

I’énantiospécificité¢ d’un sélecteur désigne I’incapacité de I'un des énantiomeres a interagir avec le
z - . 1 - . -
sélecteur chiral. Le tracé de la courbe de Van’t Hoff, In(K) = f(), contient les variations

enthalpiques AH; et entropiques ASi des interactions pour chaque énantiomere i complexé avec le

sélecteur. Ces variations d’énergie sont exprimées par les équations ci-dessous[10]:
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AGi® =AHi° — T.ASi® et InK; = ==~ + ==+ In¢

¢ est la fraction entre le volume de la phase stationnaire et le volume de la phase mobile.
Donc A(AG®)rs=AG°s-AG°r =-R.T In? =-R.T In(a)
R

Selon la loi de Van’t Hoff, le logarithme népérien du facteur de rétention K des solutés a analyser est
une fonction inverse de la température T. De la méme fagon 1’énantiosélectivité o varie inversement
de la température. Ainsi, pour chaque racémique injecté, il est judicieux de tracer la fonction In(a))=f

(1/T) afin de travailler aux températures optimales pour les séparations chirales.

[1l. Sélecteurs chiraux en CEC

Les sélecteurs chiraux les plus communément retrouvés dans la littérature sont les polysaccharides
naturels et leurs dérivés comme I’amylose, la cellulose (chiralpak©, chiracel©) et les cycloamyloses
appelées cyclodextrines (CDs). La CD est de loin le sélecteur chiral le plus utilisé en CEC. Ces
sélecteurs chiraux ont ’avantage d’étre présents en abondance et d’étre abordables (3%/kg). Leurs
dérivés sont en revanche beaucoup plus couteux (200$/g). Néanmoins, il existe une autre stratégie
qui prefere utiliser des antibiotiques, des macrocycles, des peptides, des polymeéres ou de plus petites
molécules (Pirkle, échangeur de ligand) en tant que sélecteurs chiraux pour la résolution des
énantiomeres en chromatographie liquide et en CEC.

Nous pouvons classer les sélecteurs chiraux en deux catégories. Ceux qui sont dits « conventionnels »

et ceux qui sont dits « sur mesure ».

1. Sélecteurs sur mesures
H.1.1. Les polymeéres a empreintes moléculaires (MIPs)

Les polymeres a empreintes moléculaires (MIPs) sont en géneral des monolithes organiques avec
I’empreinte de 1’énantiomére pur incorporé dans le support monolithique. On trouve également des
MIPs a base de monolithes de silice qui sont des candidats idéaux pour préparer des CSPs. Les MIPs
sont obtenus de la méme fagon que les monolithes polymeres organiques sauf que la molécule
« empreinte » n’est pas liée de fagon covalente au réseau polymeére afin de facilement 1’extraire avant
nos analyses. Leurs préparations nécessitent 1’emploi de monoméres fonctionnels, d’une molécule
empreinte chirale (acides aminés, médicaments non stéreoidaux, drogues, pesticides et peptides)

d’agents réticulants, d’amorceurs radicalaires et de solvants porogéniques. Une fois la
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copolymérisation effectuée, la molécule empreinte est extraite du réseau et laisse place a une cavité
stéréospécifique (Figure 4). Ainsi les molécules empreintes ne doivent pas étre trop volumineuses
afin d’étre facilement extraites du réseau polymere. La spécificité de ce type de sélecteur est
intéressante mais les interactions étant principalement stériques, elles dépendent de la structure des
autres molécules a séparer. Ce type de chromatographie est de nos jours tres utilisé pour 1’étude du
bio-mimétisme et permet ainsi de mimer 1’activité enzymatique « in Vivo» ou pour d’autres

applications visant a détecter des traces d’explosifs, biomolécules et produits stupéfiants.

Washing solvent for

& UV or thermal template removal
polymerisation
MIP . ‘

precursors §—f

MIP monolith

Figure 4: Schéma de préparation d’un MIP in-situ par copolymérisation photochimique ou
thermique.[11]

La tres haute spécificité de ce type de sélecteur est a son désavantage. Citons quelques exemples
d’applications des MIPS en chromatographie chirale :

Un des pionniers de cette technique en séparation chirale est le Pr. Jun Matsui[12]. 1l synthétisa en
1993, par polymérisation thermique un MIP chiral in-situ a base d’acide méthacrylique, d’éthyléne
diméthacrylate (EDMA) et de phénylalanine anilide dissous dans du cyclohexanol et dodécanol en
présence d’un amorceur radicalaire. L’équipe de Huang[13] synthétise des MIPs pour la
chromatographie liquide chirale et sépare ainsi les énantioméres d’acides aminés et les
diastéréoisomeres d’alcaloide (cinchona) a [’aide d’empreintes moléculaires telles que le
N-(carbobenzyloxy)-L-tryptophane (Cbz-L-Trp), le Fmoc-L-Tryptophane (Fmoc-L-Trp), la
cinchonine, la cinchonidine, la quinidine, la quinine et la (-)norépinéphrine[14]. L’équipe de Liu[15],
de la méme facon, utilise le (R)-1,1°-bi-2,2 naphtol pour séparer les deux énantioméres du binaphtol
en CEC avec pression assistée monodirectionnelle. L’équipe de Junjie Ou[16] utilise une technique
similaire pour la chromatographie liquide avec comme empreintes moléculaires, le (S)-(-)-1,1’-bi-2-
naphtol et le (R)-(+)-5,5°, 6,6°, 7,7°, 8,8’-octahydro-1,1’-bi-2-naphtol. Dans ce cas, le monomere
fonctionnel est la 4-vinylpyridine qui copolymérise avec 'EDMA. L’équipe de Junfa Yin[10] sépare
en chromatographie liquide, les énantiomeres de la Natéglinide avec un MIP possédant une

distribution bimodale (mésopores et macropores) a base de L-Nateglinide. L’équipe de Zaidi et
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Cheong utilise des MIPs a base de multiples dérivés de camphor[17], de S-Ofloxacin[18] pour des
applications en OT-CEC. D’autres monolithes en OT-CEC chirale ont été décrits de la méme facon
a base de (S)-ketoproféne[19].

H.1.2. Les aptameéres

Les aptameres sont des oligonucléotides simples brin d’ADN ou d’ARN de courtes tailles, capables
de fixer spécifiquement un ligand par de trés grandes affinités similaires a celles des anticorps pour
leurs cibles prédéterminées. Ainsi Ellington et Szostak[20] sont a 1’origine de cette appellation,
« aptamere », lors de leur utilisation en chimie combinatoire pour des applications biochimiques en
chromatographie et en électrophorése. Ces molécules permettent de générer des banques de sélecteurs
chiraux hautement spécifiques aux énantioméres cibles (o >1000). Depuis 2002, les aptaméres en
série ADN et ARN sont employés en tant que sélecteurs chiraux dans une technologie de séquencage
appelée SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). L’utilisation des
aptameéres en tant que phases stationnaires offre plusieurs avantages en chromatographie d’affinité et
pour la préparation de biocapteurs. Parmi ces avantages nous retrouvons la facilité des techniques de
synthése, la stabilité en milieu physiologique et la capacité des aptameéres a étre attachés a la surface
via le couplage Biotine-Streptavidine. L’équipe de Rehder[21] greffe des aptameéres en surface de
capillaire avec une structure appelée G-quadruplex (G4) pour séparer en OT-CEC, huit protéines
originaires de lait bovin dont la B-lactoglobuline, a-caséine, B-caséine, a-lactaloumine dans les
conditions de température et pH physiologiques. Les aptameéres présentent des affinités et spécificités
comparables a celles des anticorps pour des molécules complexes comme les cellules cibles, les
acides nucléiques, les antibiotiques. Ils servent aussi a séparer de maniere énantiosélective de petites
molécules comme les acides aminés (citrulline, arginine, histidine et tryptophane), les nucléosides
(adenosine, tyrosinamide) ainsi que de plus grosses molécules comme les hormones peptidiques
(vasopressine) par exemple. En raison du colt élevé de ce type de sélecteur chiral, les applications de

ces oligonucléotides sont limitées aux systémes miniaturisés comme en u-LC[22, 23] et en CE[24].

.2. Sélecteurs conventionnels
n.2.1. Les glycopeptides macrocycliques (ou antibiotiques)

Les glycopeptides ou antibiotiques sont d’excellents sélecteurs chiraux qui sont souvent utilisés pour
séparer les acides aminés. lls furent utilisés en 1994 par Armstrong[25] dans les séparations de
certains acides aminés en HPLC. Les antibiotiques les plus remarquables dans 1’énantioséparation
des acides aminés sont la vancomycine, la ristocétine, la teicoplanine et leurs dérivés. Ces sélecteurs
possédent tous de nombreux sites chiraux, des groupements alcools, des cycles aromatiques, des
groupements polaires et apolaires ainsi que des sites mono ou bi-chargés. Ces sites vont interagir
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selon les forces citées dans le tableau | et permettre de complexer et séparer des composés racémiques
en CEC et avec d’autres méthodes chromatographiques.

La vancomycine ainsi que d’autres glycopeptides (vancomycine-aglycone, norvancomycine,
teicoplanine, teicoplanine-aglycone, ristocétine, thiostrepton A, rifamycine, kanamycine,
streptomycine, fradiomycine, et avoparcine) sont des molécules relativement grosses (Figure 5) et
possedent de nombreux sites chiraux entourés de différents groupes d’hétéroatomes. Ces nombreuses
fonctionnalités chimiques permettent, aux interactions attractives avec au moins trois points d’attache
sur 1’énantiomére a séparer, de se produire. Des colonnes CSPs commerciales pour I’HPLC
(Chirobiotic™) sont d’ailleurs préparées a partir de cette famille de sélecteurs. Ces derniéres années,
des auteurs ont décrit la préparation de colonnes monolithes a base de glycopeptides [26-28] pour
I’emploi en CEC chirale. L’équipe de Hsiech[29] a synthétisé un monolithe de silice chiral a base de
vancomycine en une étape. lls décrivent de tres bonnes résolutions (Rs > 7) en CEC lors de la
Séparation de la thalidomide et d’autres B-bloquants. Un autre dérivé anionique d’antibiotique,
nomme clindamycine—phosphaté a aussi servi pour produire des CSPs sur colonnes monolithes en
CECI30]. Les auteurs séparent six racémiques basiques mais aussi acides sur un monolithe polymeére
poreux revétu de zirconium et fonctionnalisé par un antibiotique phosphaté. Les structures complexes
des antibiotiques permettent d’intensifier le nombre de sites intervenant dans la reconnaissance
stéréosélective des énantiomeres et ainsi de séparer efficacement les acides aminés et autres
molécules chirales.

Cependant pour des raisons de colit et de disponibilité, d’autres types de sélecteurs chiraux seront

préférés en chimie préparative comme en sciences séparatives.

Figure 5 : Sélecteurs chiraux glycopeptides : Ristocétine, Vancomycine, Teicoplanine

(de gauche a droite).
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11.2.2. Les protéines

Les protéines sont des polymeéres naturels a hautes masses moléculaires composées d’un assemblage
de plusieurs acides aminés possédant de nombreux sites chiraux. Les pionniers de I’utilisation de
CSPs avec ce type de sélecteur sont Stewart et Doherty[31]. s utilisent I’albumine-succinoyl-amino-
éthyle-agarose a des fins énantiochromatographiques pour la séparation par affinité du (D) et (L)-
Tryptophane. L’acide a-1-glycoprotéine, I’albumine de sérum humain et I’albumine de sérum bovin
(AGP, HSA et BSA) sont des protéines solubles dans 1’eau largement employées en sciences
énantioséparatives. En 1983, ce type de CSPs fut employé et utilisé en HPLC pour la résolution des
énantiomeres medicamenteux du propranolol, du disopyramide, du vérapamil, de I’indole, des
benzodiazépines, de 1’oxazépam, de la bupivacaine et de la warfarine. Les multiples sélecteurs
protéiniques existants permettent d’augmenter la spécificité des interactions établies entre sélecteurs
et racémiques. 1 est ainsi possible d’utiliser ces sélecteurs chiraux pour élaborer des CSPs pour I’OT-
CEC, la m-CEC et la p-CEC. Ce type de sélecteur supramoléculaire est trés sensible a son
environnement intermoléculaire. Donc, le pH, la quantité de protéine, la température, la composition
de I’¢lectrolyte ainsi que la nature du greffon et le type de lien chimique reliant la protéine a la surface
interne vont affecter la structure geométrique du sélecteur, la qualité de 1’énantioséparation en OT-
CEC (efficacité et résolution) et seront la cause de leur dégradation et L’équipe de Kitagawa[32]
prépare une CSP en greffant 1’avidine via une réaction de Schiff en surface du capillaire de silice
fondue modifiée en amont par I’APTEOS puis ensuite par le gluteraldéhyde en milieu aqueux. Ce
type de CSP liée de fagon covalente a permis de séparer en OT-CEC les énantioméres de 1’acide
abscissique et des acides arylpropioniques. Les protéines citées précédemment ainsi que
I’ovomucoide (OVM), I’ovotransferine, la chymotrypsine et la cellobiohydrolase-I sont des sélecteurs
chiraux aussi utilisés pour I’immobilisation au sein de monolithes organiques et inorganiques. Ces
CSPs peuvent étre synthétisées de différentes manieres : encapsulation[33] du sélecteur dans la
matrice, liaison covalente[34] ou adsorption physique[35]. Cependant, les protéines étant des
molécules sensibles a certains parameétres tels que la température, le pH du milieu, la force ionique
du tampon etc, il est donc difficile de reproduire des séparations chirales avec ce type de sélecteur.
Pourtant ces bio-macromolécules semblent étre les sélecteurs naturels parfaits pour
I’énantioséparation d’une grande gamme de solutés chiraux auxquels nous nous intéresserons. En
effet les protéines du corps humain permettent la reconnaissance chirale des médicaments, des
nutriments ainsi que des drogues. Ce type de sélecteurs chiraux est en théorie idéale pour la séparation
de nos racémique mais il ne sera cependant pas retenu a cause de sa faible stabilité et de la complexité
du mécanisme de reconnaissance chirale en raison des nombreux sites chiraux presents chez les

protéines.
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11.2.3. Les alcaloides naturels a base de quinquina

Les deux énantiomeres « cinchona » alcaloides (8S, 9R) et (8R, 9S), respectivement la quinine et la
quinidine (Figure 6), sont des molécules extraites de 1’écorce d’un arbre d’Amérique du Sud
(quinquina). Ces deux isomeéres sont utilisés comme médicaments contre le paludisme. Ces deux
molécules aux configurations opposées, peuvent aussi servir de sélecteurs chiraux dans les CSPs en
chromatographie. La structure moléculaire de ce type de sélecteur chiral permet de mettre en jeu des
interactions dipolaires de type m- 7, ioniques, liaison hydrogene etc. (Figure 7). Lammerhofer et
Svec[36] ont copolymerisé, par voie photochimique et thermique, deux monomeres acryliques
dérivés de cet alcaloide avec le 2-hydroxyéthyl-méthacrylate en présence d’un réticulant (EDMA),
afin d’obtenir deux CSPs sur support monolithique. Les auteurs ont décrit de belles séparations des
racémiques de dérivés d’acides aminés avec des résolutions comprises entre 2 et 4 et des efficacités
de I’ordre de 100 000 plateaux/m. D’autres études[37-41] ont décrit des CSPs échangeuses d’anions
utilisant des carbamates de quinine greffés de facon covalente[1] a la silice ou sur le monolithe in-
situ permettant de séparer en HPLC et en CEC efficacement de nombreux dérivés DNP (Di-Nitro-
Phenyl) et DNB (Di-Nitro-Benzoyle) d’acides aminés chiraux. De plus, nous pouvons observer
différents groupements chimiques susceptibles d’étre modifiés aisément sur la quinine et ses dérivés.
En effet la double liaison du groupement allylique pourrait servir pour une « click-chemistry » de
type thiol-éne ou bien pour une hydrosilylation sur une surface de silicium hydrogéné par exemple.
D’autres types de réactions chimiques, comme la substitution nucléophile du 1-(4-Aminobutyl-
terguride[42] (alcaloide) sur les groupes époxydes du monolithe GMA-co-EDMA, ont servi pour

¢laborer des CSPs et séparer un racémique d’acide-2-aryloxypropionique en CEC.

storic interaction

= CH 3
interaction
ion pairing
multiple
SELECTAND [SA) - SELECTOR (SO}
interaction
Figure 6 : Structure de la quinidine (gauche) et Figure 7: Interactions susceptibles d’intervenir dans le
d’un diastéreoisomeére la quinine (droite). modele du mécanisme de reconnaissance chirale entre

le Sélecteur (SO) et les acides aminés-DNBs.[1]
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11.2.4. Les échangeurs de ligands

Les CSPs utilisant des échangeurs de ligands impliquent la formation d’un complexe
organomeétallique avec 1’ion, le sélecteur (Figure 8) et ’analyte. Parmi les sélecteurs, on retrouve la
proline, I’hydroxyproline, 1’histidine, la phénylalanine, 1’acide aspartique, I’acide glutamique, la
méthionine, la théreonine, la leucine et la valine. Le mécanisme met au centre I’ion métallique
Cu?*(ou Zn**,Ni%*) et un sélecteur chiral dérivé d’acides aminés munis de ligands bidendates
capables de chélater le cuivre. En sachant que deux molécules d’eau occupent ¢galement la sphere de
coordination du Cu?* et afin de respecter la coordination électronique du métal cationique,
I’énantiomeére a séparer doit porter des groupes chélatants bidentates pour former deux points parmi
les interactions selon la regle des 3 points. Dés 1969, le complexe cinétiquement labile, sélecteur/ion
métallique/soluté, permet a 1’équipe de Davankov de résoudre des racémiques d’acides aminés par
chromatographie chirale d’échange de ligands. Les ligands portent des groupes carboxylates, amines,
amides, hydroxyles et thiols. Lors de la complexation avec le support sélecteur/ion métallique, des
¢changes de chélation avec d’autres ligands provenant de la phase mobile permettent d’assurer les
séparations chirales. L’énantiosélectivité est meilleure lorsque les ligands des sélecteurs sont
bidentates avec Cu?* et lorsqu’ils sont tridentates avec Ni®*[43]. Ainsi les complexes
diastéréoisomériques formés sont labiles, stables et permettent de comprendre simplement la régle du
modele d’interaction a 3 points d’Easson et Stedman. En CEC, les CSPs a base d’échanges de ligands
sont le plus souvent cités dans 1I’emploi de monolithe incorporant le sélecteur chiral dans une matrice

polystyrene[44], polyacrylamide[45] ou sol-gel[46, 47].
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Figure 8 : Structure de la CSP échange de ligand a base de L-hydroxyproline greffée sur monolithe
de silice.[47]

111.2.5. Le sélecteur Whelk-O-1 ou Pirkle

Le sélecteur «Whelk-O-1» (Figure 9) désignant le 3,5-dinitrobenzamido(DNB)-1,2,3,4-
tétrahydrophénanthréne est utilisé dés les années 90 pour 1’énantioséparation des anti-inflammatoires
non stéroidaux comme le naproxene[48, 49] en HPLC. Le sélecteur est attaché a la surface de silice

par l’intermédiaire d’un bras alkyle li¢ aux siloxanes. Ce sélecteur synthétique dérivant du
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phenanthréne (HAP) posséde deux centres stéréogéniques (3S,4R) et (3R,4S), une fonction amide
rendant labile la liaison H en interaction avec 1’amine tertiaire du naproxeéne et des substituants riches
en électrons dans le plan axial ou équatorial tels que les deux groupements électroattracteurs (NO3).
La reconnaissance chirale est basée sur les propriétés électroniques (r — m accepteur-donneur) du
sélecteur et des énantiomeres du naproxene. La liaison hydrogéne et la géne stérique due a la rigidité
de la structure jouent les réles des deux autres interactions nécessaires dans le mécanisme de la
reconnaissance chirale a trois points d’attache. Par réciprocité, le (S)-naproxene est aussi un sélecteur
chiral synthétique et efficace. En effet puisque le sélecteur de Pirkle est capable de distinguer le (R)
du (S)-naproxene, de la méme fagon, le naproxene est aussi capable de jouer le role de sélecteur chiral
en discriminant de maniére énantiosélective les isoméres du Whelk-O-1 par réciprocité. Le sélecteur
de Pirkle est aussi utilisé pour préparer des CSPs pour la p-CEC avec pression assistée[50] et séparer
ainsi les racémiques du bendrofluméthiazide, de la base de Trdger, de la benzoine et de la warfarine.
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(S)-Naproxen-derived CSP (35.4R)-Whelk-O 1 CSP

Figure 9: CSPs chirales complémentaires avec sélecteur de type Pirkle (Whelk-O-1 et par
réciprocité (S)-naproxene).[48]

111.2.6. Les éthers couronnes

Les éthers couronnes sont le plus souvent des dérivés de poly-oxyéthylene (poly-éther) cycliques,
avec dix-huit atomes au total et six atomes d’oxygéne, synthétisés en 1967 par Pedersen (18-C-6).
Ces éthers couronnes ont une cavité au centre qui a la taille commode pour y inclure un groupement
aminé protoné (NHs"). Cette inclusion compte pour un premier point d’attache selon le mécanisme
inclusion-complexation des énantioméres. Les deux autres points d’attache aux isomeéres optiques
résultent des interactions hydrophobiques et stériques des substituants des éthers couronnes. En effet,
pour que les éthers couronnes aient une capacité de reconnaissance chirale, il leur faut des sites
asymétriques apportés par des groupements tels que les bi-naphtyles, bi-phénanthréne, héricénes,
acide tartrique, spirobifluorénes, carbohydrates, carbones asymétriques etc. Ce type de sélecteur est
utilisé en HPLC[51], CEC[52, 53] pour la séparation des molécules chirales comme les acides a-

aminés, les peptides de petites tailles ayant un groupe ammonium (provenant d’amines primaires)
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mais les éthers couronnes sont aussi utilisés en tant qu’additif dans 1’électrolyte d’analyse pour la

CZE[54]. Daicel commercialise ce type de CSP pour la séparation des acides aminés en HPLC.
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Figure 10 : Schéma de la CSP monolithique a base de 18-C-6 tétra-carboxylique acide.[52]

1.2.7. Les polymeéres synthétiques

Des polymeres synthétiques optiquement actifs peuvent étre obtenus en greffant[55] le sélecteur
chiral sur les chaines d’un polymeére achiral, par réticulation[56] avec de 1’épichlorohydrine ou en co-
polymérisant[57] des monomeéres organiques en présence d’un sélecteur chiral. Les polymeres
chiraux peuvent ainsi servir en tant que CSPs en HPLC et en CEC. Certains polymeéres chiraux
comme le polytriphényl-méthyl méthacrylate héelicoidal[58], le polysodium N-undécanoyl-L-Leucyl-
leucinate(poly-SULL) et le polysodium N-undécanoyl-L-Leucyl-valinate(poly-SULV) sont des
dipeptides en forme de micelles synthétisés pour 1’application en MEKC chirale[59, 60]. Les
polymeres chiraux ont 1’avantage de présenter de nombreux sites stéréosélectifs et la possibilité
d’avoir des charges idéalement distribuées en surface facilitant ainsi 1’électro-osmose en CEC. De
plus, les polymeres CSPs peuvent étre obtenus in-situ dans le capillaire en une étape. L’équipe de
Schmid[45] copolymérise le méthacrylamide, le diacrylamide de pipérazine (PDA), I’acide vinyl
sulfonique et le N-2-hydroxy-3-allyloxypropyl d’hydroxyproline. Cette CSP échangeuse de ligands
a permis 1’énantioséparation en CEC de plusieurs acides aminés.
Durant nos travaux, nous avons utilis€ deux polymeéres synthétiques de CD. L’un est le poly-
carboxymeéthyl-B-cyclodextrine commercial (p-CM-B-CD" cyclolab) servant de sélecteur chiral avec
des charges négatives qui pourraient favoriser le FEO cathodique en CEC. L’autre polymere
favorisant la présence de FEO anodique est le polytriméthylammonium-B-cyclodextrine (p-CD")
synthétisé par le Pr B. Carbonnier. Les polyméres synthétiques chiraux, obtenus a partir de
monomeres chiraux comme les CDs ou les acides aminés, sont des sélecteurs chiraux souvent utilisés
en HPLC[61] et en CEC[62].
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11.2.8. Les polysaccharides

Les polysaccharides sont des polymeéres naturels de glucose liés par des ponts osidiques. Ce sont des
assemblages de monomeéres chiraux qui servent en énantiochromatographie en tant que
macromolécule chirale. Les CSPs a base de polysaccharides sont les colonnes les plus employées en
HPLC chirale[63] (>90%). Ce type de CSP est aussi employé en CEC en immobilisant par diverses
maniéres possibles un polysaccharide sur un gel de silice ou sur des colonnes monolithes. La
cellulose, I’amylose, la chitine et le chitosane[64] sont les polyosides natifs les plus courants et les
plus utilisés en raison de leur abondance et de leurs faibles colts en CEC chirale. A cause de leurs
structures particulierement hélicoidales, les dérivés de I’amylose sont généralement préférés a ceux
de la cellulose. Les substituants polaires des polysaccharides tels que les esters et carbamates
permettent aux sélecteurs d’étre plus efficaces que les polysaccharides natifs en termes de
reconnaissance chirale. Ainsi, les dérives de polysaccharides sont considérés comme appartenant a
I’une des meilleures classes de sélecteurs chiraux employés en chromatographie chirale. Cependant,
en raison de leurs tailles et structures complexes, le mécanisme de reconnaissance chirale avec ce
type de sélecteurs demeure difficile & comprendre. De nos jours, il existe plus d’une centaine de CSPs
commercialisées (Figure 11) (Chiralcel® OD, Chiralpack® AD, Chiralpak® IA et IB) dans le monde
a partir d’une dizaine de sélecteurs de type polysaccharides. Les sélecteurs employés sont le plus
souvent des polymeéres de D-glycopyranose ou D-glucosamine modifiés par acétylation (ester) ou en
faisant réagir les groupements hydroxyles du polymere avec le phényl-isocyanate (carbamate).
Chankvetadze et Okamoto ainsi que Lv et Mangelings ont immobilisé de facon covalente le
3,5-diméthylphénylcarbamate de cellulose (CDMPC) sur monolithe de silice pour des séparations
chirales en HPLC[65] et en CEC[66] respectivement. L’équipe de Dong décrit des CSPs avec le
méme type de sélecteur. Les auteurs immobilisent le polymére sur monolithe organique par
adsorption physique. Ils separent ainsi en CEC, neuf paires d’énantioméres parmi douze racémiques
acides, basiques et neutres[67]. Le tris(3,5-diméthylphénylcarbamate) d’amylose (ADMPC) est, de
la méme facgon, utilisé par les équipes précédemment citées pour décrire des énantioseparations en
HPLC[68] et en CEC[69].
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Figure 11: Structure des CSPs commerciales (a) cellulose-tris (3,5-diméthylphénylcarbamate)
(Chiralcel OD) ; (b) amylose-tris (3,5-diméthylphénylcarbamate) (Chiralpak AD) et (c) cellulose-tris
(4-méthylbenzoate) (Chiralcel OJ).[63]

Les CSPs a base d’ADMPC et/ou de CDMPC ont une large sélectivité et sont trés célébres en
chromatographie et électrochromatographie capillaire chirale. Le mécanisme de reconnaissance,
faisant intervenir 1’énantiomére dans la structure hélicoidale chirale du polysaccharide, reste
complexe. Cependant, nous pouvons citer[70] quelques interactions intervenant dans le modéle a trois
points de Easson et Stedman. En effet les groupements électroniques des 3,5-diméthyl-phényl-
carbamates et 4-méthyl benzoate, des carbamates et esters respectifs, interagissent avec un des deux

énantiomeres selon des interactions impliquant la liaison H, les électrons nt-m et I’effet stérique.

11.2.9. La cyclodextrine (CD)

Les cyclodextrines sont des macrocycles en forme de cbne tronqué possédant une cavité aux
propriétés hydrophobes de tailles variées selon le nombre (n) de motifs glucopyranose. Cette famille
de molécules « cages » appartient aux oligosaccharides cycliques ayant des centres de chiralité sur
chaque unité (D)-(+)-glucopyranosique liée en a-1,4. Elles sont le plus souvent formées de 6, 7 ou 8

unités de glucopyranose appelées a, p ou y —CD (Figure 12).
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Figure 12 : 3 CDs : a-CD, B-CD et y-CD

Selon la polarité et la taille des énantioméres, il est envisageable d’utiliser différentes tailles de cavité
de CDs. La B-CD posséde cependant de meilleures propriétés de reconnaissance chirale que ses deux
sceurs (a-CD et y-CD), probablement en raison de son nombre impair de motifs plutot que de sa taille.
Les caractéristiques les plus courantes des CDs sont regroupées dans le tableau 2. Ces molécules
cristallines ont été découvertes par Villiers en 1891 en dégradant I’amidon par une activité
microbienne. Elles sont de nos jours trés employées dans I’industrie agroalimentaire[71] et
pharmaceutique[72] pour leurs propriétés de reconnaissance chirale tout d’abord et plus généralement
pour leur capacité d’encapsulation des biomolécules[73] via un mécanisme supramoléculaire de
formation d’un complexe d’inclusion « hote-invité ». Le nombre de publication faisant référence aux
cyclodextrines est en croissance exponentielle depuis la fin des années 60 (Figures 13 et 14). Nous
relevons que la B-CD est largement majoritairement utilisée en tant que sélecteur chiral pour la GC,
CEC et la CE.
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Figure 13 : Evolution du nombre de publication (articles, brevets, résumés de conférences, etc.)
relatives aux CDs depuis leur découverte d’apres Jozsef Szejtli.[74]

Figure 14 : Evolution du nombre de publications concernant les 3-CDs.[75]
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Parmi les propriétés remarquables des CDs, celles d’étre peu couteuses (3€/Kg et Dérivés : 190€/g),
transparentes aux U.V, hydrosolubles et efficaces dans la reconnaissance chirale, aussi bien dans un
milieu aqueux que dans un milieu totalement organique, en font un choix de qualité parmi la liste des
sélecteurs chiraux utilisés en énantiochromatographie. Les cyclodextrines et leurs dérivés sont les
sélecteurs chiraux les plus utilisés de toute évidence en science séparative chirale [76-78]. Elles
servent a 1’état natif en tant que sélecteurs chiraux en chromatographie liquide depuis 1984[79] et
depuis 1989 en CZE.

La structure unique et particuliere des CDs permet de former, a I’intérieur de leurs cavités et selon
leur taille, des complexes d’inclusion avec des molécules hydrophobes portant des groupements
aromatiques. La cavité interne des CDs possede des propriétés hydrophobes liées a la faible polarité
apportée par les carbones asymétriques et le groupe éther présent sur chaque unité D-
glucopyranosique. En effet, en milieux aqueux (phase inverse) on suppose que les principales
interactions intervenant dans le mécanisme de reconnaissance chirale se déroulent dans la cavite des
cones tronqués. Cependant, chez les CDs natives et leurs dérivés, la conformation et I’orientation des
groupements chiraux alcools secondaires jouent aussi un réle majeur dans le mécanisme de séparation
chirale a travers les interactions de type liaisons hydrogéne accompagnant la formation du complexe
d’inclusion. Les alcools primaires, quant a eux, serviront a co-polymériser ou greffer le sélecteur sur
un support de phase stationnaire. Ainsi, les deux faces externes des cones des CDs, aux propriétés
hydrophiles, rendent les CDs solubles en milieu aqueux et permettent par complexation de mieux
solubiliser certaines molécules hydrophobes. Chez la B-CD, la face de plus petit diametre (face
primaire) contient 7 groupes hydroxyles primaires, tandis que la plus grande (face secondaire),
possede les 14 groupements alcools secondaires (Figure 15).

Ont
o4 Hydrophobic Cavity
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Figure 15 : Schéma 3D de la p-CD
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a-CD B-CD y-CD
Numéro CAS 10016-20-3 7585-39-9 17465-86-0
Formule brute CssHs0030 Ca2H7003s CagHg0O0u0
Masse molaire (g/mol) 972,8 1135,0 1297,1
Tg (transition vitreuse) 292°Cx2°C
DI de la cavité en nm 0,47 20,53 0,60 a 0,65 0,75a0,83
Solubilité dans I’eau 145 g/L 18,5 g/L 232 g/L
Nombre de C * 30 35 40

Tableau Il : Propriétés physico-chimiques des a-CD, B-CD et y-CD

On peut notamment remarquer dans le tableau Il ci-dessus, que la B-CD est anormalement moins
soluble que ses deux sceurs de tailles voisines en raison probablement de la rigidité de la molécule
apportée par la ceinture de liaison hydrogene a sept motifs. Des auteurs expliquent ce phénomene par
I’agrégation[80] des B-CDs. Afin d’améliorer les performances énantiosélectives et la solubilité du
complexe entre la B-CD et des molécules peu polaires, de nombreuses études portant sur la
dérivatisation des fonctions hydroxyles des CDs ont été rapportées dans la littérature. En exemple,
nous pouvons mentionner une étude portant sur la modification des CDs par des acides aminés dans
le but d’améliorer la solubilité des molécules organiques ainsi complexées[81]. La B-CD et ses dérives
peuvent étre ajoutés a une phase mobile ou bien servir comme phase stationnaire chirale attachée de
facon covalente ou non a une surface de silice fondue[82]. Que ce soit en solution ou immobilisées
sur des monocouches organiques, les B-CDs ont en effet montré une sélectivité et des forces
supramoléculaires égales[83] vis-a-vis des molécules invitées. Le mécanisme de reconnaissance
chirale de ce sélecteur est illustré majoritairement par ’inclusion partielle[9] ou non d’un énantiomeére
porteur de groupements chimiques apolaires dans la cavite de la CD dans des conditions
chromatographiques de phase inverse. En effet, le complexe d’inclusion « CD-soluté » est
énergétiquement favorisé en milieu aqueux. Toutefois, on peut voir dans le tableau Il ci-apres, que
dans un milieu polaire totalement organique ou dans des conditions de phase normale
(hexane/heptane), les énantiomeéres peuvent également étre separés par la CD sans y étre inclus a
’aide des différentes interactions listées précédemment dans le tableau I, ce qui est aussi le cas pour
les molécules rotaxanes de B-CD. En effet la formation des complexes entre les CDs et les
énantiomeres est contrélée par des interactions de plusieurs types (hydrophobes, dipdles, liaisons
hydrogene, gene sterique et forces de Van der Waals). En modifiant les groupements hydroxyles des
CDs, on modifie leurs solubilités[84], leurs polarités[85] ainsi que les types d’interactions entre les
énantiomeres et les CSPs[86-89]. Ainsi la fonctionnalisation des groupements alcools de la CD
permet d’¢largir la gamme de reconnaissance d’échantillons chiraux (sélectivité)[90]. Selon le type
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de soluté, les dérivés des CDs doivent répondre a diverses interactions de types : effets stériques,
liaisons hydrogeéne, et effets électroniques m (attracteurs ou donneurs). Les dérives les plus utilisés
pour ce type d’interactions sont respectivement la 2,3 diméthyl-B-CD (DM-B-CD) ou
I’hydroxypropyl-B-CD (HP-B-CD), la B-CD acétylée, et les dérivés phényl-carbamates. En favorisant
d’autres types d’interactions que I’inclusion, la reconnaissance chirale, qui est aussi basée sur la
nature des groupements fonctionnels des CSPs a base de CDs et sur la structure chimique des
énantiomeéres, peut tout de méme avoir lieu dans les différents modes chromatographiques (PN, RP,
POM). 1l est alors possible de comprendre et d’améliorer les performances de séparation chirale en
contrélant la polarité, la température ainsi que le débit de la phase mobile lors des analyses en phase
inverse. En raison des structures et des propriétés remarquables des CDs, celles-ci sont considérées
idéalement comme les meilleurs sélecteurs chiraux. De nos jours, elles sont une famille de sélecteurs
chiraux les plus employés en énantiochromatographie liquide avec une treés large gamme de
sélectivité. Depuis les années 90 la CEC, sous ses trois formats capillaires (OT-CEC, m-CEC et p-
CEC) avec ou sans pression assistée, permet d’améliorer les efficacités et résolutions par rapport aux
méthodes de chromatographie chirale liquide [77, 91-93]. Ainsi, ce type de sélecteur, immobilisé ou
polymérisé dans la colonne, permet de séparer, efficacement et avec de bonnes résolutions une large
gamme de racémiques médicamenteux et d’herbicides tels que les flavonoides, les barbituriques, les
furanes, les lactames, le glutéthimide, les dérivés d’acides aminés, le carprofene, 1’a-méthyl-a-
phényl-succinimide, le y-phényl-y-butyrolactone de méthyle-mandelate, le 1-(2-naphtyl) éthanol, le
mécoprop-méthyle, le diclofop-méthyle, le fénoxaprop-méthyle etc.

La CD et ses dérivés sont aussi présents sous d’autres formes plus complexes générant ainsi de
multiples sites chiraux présents sur un méme assemblage supramoléculaire. En effet, les polymeéres
de B-CD ainsi que les poly-rotaxanes de CDs sont aussi décrits en tant que sélecteurs chiraux pour la
CEC. Cependant, il est laborieux d’utiliser ce type de sélecteur en raison de la difficulté¢ de synthese
que cela représente ainsi que de la possibilité de rendre inaccessibles les cavités des CDs causés par

les multiples configurations spatiales possibles des chaines polymeéres.

Phase Mobile  ¢pmo Composition Optimisation

CHsOH ou CH,CN/20mM Varier le % et la nature du

Phase inverse (RP) acétate d’ammonium, pH=5 | -
(30:70) solvant organique
CH3OH/CHsCN/acide Autres solvants polaires
Mode Polaire Organique (POM) acetique/triethylamine organiques, mélanges. Ratios en
(95:5:0,1:0,1) acide et base
Augmenter le % de I’agent
Phase Normale (NP) pour DNP et _ ;
DMP Cyclobond Ethanol/heptane (30:70) polaire, chzgﬁznltz; nature des

Tableau 111 : Méthodes de développement de CSP Cyclobond® de chez Astec.
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IV. Electrochromatographie capillaire

La séparation des énantiomeres peut se faire par de multiples voies chromatographiques comme la
GC, CZE, CCC, MECK, SFC, HPLC et CEC ou bien par des voies de cristallisation ou de résolutions
spectroscopiques. Nous nous sommes intéressés a la CEC chirale qui est la technique la plus illustree
dans la littérature ces dix derniéres années. La résolution chirale est décrite au travers de nombreuses
méthodes chromatographiques et électrophorétiques. La CEC cumule plusieurs avantages : tout
d’abord, ce type de chromatographie apporte une synergie entre les principes de rétention, propre a
la phase stationnaire, et ceux liés a la mobilité électrophorétique des solutés chargés. La CEC nous
permet ainsi de combiner les avantages de la sélectivité des diverses CSPs en HPLC et les hautes
efficacités retrouvées en électrophorése capillaire de zone (CZE) dues au profil plat du FEO. De plus,
les temps d’analyse sont relativement courts et les quantités de solvant et de reéactif utilisées sont
faibles. Par contre trés peu de colonnes séparatives pour la CEC sont commercialisées en raison de la
fragilité des capillaires lors de leur préparation et du mangue de reproductibilité lors des analyses.
Parmi les trois types de capillaires envisageables en CEC (Figure 16), les tubes ouverts (OT-CEC),
les colonnes dont la matrice est un monolithe poreux (in)organique ou hybride (m-CEC) et les
colonnes remplies (p-CEC), seuls les deux premiers seront élaborés et étudiés durant ces travaux. En
effet, le premier inconvénient dans I’utilisation des colonnes remplies de particules de silice de la
taille de 1,5 10 um (p-CEC) est la difficulté de mise en ceuvre de frittés pour contenir les particules.
De plus la présence de silanols résiduels non modifiés par 1’adsorption ou le greffage particulaire de
silice altére la qualité des électrochromatogrammes puisque ces groupements sont susceptibles
d’interagir avec les biomolécules. Pour éviter ces désagréments, des additifs bi-chargés peuvent étre
ajoutés afin d’écranter les groupes silanols libres ou bien une gravure du capillaire avec NH4, HF est
mise en place, réduisant ainsi la quantité de silanols residuels et agrandissant la surface spécifique
d’un facteur 100 a 1000 en théorie. Les autres désavantages d’utiliser des colonnes remplies sont leur
faible perméabilité et la formation de bulles d’air au sein du fritté. De plus, selon que 1’on se place
dans les zones immobilisées par les particules ou les zones libres, le FEO n’est pas constant dans
I’ensemble du capillaire. Ceci est a I’origine de la formation de bulles d’air qui vont altérer le courant
et la ligne de base durant les analyses en p-CEC[94, 95]. Une autre origine des bulles d’air en p-CEC
serait le phénomeéne d’échauffement par effet Joule[96, 97]. Il est donc conseillé de travailler a faibles
forces ioniques et a plus faible température possible. Les bulles d’air apparaissent également pendant
I’analyse lorsque le capillaire particulaire utilisé est desséché. Pour éviter ce désagrément en CEC, il
est vivement recommandé d’utiliser des capillaires de faibles diametres, de dégazer préalablement

tous les ¢luants au sonicateur et d’appliquer une pression hydrodynamique assistée lors des analyses.
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Figure 16 ‘:‘ Schéma des 3 types de capillaires ret;ouvés pour I’emploi en CEC : A (Opedn Tubular-
CEC), B (packed-CEC), C (monolithe-CEC)[98]

En chromatographie chirale, le sélecteur est le plus souvent attaché de facon covalente a la phase
stationnaire et forme la CSP, mais il est possible de le retrouver libre dans la phase mobile ou juste
adsorbé a la surface interne de la colonne. Il existe trois processus de séparation chirale :

e Un dérivé d’agent chiral énantiopure est utilisé pour réagir avec une paire d’énantiomeres et
ainsi former deux diastéréoisomeres facilement séparables (méthode indirecte) (rarement
utilisé a cause de la dérivatisation de 1’agent chiral et I’influence possible sur sa pureté
énantiomérique).

e Un sélecteur chiral peut étre ajouté a la phase mobile (méthode directe), formant ainsi des
complexes réversibles.

e Une phase stationnaire chirale est utilisée, méthode la plus utilisée en GC et HPLC.

IV.1. Principe de la CEC

La CEC peut étre illustrée comme étant une méthode d’analyse hybride combinant la CZE (bonne
efficacité) et ’'HPLC (haute sélectivité). La CEC permet de réduire le temps de passage des solutés
dans la colonne mais aussi d’acquérir une grande efficacité comparée a la chromatographie liquide.
En CEC, les électrolytes utilisés sont de type aqueux ou organique. Le plus souvent il s’agit de
combiner une phase aqueuse avec 1’acétonitrile en raison de sa transparence lors d’une détection en
UV et des conditions de phase inverse requises en chromatographie. Des composés ionogéniques

peuvent étre introduits dans la phase mobile afin de la rendre conductrice ou d’écranter les
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interactions électrostatiques entre le soluté et la phase stationnaire chargée ou bien simplement afin
d’ajuster le pH de la phase mobile.

La CEC est une technique datant des années 70 élaborée par V. Pretorius[99]. Elle fut optimisée dans
les années 90 par deux groupes de chercheurs, Jorgenson & Lukacs et Knox & Grant. Depuis ces
derniéres années, les propriétés uniques liées aux micro-colonnes ont permis de séparer en CEC une
grande variété de composés chimiques tels que les HAP (hydrocarbures aromatiques polycycliques),
carbonyles, phénols, acides, bases, polluants environnementaux, traces d’explosifs, produits
stupéfiants, vitamines, pesticides, herbicides, lipides, acides amines, peptides et mélanges racémiques
dont les médicaments. La CEC permet aussi la séparation des molécules de plus grande taille telles
que les protéines, saccharides et acides nucléiques. Ces derniéres années la littérature traitant de
séparation de molécules chirales en CEC semble indiquer que les CSPs montrent de bonnes stabilités
et de bonnes performances électrochromatographiques, comparées aux colonnes de type
conventionnelles utilisées en HPLC. La CEC permet aussi de pré-concentrer les traces de composés
pour une détection en ligne [100, 101]. Contrairement a la CZE et communément a toutes les
techniques chromatographiques, cette technique fait appel a une phase stationnaire chirale qui est
attachée a la paroi interne en silice des colonnes capillaires et permet ainsi de séparer des composés
ioniques et/ou neutres présents dans une phase mobile selon leurs charges et les forces de friction qui
s’exercent entre eux. En CZE, la phase mobile ainsi que les solutés neutres sont entrainés par le flux
électroosmotique (FEO) généré par les charges en surface de la double couche électrique (Figure 17).
La migration des molécules se fait a 1’aide de la double couche électrique qui compose le FEO sous
I’influence d’un champ électrique. Cette double couche est composée d’une couche dense de
Helmholtz possédant des ions adsorbés et d’une couche diffuse de Gouy-Chapman. La densité de

charge décrit les variations du potentiel électrique aux abords d’une surface en contact avec une phase
mobile aqueuse. Le potentiel zéta (Q-) est la différence de potentiel entre la couche dense de Stern et
le liquide. Selon Smoluchowski, la valeur de la mobilité du FEO (2), dépend a la fois de G etdela

valeur de la force du champ électrique Egénéré sous I’application d’une différence de potentiel (AV).
En électrophorése capillaire, les éléments chargés se déplacent alors au sein de la phase mobile sous
I’action combinée de leur mobilité électrophorétique et du FEO. La CEC est basée sur 1’électro-
migration des solutés neutres a 1’application d’un champ électrique. Cette dynamique fluidique
répond a la mobilité électroosmotique cathodique due aux charges négatives des groupements silanols
déprotonés de la surface du capillaire et a la mobilité électrophorétique de chaque soluté chargé. En
effet, la mobilite électrophoreétique ., représente la migration des ions sous I’influence d’un champ
électrique tandis que peo représente la mobilité électroosmotique. Elle est un indicateur de 1’état de
charge de la surface de silice fondue, chargée négativement a partir de pH=2. La mobilité apparente

Happ est alors la résultante de peo et pep (4).
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IvV.2. Flux électroosmotique, mobilité électrophorétique et paramétres
électrochromatographiques

La mobilité du flux électroosmotique est définie par 1’équation (1) suivante :

L.l
Heo =——— €N m2V-1ls71 (1)

eo-

avec L, la longueur totale du capillaire en métre, 1, 1a longueur effective en meétre (i.e. de I’entrée du
capillaire au détecteur), teo est le temps du flux électroosmotique, il indique le temps de sortie en
secondes du marqueur de flux (soluté neutre, classiquement DMSO ou méthanol) et V représente la

différence de potentiel appliquée en volt.
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Figure 17 : Schéma de la migration des especes ioniques et neutres dans un capillaire de silice fondue

en électrophoreése capillaire (CZE), en milieu basique.

On dit que le flux électroosmotique est cathodique quand il est dirigé vers la cathode (peo>0) (charges
majoritairement négatives en surface du capillaire) et il est anodique dans le cas inverse. La mobilité
du flux ¢lectroosmotique dépend du potentiel zéta, de la constante diélectrique & du tampon
électrophoreétique ainsi que de la viscositén de ce dernier. D’autre part la densité de charge
surfacique o correspond a la densité des groupements silanols déprotonés. Selon 1’équation (2) de

Smoluchowski [102], on a:

/ 0.0
e EyEr-l _c RT.g,.6, @ avec =22
n n.F 2.1 EyE,

avec : R, la constante des gaz parfaits ; T, la température en Kelvin; F, la constante de Faraday ; C, le

potentiel zéta ; 5, I’épaisseur de la double couche ; I, la force ionique du tampon et g, &, les constantes

diélectriques du vide et du milieu respectivement.
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La mobilité électrophorétique d’un soluté pep est définie par 1’équation (3) :

14 , . .
Hep= 7 @) et p,= '\‘/_I(tl - i] avec tr le temps de sortie du soluté analysé.

r eo

Elle dépend de la charge du soluté et de sa taille. La mobilité électrophorétique propre a chaque ion
entraine les anions vers I’anode et les cations vers la cathode. Les solutés neutres n’ont pas de mobilité

électrophorétique pep.

La mobilité apparente résulte quant a elle de la somme vectorielle de la mobilité électrophorétique et

de la mobilité électroosmotique (4).

Juq)p U + #ep (4)

En CEC, les paramétres illustrant les performances d’une phase stationnaire sont les facteurs de

rétention (5), la sélectivité (6), la résolution (7) et I’efficacité (8) définis par :

_ U

_t 7 99 7 7 - 7 -
k = t—o (5) pour les solutés neutres et k’’pour les solutés chargés (voir équation (9))
0

o= (6)

2(tra—t . .
R, = Zrz—tr) (7) (avec wy, et wy, les largeurs & mi hauteurs des pics)
Wh1+Wpho

N =162 (8)

wp?

La mobilité apparente en CEC n’est plus la résultante des sommes comme en électrophorese capillaire
de zone car en effet la présence de la phase stationnaire est responsable d’une modification de la
rétention des solutés. Le solute partagera ses interactions entre la CSP et la phase mobile comme en
HPLC. Des solvants organiques ajoutés a 1’électrolyte d’analyse, comme le méthanol ou
I’acétonitrile, permettent également d’optimiser la séparation selon la polarit¢ de la phase
stationnaire. Ainsi nous pouvons remarquer par exemple que dans la séparation chirale des
oméoprazoles, 1’efficacité passe de 26800 a 185000 plateaux/m lorsqu’on passe d’une composition
de méthanol ajoutée dans 1’électrolyte de 5 a 20 %. Cependant les auteurs[32] observent aussi une
dégradation de la résolution. De méme 1’application d’un fort potentiel électrique génére parfois un
échauffement par effet-Joule du systéme d’analyse. Il y a donc un compromis a réaliser en CEC entre

optimisation de la composition de la phase mobile pour I’efficacité (N) et optimisation de la résolution

chromatographique.
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Pour les solutés chargés, I’équipe de Rathore[103] a établi de nouvelles formules de calcul du facteur
de rétentions k", en CEC. Le phénoméne de rétention des solutés comprend les phénomenes
d’équilibre avec la phase stationnaire retrouvés en HPLC (k) et les phénoménes ¢€lectrocinétiques

retrouvés en CZE (k.. Ainsiona:

_tr(1+ke”)—to (9) avec k 1 _ Hep
- e =

teo Heo

k”

V. Electrochromatographie capillaire chirale en tube ouvert

Les colonnes en tube ouvert sont des colonnes ou la réaction chimique s’établit sur la paroi interne
du capillaire pour donner lieu a une phase stationnaire de faible épaisseur (quelques centaines de nm)
[78, 87, 104-109]. Les pionniers dans la fabrication de tubes ouverts pour I’OT-CEC sont Tsuda[110]
et son équipe. Le tapissage de la phase stationnaire dans ces colonnes nous donne une moins bonne
répartition de la surface spécifique par rapport a un capillaire rempli ou un capillaire monolithique.
Cependant 1’accessibilité et le nombre de silanols résiduels capables d’interagir avec le soluté sont
mieux contrélés en OT-CEC par rapport aux colonnes particulaires utilisées en p-CEC. Ainsi il est
possible d’immobiliser des sélecteurs chiraux par adsorption physique ou dynamique ou bien par
greffage covalent sur la paroi interne d’une colonne. Dans tout systtme chromatographique, la
préparation des phases stationnaires est une étape cruciale. Par conséquent, le revétement de surface
se doit d’étre stable afin d’obtenir des séparations efficaces et reproductibles au niveau des
phénomeénes de rétention et du FEO. Ce type de colonnes est avantageux de par leur simplicité et
rapidité de mise en ceuvre. En effet, contrairement aux colonnes particulaires et monolithiques, la
mise en ceuvre de CSPs en OT-CEC ne nécessite pas de remplissages particulaires avec frittés ni de
synthéses d’entités monolithiques. Il existe de nombreuses approches générales pour modifier une
colonne en OT-CEC chirale. Nous décrierons, ci-dessous, certaines d’entre elles employant

communément la B-CD comme sélecteur chiral.

V.1. CSPs par adsorption de multicouches de polyélectrolyte (PEM)

Les phases stationnaires non covalentes sont issues de multiples interactions électrostatiques entre les
groupements silanols déprotonés et le revétement organique et/ou inorganique. Ce dernier est
immobilisé par adsorption sous forme de couches de films d’épaisseur de quelques centaines de

nanométre. En effet, en sciences séparatives, 1’adsorption non stéréosélective de solutés sur une
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surface de silanols déprotonés est un phénomene fréquent qui altére la qualité des séparations des
protéines, peptides et autres composés biologiques basiques. L’adsorption de ces biomolécules sur la
surface de silice entraine des pertes d’efficacité et de symétrie des pics, une perturbation de la ligne
de base et la non reproductibilité des temps de migration. Dans le but de supprimer ces interactions
non spécifiques pour la chromatographie capillaire, des techniques simples et faciles, basées sur
I’immobilisation et I’adsorption physique et dynamique de revétement particulaire et/ou de polymere
organique, ont permis de construire des CSPs non covalentes en monocouche ou multicouches. On
parle d’adsorption dynamique lorsque les forces liées aux interactions électrostatiques entre la surface
du capillaire et le revétement ajouté sont faibles. Dans ce cas, on doit renouveler le revétement
modificateur dans la phase mobile lors de chaque analyse. Lorsque ces forces sont plus importantes,
le film organique ou inorganique est fortement adsorbé en surface du capillaire et la phase stationnaire
est dite, alors, physiquement adsorbée. Il est donc inutile de renouveler le revétement dans la phase
mobile entre chaque analyse chromatographique. Par contre au bout d’un certain nombre d’analyses,
on peut observer un dé-greffage partiel du dépét qui se traduit par une perte du nombre de charges en
surface et un abaissement de la valeur du flux électroosmotique. On peut alors renouveler le greffage
par simple mise en contact de la surface interne du capillaire avec le revétement en question durant
quelques minutes. Parmi les différentes natures de revétement de la phase stationnaire chirale pour
des colonnes en OT-CEC, nous retrouvons I’emploi de tensioactifs, polymeéres organiques, protéines
et particules métalliques.

L’équipe de Liu[111-113] utilise un tensioactif cationique tel que le bromure de
cétyltriméthylammonium, le bromure de didodécyldiméthylammonium et une proteine telle que le
lysozyme pour élaborer des phases stationnaires physiquement adsorbées sous forme de bicouches
ou monocouches pour des applications en OT-CEC et OT-CEC chirale. L’inconvénient dans I’emploi
de tensioactifs est la formation d’agrégats et de micelles au-dela d’une certaine concentration. Ces
micelles peuvent altérer la qualité des séparations chirales. Bien que les interactions établies entre le
revétement polymérique adsorbé et les silanols déprotonés restent faibles comparés au lien covalent
Si-C ou Si-O-, I’accumulation de multiples interactions électrostatiques par dépots successifs de
multicouches de polyélectrolyte (PEM) en milieu aqueux permet néanmoins de produire des colonnes
avec de grande quantité de phase stationnaire déposée et une meilleure longévité. Cette technique de
greffage, appelée LbL (Layer-by-Layer), permet de former des multicouches de polyélectrolyte (PEM
ou SMIL).

L’équipe de Kapnissi[114] décrit alors I’emploi de polyméres de tensioactifs ioniques afin de
remedier a ces phénomenes dus aux tensioactifs ioniques en OT-CEC. Ainsi, ce type de phase

stationnaire physiquement adsorbée, via de multiples interactions électrostatiques et liaisons
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hydrogene inter-poly électrolyte, va assurer une meilleure stabilité et une meilleure résolution des

pics observés.

L’équipe de Geng[115] decrit une phase stationnaire chirale obtenue par le procédé LbL (Figure 18),
alternant particules de phosphate de zirconium anionique/protéine cationique (Lysozyme). Le
revétement est adsorbé sous forme de multicouches en surface de la silice pre-silanisée par
I’aminopropyltrié¢thoxysilane. Les performances énantiosélectives de cette CSP ont été étudiées pour

le D,L tryptophane en OT-CEC (Figure 19)[115].
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Figure 18 : Schéma de 1’assemblage LbL des Figure 19: Electrochromatogramme du D,L-
feuillets de zirconium phosphaté/lysosyme sur tryptophane sur LbL en OT-CEC. Electrolyte : 10
une surface de silice modifié par ’APTEOS mM phosphate pH=6,2 contenant 5% (v/v) de
pour ’OT-CEC. 2-propanol, AV=120kV, lefr = 45cm, id=50um.

Précédemment au laboratoire, le Dr.G. Pédéhontaa-Hiaa[116] a décrit, durant ses travaux de these,
des CSPs obtenues par simples ringages alternés et successifs de polymeéres chargés positivement et
négativement (procédé LbL). Lors de chaque dépot suivi d’une étape de ringage, on inverse le signe
de la charge de la surface interne du capillaire, favorisant ainsi 1’adsorption dynamique de la couche
suivante. La préparation de ce type de CSP nécessite des conditions opératoires douces et rapides
(température ambiante, pH=7,4 et force ionique fixee). Les CSPs sont présentées sous forme de
monocouches et multicouches (PEM) & base de polycarboxyméthyl-p-cyclodextrine (p-CD°),
polystyréne-sulfonate (PSS), polytriméthylammonium-B-cyclodextrine (p-CD*), sulfate de
chondroitine (ChS) et a base de polyélectrolyte cationique tel que le polyéthyléneimine (PEI), la poly-
L-Lysine (PLL) et le chlorure de polydiallyldiméthylammonium (PDADMAC). La PLL et la ChS
sont des polymeres chiraux capables de créer une synergie de reconnaissance chirale avec le(s)
polymere(s) de cyclodextrine associé(s) aux LbL. Des énantiosélectivités en OT-CEC pour différents

racémiques injectés, sur ce type de CSP, ont ainsi été observées sur monocouches et multicouches.
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Les auteurs ont remarqué que le dépdt de multicouches par LbL a une meilleure stabilité et de
meilleures performances que les monocouches de p-CD* adsorbées sur les groupements de silanols
déprotonés. Deux nouvelles CSPs noté B et C ont été décrites avec la stratégie d’immobilisation des
polyélectrolytes dite LbL. La CSP B est obtenue avec des bicouches d’électrolytes a base d’un
polymere anionique p-CD-, recouvert d’un autre polymére cationique (Figure 20)[116] et
inversement, la CSP C est constituée d’un polymére cationique p-CD* recouvert d’un polymeére
anionique (Figure 21)[116].
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Figure 20 : Schéma de principe relatif a la construction d’un film de type B (Polycation (PEI, PLL,
PDADMAC)/Polyanion (p-CD"))
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Figure 21: Schéma de la construction d’un film de trois couches de type de film C
(p-CD™ /polyanion/p-CD").

Ces phases stationnaires de type PEM ont ainsi permis de séparer en OT-CEC les énantiomeéres de
quatre Flavanones neutres (Figure 22)[116] (7-méthoxyFlavanone, 6-hydroxyFlavanone, 6-
méthoxyFlavanone, Flavanone) ainsi que la (+/-)-1,1'-binaphthyl-2,2'-diamine (BNA), la 5-(4-
hydroxyphényl)-5-phénylhydantoine (HPPH), la naringinine, 1’acénocoumarol, 1’hexobarbital, la
bendrofluméthiazide, la warfarine, trois profénes (le kétoproféne, I’ibuproféne, le fénoprofene) ainsi
que des énantioméres anioniques tels que le 1,1'-binaphthyl-2,2'-diyl hydrogéne phosphate (BNP)
(Figure 23)[116], le (+/-)-1,1'-bi-2-naphthol (BOH) et les deux couples énantiomériques du labétalol

dans un tampon Tris de concentration 10 mM et de pH=7,4.
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Figure 22 : Electrochromatogramme du racémique du 7-méthoxyFlavanone sur film (PEI/p-CD")..
Conditions opératoires : capillaire de 31 cm (20 cm longueur effective), D.I. = 50 um ; Echantillon :
7-méthoxyFlavanone a 2 x 10 g.L ™ dans le méthanol injecté 2s a 0,2 psi ; détection UV a 214 nm ;
tension de séparation de 10 kV ; température d'analyse de 20°C ; électrolyte de séparation contenant
102 mol.L* de Tris (pH = 7,4).
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Figue 23 : Electrochromatogramme du racémique de BNP sur film (p-CD*/PSS/p-CD™). Conditions
opératoires : capillaire de 31 cm (20 cm longueur effective), D.I. = 50 um ; Mélange racémique : BNP
a 10 g.L* dans le méthanol injecté 2 s a 0,2 psi ; détection UV a 214 nm ; tension de séparation de
-10 kV ; température d'analyse de 20°C électrolyte de séparation contenant 10 mol.L™* de Tris et
1,5 x 10"t mol.L de NaCl (pH = 7,4).

Ainsi, les propriétés des phases stationnaires issues d’adsorption physique dépendent de la nature du
polyelectrolyte utilisé, du nombre de couches polymere immobilisées, de la concentration ainsi que
de la salinité du milieu aqueux. Ce type de construction de CSP a permis d'obtenir rapidement et de
maniere répétable des films multicouches stables immobilisés de facon non-covalente. Les auteurs
remarquent que les phases stationnaires de type C (Figure 21) apportent une meilleure stabilité de
répartition de charges par rapport au p-CD" et une plus grande sélectivité vis-a-vis des racémiques
analysés. L’explication probable serait que le p-CD" est mieux solubilisé dans le tampon aqueux que
le p-CD" en raison des charges ammonium qui ne dépendent pas du pH contrairement a celles
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apportées par les carboxylates du polymere anionique. De plus, dans les conditions de dép6ts décrites,
le temps de dépdt pour former les bicouches de p-CD*/polyanion est 24 fois plus court par rapport au
temps nécessaire pour former les bicouches de polycation/p-CD . Enfin, le p-CD" apporte une
meilleure synergie lorsqu’il est associé au PSS plutot qu’au p-CD". Les auteurs décrivent une CSP a
base de double bicouche ayant un polyélectrolyte achiral en couche externe (p-CD*/PSS),. La phase
stationnaire optimale est celle & base de trois couches impliquant le PSS et le p-CD*
(p-CD*/PSS/p-CD").

Ainsi I’approche non covalente pour la fabrication de CSP en OT-CEC nécessite le dép6t de plusieurs
couches pour étre performante. Les avantages de ce type de CSP sont leur grande simplicité de mise
en ceuvre et leur stabilité. Cependant 1’épaisseur des films nuit a ’efficacité en raison de la forte
résistance au transfert de masse des multicouches. L’épaisseur de chaque couche dépend de la
quantité de sel ajoutée a la solution de greffage. Les interactions entre chaque couche de
polyélectrolyte peuvent ou ne pas étre compensées avec les ions chlorure et sodium composant
I’¢lectrolyte.

Le greffage covalent va offrir I’opportunité d’améliorer les efficacités et de faciliter le transfert de
masse des solutés injectés en OT-CEC. Ainsi une CSP issue de modifications chimiques (silanisation,
hydrosilylation, greffage covalent) va permettre de remédier aux probléemes des PEM, en diminuant

I’épaisseur du revétement et en améliorant la stabilité du greffage.

V.2. CSPs non poreuses greffées de fagon covalente

La méthode la plus simple pour synthétiser des phases stationnaires covalentes est le greffage direct
du sélecteur sur les silanols de la paroi interne des colonnes. Cette technique nécessite donc des
sélecteurs autres que les B-CD, tels que les aptameres ou protéines, s’accrochant aisément sur la
surface interne du capillaire en silice. Les premieres phases stationnaires étaient autrefois obtenues
par estérification des silanols de la silice avec des organo-alcool. Mais la faible stabilité hydrolytique
de ce type de phase (Si-O-R) a amené, depuis les années 60, au développement de phases stationnaires
généralement obtenues par silanisation d’un ou plusieurs organosilanes spécifiques[117] (tri-
chlorosilane, tri-alkoxysilane ou y-glycidoxypropyltriméthoxysilane) sur la paroi interne du capillaire
formant ainsi un lien chimique entre les silanols et I’organosilane (siloxane) porteur de fonctionnalité
chimique (Si-O-Si-R). En limitant la présence d’eau lors du greffage, on favoriserait I’orientation des
couches en forme de brosse. Ainsi on limiterait la possible polymérisation de 1’organosilane sur un

groupement hydroxyle de la phase stationnaire formant un réseau de polysiloxane mal défini.
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I1 existe d’autres stratégies chimiques pour permettre la liaison Si-C de se faire comme I’action d’un
organomagnésien ou bien [I’hydrosilylation sur une surface de silicium préalablement
hydrogénée[118-126]. Mayer et Schurig[78], qui sont les pionniers dans ce domaine, décrivent la
Chirasil Dex© en immobilisant physiquement le dérivé de B-CD greffé au polysiloxane (R-Si-H)
pour une utilisation en OT-CEC chirale. Ce polymeére chiral a aussi été décrit pour le revétement de
matrice particulaire ou celui de réseaux monolithes de silice pour une utilisation en p-CEC et m-CEC
respectivement. Intéressons-nous aux méthodes permettant de lier chimiquement la B-CD a la silice
fondue du capillaire. Des études [83, 127, 128] décrivent les greffages covalents de la B-CD sur une
surface SiOz via un espaceur, le bis (trichlorosilyl)-hexane, sous forme de couches mono-assemblées
(SAM). IIs caractérisent en spectroscopie infrarouge le greffage et les interactions d’affinité entre des
composés organiques volatiles (COV) et les B-CD. Il est préférable de greffer un polymeére en surface
afin de réduire significativement les interactions non spécifiques entre les composés pharmaceutiques
d’intérét et les silanols résiduels. Ainsi on évite les adsorptions des composés cationiques sur les
silanols déprotonés et les interactions non spécifiques entre le sélecteur chiral et le revétement en
surface. L’équipe de Danel[129] décrit trois types de revétement polymere dont 1’un d’eux est lié de
facon covalente a la surface (poly-hydroxypropyl-cellulose). Cependant, c’est I’'un des deux
revétements obtenus par adsorption dynamique (poly-N,N-diméthylacrylamide) qui est le plus
performant pour 1’étude des constantes d’affinité entre les dérivés de B-CD ajoutés a la phase mobile
et les énantiomeres cationiques de la tacrine lors des analyses d’électro-migration. De méme, 1’équipe
de Z. El Rassi[130] décrit une pseudo CSP par adsorption dynamique des HP-B-CD sur une phase
stationnaire achirale particulaire portant des groupements diols. lls séparent les racémiques neutres
et anioniques de certains acides aminés dansylés et des herbicides en p-CEC. D.W. Armstrong, décrit,
quant a lui, le greffage covalent de plusieurs chaines de polysiloxane sur les différentes
fonctionnalités de la B-CD. Les B-CDs modifiées par les chaines de polysiloxanes sont ensuite
immobilisées en surface du capillaire de fagon non covalente en tant que CSP pour des utilisations en
OT-CEC, SFC et en GC (Figures 24 et 25) [131]. Une nouvelle voie de synthese de CSP en OT-CEC
a eté decrite avec le greffage du bromoacétyl-B-CD sur une surface modifiée en amont par
I’aminométhyldiméthoxysilane. Les auteurs[132] décrivent 1’énantioséparation a la ligne de base du

mélange 1-phényl-1,2-éthanediol.

La construction de phases stationnaires en type « brosse » fait intervenir des ligands porteurs de
groupements chimiques tels que les vinyls, amines, hydrogénosilane, etc. Par conséquent, nous
retrouvons souvent I’aminopropyltriéthoxysilane et le 3-glycidyloxypropyl-triméthoxysilane comme
ligand pour nos selecteurs chiraux[64]. Il est important de contréler que la densité de greffage des

ligands ne soit pas trop élevée afin de ne pas bloquer le transfert de masse des solutés et entraver
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I’efficacité des colonnes chromatographiques. Un ligand de choix porterait sur un di-alcoxisilane

fonctionnalisé en bout de chaine plutot qu’un trialcoxysilane (3-aminopropyl(di-éthoxy)méthylsilane

/ aminopropyl(triéthoxy)silane).
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Figure 24 : Revétement immobilisé en surface
d’un capillaire de silice fondue afin de servir
en tant que CSP en chromatographie en tube
ouvert.
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Figure 25 : Séparation en OT-CEC du racémique
métylphénobarbital sur capillaire 50pum id x 65cm
avec CSP issue du revétement dérivé de B-CD.
Electrolyte Phosphate pH=7,8 ; 50mM,
AV=+20kV, détection a 254 nm.

En effet, de nombreuses premiéres étapes de modification d’un capillaire en silice fondue font appel

a I’aminoprolytriéthoxysilane (APTEOS). Bien que certains auteurs préconisent 1’emploi d’autres

ligands plut6t que celui-la en raison de sa haute réactivité, ce ligand sert souvent de bras espaceur

protéinique pour la chromatographie d’affinité. L’équipe de Foret[133] greffe de fagcon covalente une

enzyme sur ce ligand via un couplage dit peptidique employant EDC/NHS. llIs élaborent ainsi un

microréacteur enzymatique couplé a la spectrométrie de masse avec une détection en ligne des

protéines digérées par I’enzyme en CEC, (Figure 26).
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Figure 26 : Schéma réactionnel de I’immobilisation de I’enzyme trypsine en surface d’un capillaire
de silice fondue id : 10um.[133]

Puisque dans le cas de certaines énantioséparations, la résolution chromatographique des pics est la
méme en HPLC et en CEC, nous pouvons nous inspirer de certaines séparations chirales en HPLC
pour les optimiser en OT-CEC. L’équipe de Desbéne [7, 134] décrit dans leurs travaux des CSPs
pour un usage en chromatographie liquide utilisant deux ligands I’APTEOS et I’isocyanate de
propyltriéthoxysilane (TEPI). Dans le but de diminuer les interactions chromatographiques non
stéréospécifiques et améliorer la résolution, les auteurs comparent I’effet du greffage en une étape du
sélecteur chiral modifié par un organosilane en masse sur gel de silice avec celui en deux étapes. La
premiere étape de fonctionnalisation étant la silanisation de la surface interne du capillaire par
I’APTEOS et la deuxiéme étape correspondant a la substitution nucléophile des amines sur I’acide
activé. Les sélecteurs chiraux utilisés sont le (S)-naproxeéne et la (S)-phénylalanine. Ils observent que
la sélectivité et la quantité de sélecteur chiral immobilisée est plus petite que dans le cas de la
fonctionnalisation en deux étapes. Les CSPs obtenues en une étape sont avantageuses par rapport a
celles obtenues en deux étapes lorsque les colonnes subissent un procédé de « End-capping » afin

d’écranter les silanols résiduels interférant dans la séparation chromatographique chirale.

Durant nos travaux, nous nous sommes intéressés a 1’¢laboration de CSPs greffées de fagon covalente
pour ’emploi en OT-CEC reprenant la procédure en deux étapes décrites dans les travaux du Dr. G.
Pédéhontaa-Hiaa. L’utilisation de I’APTEOS a été critiquée par certains auteurs[83, 135, 136] en
raison de la grande réactivité des ligands fonctionnalises[137] (NH2, OH ou C=0(H)) sur la surface
de silice, par transferts et liaisons hydrogéne et en raison du manque de contrdle et de définition du
réseau siloxane polymérisé, obtenu aprés une succession d’hydrolyses et de condensations des
alcoxysilanes avec des silanols libres. De par ailleurs, I’APTEOS greffé est peu stable en milieu
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aqueux. Il est probablement préjudiciable d’utiliser cette voie sachant que le greffage des B-CD sur
des monocouches organiques est décrit en phase aqueuse. Onclin[83] favorise le greffage du cyano-
trichloro-undécane silane sur du verre pour former des amines primaires via une réduction des
groupements cyano. Il ajoute ensuite un bras espaceur (1,4-phényléne diisocyanate) pour greffer par-
dessus des B-CD-NHo>. Cette technique indirecte, pour obtenir des amines primaires en monocouche
bien définie avec une signature d’ordre liquide cristallin en IR, permet de former des SAM-3-CD-
NH: sur de la silice amorphe capable de complexer de fagon réversible des molécules invitées
fluorescentes. Ce type de ¢stat est facilement obtenu sur des surfaces d’Or mais rarement sur des
oxydes de silicium en raison de la diversité chimique limitée sur SiO». Cependant les SAM-B-CD sur
SiO; permettent de mettre en place des biopuces pour des analyses de biomarqueurs en fluorescence.
Une autre approche de fonctionnalisation, dont Chidsey est le pionnier, s’inscrivant dans la
perspective de ce travail, serait de faire des hydrosilylations [136-142] de monocouches organiques
auto-assemblées (SAM) bien définies et structurées sur une surface de silice amorphe hydrogénée.
En effet, I’hydrosilylation permet de lier les Si-H aux oléfines. Elle peut se faire par voie radicalaire
(thermique, irradiation UV) ou par voie catalytique en présence du catalyseur de Speier (acide
chloroplatinique). Des conditions plus douces pour 1’hydrosilylation des alcénes sur du silicium
poreux sont recherchées. Ainsi certains auteurs [143-145] décrivent 1’hydrosilylation activée par la
lumiére blanche sur le silicium poreux hydrogéné. Plus récemment, 1’équipe de Lin Zhong[146] décrit
une hydrosilylation sonochimique d’alcénes fonctionnalisés et non protégés, par effet de cavitation
acoustique a I’aide d’un simple bain & ultrasons. Cette technique est extrémement douce et rapide par
rapport aux autres types d’amorgage de la réaction. Ainsi on passive la surface du silicium durant une
heure, ce qui ne laisse inévitablement pas trop le temps a la surface de s’oxyder. L hydrosilylation
semble étre une alternative efficace aux ligands triéthoxysilane ou trichlorosilane. Cependant cette
fonctionnalisation est trés sensible a I’oxygeéne. Finalement, I’hydrosilylation est largement décrite
sur des plaques de silicium cristallin mais aussi sur la surface interne d’un capillaire en silice fondue.
En effet J. Pesek décrit I’hydrosilylation catalytique de I’octadécéne sur des Si-H obtenues en
silanisant le triéthoxysilane en surface interne du capillaire (cf 5.5 CSP sur colonnes gravées) pour

des applications en OT-CEC.

V.3. CSPs poreuse en Tube Ouvert

Trés peu d’études[147] bibliographiques sur les PLOT (film polymere poreux en tube ouvert) ont été
décrites, cependant la technique repose sur le méme procédé de fabrication des colonnes
monolithiques. La premiére étape de fabrication consiste a attacher le y-MAPS (y-

méthacryloxypropyltriméthoxysilane) afin de générer les doubles liaisons qui servent de sites
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d’ancrage au copolymeére. Ensuite les monomeéres, agents réticulants, porogenes et amorceurs
radicalaires sont introduits dans le capillaire. La réaction de polymérisation radicalaire est alors
arrétée avant que le monolithe se forme in-situ en volume. Huang et Zhang[148] ont synthétisé des
PLOT a base du 2-vinyl-4,4-diméthylazlactone. La fonctionnalisation des groupements azlactone par
une protéine telle que le BSA (albumine de sérum bovin) permet de séparer quelques acides amines

en CEC (tryptophane, phénylalanine et histidine) (Figure 27).

71T T 7T 17T 7T T 7 771
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Figure 27: Séparation de trois acides aminés dans quatre capillaires (id 25um) modifiés
successivement. a) capillaire vierge ; b) capillaire silanisé par y-MAPS ; c) capillaire PLOT préparé
par copolymérisation du 2-hydroxyéthyl méthacrylate et du 2-vinyl-4,4-diméthylazlactone en
présence de décanol ; d) capillaire PLOT-BSA. Pics : 1 (DMSO) ; 2 (Histidine) ; 3 (phénylalanine) ;
4 (tryptophane). Electrolyte : tampon phosphate 20mM pH=8,0. Injection électrocinétique 5kV 4s.
AV=+10kV, détection a 214 nm. Cliché MEB du capillaire d) PLOT-SBA en haut a droite montre
une épaisseur de couche de 1um.[148]

Des CSPs PLOT similaires peuvent étre obtenues en insérant in-situ dans le mélange pré-polymere
une B-CD allylique. D’autres types de PLOT inorganiques servant en tant que CSP poreuse sont
obtenus avec une succession d’hydrolyses et condensations des alcoxisilanes sur des groupements

silanols libres en présence de porogene.

L’avantage d’utiliser des monolithes en tube ouvert pour des applications en OT-CEC, est
probablement le fait que 1’on ne modifie pas entiérement le volume du capillaire, ainsi on évite les
formations de bulles d’air produites lors des analyses en p-CEC et m-CEC et on facilite le transfert
de masse ¢électrocinétique. De plus I’homogénéité et la perméabilité des tubes ouverts sont meilleures

que dans les capillaires remplis. En outre, les PLOT permettent d’obtenir de meilleures performances
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chromatographiques par rapport aux colonnes immobilisant des polymeres non poreux. En effet
I’efficacité sur les PLOT est meilleure que celle sur des couches polymeéres non poreuses. Cela est dd
a un transfert de masse plus rapide lié a la distribution de la porosité de la fine couche monolithique
en surface interne. Un autre type de phases stationnaires poreuses permet aussi de separer des
¢énantiomeres. Il s’agit de réseaux inorganiques utilisés en tube ouvert appelés Metal Organic
Frameworks (MOF). Les MOF servent aussi pour élaborer des CSPs pour ’OT-CEC [149, 150].

V.4. MIPs chiraux

Les polymeres a empreinte moléculaire (MIPs) sont obtenus par co-polymérisation radicalaire des
monomeéres spécifiques organiques. Les efficacités et résolutions obtenues sur ces colonnes sont
nettement meilleures que celles obtenues en OT-CEC[147]. L’équipe de Zaidi [17-19, 151, 152]
décrit des CSPs de type MIPs a base de (S)-kétoproféne, d’acide styréne sulfonique, d’acide
méthacrylique et di-méthacrylate d’éthyléne glycol entre autres. Ils séparent avec de hautes efficacités

(N~10°) les racémiques du kétoproféne, au sein d’un méme mélange de médicaments (Figure 28).
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Figure 28 : Electrophorégramme d’un OT-MIP en OT-CEC. Colonne A : Im ; B : 2m ; C : 3m.
Electrolyte : 8% acétate de sodium, 60mM, pH=3,5 et 92% d’acétonitrile. AV=+30kV. Détection a
214nm. Solutés racémiques 1 : Acétone ; 2 : Naproxene ; 3 : Ibuprofene ; 4 : Fénoproféne ; 5 : (R)-
Kétoproféne ; 6 : (S)-Kétoprofene. En haut a droite cliché MEB d’une section du capillaire OT-
MIP.[151]
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V.5. CSPs sur colonnes gravées

Les inconvénients des tubes ouverts en chromatographie sont les faibles capacités rétentives de ces
colonnes en raison du faible rapport des volumes ¢swt/dmob. Ainsi avec une faible surface de
recouvrement polymere, le soluté devra migrer sur une longueur relativement grande afin de
rencontrer la CSP disponible en surface et de pouvoir suffisamment interagir avec celle-ci. Il est
possible de graver le capillaire par le di-fluorure d’ammonium (NHs, HF2) afin d’augmenter
considérablement la faible surface spécifique des colonnes en tube ouvert. Ainsi, avec le procédé
« etching », on peut augmenter la surface spécifique par un rapport 100 voire 1000 fois[121] et réduire
considérablement la quantité de silanols résiduels responsables des phénomenes d’adsorption des bio-
analytes comme les produits pharmaceutiques[118-120, 122-126]. Ainsi les interactions entre solutés
et ¢stat sont de meilleures qualités. Ce procédé fut tout d’abord décrit par 1’équipe de Onuska[153] en
GC. Puis, I’équipe de Jorgenson[154] a décrit ce méme procédé de gravure en OT-CEC. En gravant
le capillaire, il fut observé une extension radiale de la paroi de quelques micromeétres. On écourte
ainsi la distance parcourue par les solutés de 20% en plus d’améliorer la résolution due a une plus
grande surface d’échange entre le soluté et la CSP. La rétention d’un soluté sera plus grande dans un
capillaire gravé que dans un capillaire non gravé pour plusieurs raisons: les interactions
chromatographiques sont plus importantes sur une surface gravée et modifiée puisque la quantité de
dstat @insi que la quantité de silanols y sont plus grandes par rapport a un capillaire non graveé. Il en
est de méme concernant la largeur des pics due au probléme de résistance au transfert de masse. La
premiére séparation chirale en OT-CEC avec le procédé de gravure fut élaborée avec la -CD pour
les benzodiazépines. Ce procédé de gravure de la silice fut choisi afin d’augmenter considérablement
la surface spécifique des tubes ouverts et ainsi améliorer les propriétés énantioséparatives des
colonnes. D’autres techniques en OT-CEC rapportées dans ce travail, comme [’utilisation de
polymeres poreux (PLOT) ou I'immobilisation de nanoparticules organiques ou métalliques
permettent €galement d’augmenter considérablement la surface spécifique d’un capillaire. Par
conséquent on améliore les performances chromatographiques et parfois énantiochromatographiques
des colonnes [155-158]. La gravure a aussi une incidence sur la nature chimique (surface hydrogénée)
de la surface traitée et permet d’apporter de nouvelles propriétés électroniques et chimiques bien
meilleures que les interfaces Si/SiO2[141]. Les surfaces hydrogenées sont passivées par le greffage
covalent de monocouches via des liaisons robustes Si-C. L’obtention d’une surface de silicium
hydrogénée est souvent décrite avec des substrats cristallins apres gravure en présence de HF/ NHa,
HF>. Cependant, elle peut aussi étre obtenue sur du silicium amorphe. Le silicium amorphe est lui
aussi considéré comme semi-conducteur. Les différences entre les deux structures résident dans leurs
propriétés optiques et electroniques (la bande énergétique Gap optique Siamorphe > Gap optique Sicristar)
ainsi que dans les seuils d’absorption des deux matériaux. Il ne serait donc pas impossible dans nos
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travaux que 1’on génére des liaisons Si-H lors de la gravure du capillaire par NH4, HF.. Des
séparations chirales, obtenues sur colonnes gravees en OT-CEC avec une CSP greffée de fagon
covalente a la silice sont décrites dans le chapitre I1.

V.6. CSPs sur colonnes en OT-CEC avec des nanoparticules

Pour remédier au faible ratio surface/volume en tube ouvert, il est aussi possible d’utiliser des
nanoparticules organiques[156] et/ou hybrides[155, 159] afin d’augmenter la surface spécifique et la
quantité de sélecteur immobilisé en surface. Des revétements a base de nanoparticules métalliques ou
organiques permettent ainsi I’immobilisation physique de CSP hybride ou organique pour I’OT-CEC.
L’équipe de Fang[160] utilise le procédé LbL pour immobiliser, sur la surface interne du capillaire
modifié par le 3-mercaptopropyl-triméthoxysilane (MPTMS), des couches de nanoparticules d’Or
(GNPs) et des couches de dérivé thiolé de B-CD (B-CD-SH) en monocouche et multicouches. Le
MEB nous permet de distinguer les tubes ouverts modifiés par un revétement (Figures 29 et 57 cf
chapitre I1). Les auteurs séparent en OT-CEC les énantioméres du méptazinole et d’autres

intermédiaires racémiques.

A

Figure 29 : Clichés MEB (A), d’un capillaire en tube ouvert de silice fondue non traitée et (B) celui
d’un tube ouvert modifié par des multicouches de GNPs/B-CD-SH[160].

L’équipe de Chen[161] obtient une CSP en copolymérisant le glycidyl méthacrylate modifié par des
nanoparticules de chitosane avec le méthacrylamide réticulé par du bisacrylamide. Cette CSP permet
I’énantioséparation du tryptophane et de la catéchine en OT-CEC. Récemment 1’utilisation de GNPs
est souvent reprise pour augmenter le ratio surface-volume des phases stationnaires et ainsi accroitre
le phénomene de rétention et de résolution chirale lorsque ces GNPs sont modifiées par un sélecteur
chiral. Les GNPs sont souvent adsorbées physiquement en surface du capillaire via des bras
organosilanisés portant des groupements thiols (MPTS, MPTMS), mais I’immobilisation des GNPs
se fait également sur des groupements amines primaires d’un monolithe rigide organique [162, 163].
Ainsi une phase stationnaire immobilisant des GNPs peut étre mise en ceuvre dans un capillaire

modifié par I’APTEOS. Cette phase stationnaire montre une stabilité remarquable (900 analyses) et
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de trés bonnes efficacités de séparation de peptides[164]. Elle peut ensuite étre fonctionnalisée par
un sélecteur chiral comme la BSA (albumine de sérum bovin) ou des dérivés thiolés de B-CD pour
des séparations en OT-CEC. L’équipe de Yang[165] immobilise une couche anionique de GNPs
modifiées par une B-CD thiolée par-dessus une couche polymeére cationigue (PDADMAC)
préalablement adsorbée en surface d’un tube ouvert. Ils décrivent les séparations chirales de certains
médicaments tels que le zopiclone, le tropicamide et la chlorphéniramine en OT-CEC sur

monocouche et multicouches de film de B-CD-GNPs.

VI. Electrochromatographie capillaire chirale sur monolithe

Selon F. Svec, un monolithe est « un ensemble solide poreux ne contenant pas d’espaces inter-
particulaires ». L’équipe[166] de Horvath offre la définition suivante pour les ¢stt monolithiques :
« Une ¢stat monolithique est une entité continue de structure poreuse obtenue par polymerisation in-
situ ou par consolidation a I’intérieur des colonnes, permettant si nécessaire une fonctionnalisation
de la surface afin d’obtenir des propriétés chromatographiques désirées ». Svec et Frechet sont des
speécialistes de 1’¢laboration de phases stationnaires de type monolithe acrylique pour ’emploi en
HPLC et en CEC [36, 167, 168]. Ces matrices perméables sont intégrées a la miniaturisation des
systémes d’analyses sur capillaires et sur micropuces. Les colonnes monolithes sont depourvues de
frittés et sont caractérisées par de faibles résistances aux transferts de masses permettant ainsi des
analyses rapides et une réduction en termes de codt et de quantité de produits utilisés. Les ¢stat
monolithiques sont par conséquent une alternative aux colonnes remplies utilisées pour ’HPLC et la
p-CEC mais aussi aux colonnes en tubes ouverts pour I’OT-CEC. Ce type de ¢stat €St largement décrit
dans la littérature pour des utilisations en HPLC et en CEC et particulierement pour la CEC chirale.
Les colonnes monolithes peuvent étre subdivisées en trois classes de support matriciel pour la CEC.
Ils sont, soit un réseau monolithe inorganique mésoporeux sol-gel, obtenu par hydrolyse et
polycondensation des alkoxysilanes et des silanols disponibles en milieu acide ou basique, soit un
monolithe polymére organique synthétisé in-situ par copolymérisation radicalaire (photochimique ou
thermique) de monomeres vinyliques de type acrylique, acrylamide ou vinylbenzenique, soit un
monolithe hybride composé de précurseurs a la fois inorganiques et organiques. Au final, ces trois
types de squelettes monolithiques sont solides et stables sur une large gamme de pH allant de 2 a 12.
Les colonnes monolithes de type polystyrene, sont peu décrites pour la CEC chirale. Ce type de
colonne permet néanmoins la séparation en CEC et u-HPLC de certains peptides[166].

Les monolithes furent employés pour la premiére fois dans les années 70[169], sous forme de

poly(uréthane) a partir de condensations in-situ entre diisocyanates et alcools pour des besoins de
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consolidation des phases stationnaires en HPLC et GC. Ces matériaux macroporeux appelés
« mousses » ont cessé d’étre développés en raison d’une mauvaise résistance thermique en GC. Par
la suite, dans les années 90, 1I’équipe de Hjérten[170] a développé des ¢stat monolithiques organiques
sous forme de gels homogénes macroporeux de poly(méth)acrylamides. Elles sont obtenues par
polymeérisation radicalaire a température ambiante. Ce type de matrice fut antérieurement utilisé dans
les années 80, pour des applications de séparation de biopolymeéres en électrophorése sur gel. Il s’agit
de matrices organiques faiblement réticulées nommées « lits continus » avec des compositions
précises en amorceur radicalaire, monomeére, agent réticulant et solvants. Dans le méme temps, Svec
et Frechet élaborent des monolithes plus rigides et plus stables avec des (co)-monomeres
(méth)acrylates, un agent réticulant (EDMA), des porogénes et un amorceur radicalaire pris entre 1
et 2% en masse. La polymérisation radicalaire du mélange précurseur est amorcée de fagcon thermique
ou photochimique. Le procédé d’élaboration photochimique des monolithes polyméres organiques
permet de contréler spatialement, en quelques minutes, la synthese in-situ du bloc polymeére poreux
sur les longueurs efficaces des capillaires ou des micropuces. Parmi les amorceurs radicalaires
employés pour les monolithes organiques, on retrouve I’azobisisobutyronitrile (AIBN), le 2,2°-azobi-
(2-méthyl-propioamidine) (Vso), le 2,2-diméthoxy-2-phénylacétophénone (DMPA), le dibenzoyl
peroxyde (BPO) ou le lauroyl de peroxide (LPO). Leur nature et leur concentration influent sur la
structure et la morphologie du monolithe synthétisé [171, 172]. Les sélecteurs et/ou co-monomeéres
employés sont souvent de nature ionique afin de générer un mouvement endoosmotique dans la
colonne en CEC. Néanmoins, il peut toutefois subsister un mouvement endoosmotique dans les
capillaires monolithiques polaires dépourvus de charges utilisés en condition de phase normale a
cause du phénomeéne d’adsorption des ions de 1’électrolyte en surface[173].

Les monolithes inorganiques, dits monolithes de silice sont moins faciles a fabriquer que les
monolithes organiques précédemment décrits. lls sont employés vers la fin des années 80, en tant que
dstat en HPLC par 1’équipe de Cortés[174]. Vers la fin des années 90, leur utilisation est largement
décrite dans la littérature pour élaborer des CSPs ayant de grandes surfaces spécifiques (centaine de
m2.g™1) et aux propriétés optimales en CEC.

Les principaux attraits des colonnes monolithes pour la CEC sont probablement leur simplicité de
mise en ceuvre, leur perméabilité ainsi que les diverses possibilités de fonctionnalisation du réseau
polymere poreux par une large gamme de précurseurs monomériques commerciaux. La mise en
ceuvre de phases stationnaires monolithiques poreuses et perméables dans des micro-canaux est un
nouvel axe offrant des applications en séparation chirale mais aussi retrouvé dans diverses autres
applications analytiques telles que 1’extraction[175, 176], la pré-concentration[177] et la séparation
de biomolécules cibles[178] et de certains polluants retrouvés dans 1’eau courante[179]. En effet,
pour I’industrie pharmaceutique, les phases monolithiques chirales connaissent plus particulierement
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un grand intérét ces 30 derniéres années [54, 77, 180, 181]. L’¢laboration de CSPs, sur les trois types
de colonnes monolithiques décrits, peut se faire de fagon directe en une étape ou de fagon indirecte
avec des étapes de post-fonctionnalisation du monolithe support. Ainsi, le sélecteur chiral est soit
ajouté directement en début de polymérisation servant ainsi de précurseur[182-186] monolithique,
soit greffé chimiquement ou immobilisé lors d’une étape de post modification[26, 41, 42, 67, 92, 187-
200] du monolithe. En raison des réajustements et des ré-optimisations nécessaires pour obtenir une
CSP robuste et efficace en synthese directe, la méthode de synthése indirecte impliquant plusieurs
étapes de réactions chimiques est souvent 1’alternative envisagée pour les CSPs monolithiques. En
effet la premiére étape sert a préparer le monolithe achiral par copolymérisation radicalaire ou
polyccondensation, in-situ avec des monomeéres achiraux en présence d’un agent de réticulation, un
amorceur radicalaire ou un catalyseur et des solvants porogénes. Ensuite, une post-modification de la
matrice par un sélecteur chiral permet de lier celui-ci ou de I’adsorber physiquement en surface du
support poreux. Parmi les nombreux sélecteurs chiraux, nous citerons, dans ce travail, principalement
les CSPs monolithiques obtenues en incorporant ou polymérisant des dérivés ou des polymeres de
B-CD.

VI.1. Phase stationnaire monolithique sous forme de gel de polyacrylamide

Les gels de polyacrylamide sont préparés in-situ a température ambiante généralement en phase
aqueuse en présence de persulfate d’ammonium (APS). La photopolymérisation peut aussi avoir lieu
dans un milieu non aqueux contenant des agents porogeénes tels que le polyéthyléne glycol (PEG)
et/ou le dodécanol. Le N,N,N’ N’tétraméthyléthylenediamine (TEMED) est utilis¢ comme amorceur
radicalaire en présence d’APS. L équipe de Freitag[201] a montré que la concentration en APS affecte
la morphologie et la porosité du matériau. En général, pour former des gels de poly(méth)acrylamide
moins rigides que les matrices polyméthacrylates en chromatographie microcapillaire, les monomeéres
organiques de (méth)acrylamide sont pris entre 5 et 20% par rapport au mélange pré-polymeére et les
réticulants entre 3 et 10% en masse par rapport aux monomeres. Il existe deux voies pour former des
monolithes de poly(méth)acrylamide. La premiere consiste a utiliser des monomeres de type
acrylamide et un réticulant de type N,N’-méthyléne bis-acrylamide (BIS). La deuxiéme voie est de
remplacer les acrylamides par les méthacrylamides et le BIS par la pipérazine diacrylamide (PDA).
Des etudes[202] semblent indiquer que la deuxieme voie est préférée pour des raisons de meilleure
stabilité hydrolytique et tenue mécanique. Les matrices de polyacrylamide hydrophiles et faiblement
réticulées ont la particularité de gonfler en présence d’cau. Ce phénomeéne peut altérer les propriétés
d’écoulement de la phase mobile et diminuer la perméabilit¢ de ce type de colonnes

chromatographiques. En effet, bien qu’en théorie, les matrices a base de gel de polyacrylamide sont
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idéales en chromatographie en raison de leur structure « molle », leur homogénéité macroscopique
(transparent) et leur absence de diffusion turbulente (facteur de diffusion d’Eddy : A=0) facilitant le
transfert de masse et apportant de hautes efficacités en CEC (N=30 000 - 200 000), ce type de réseaux
polymere gonflé peut tout de méme étre de nature trés dense, peu perméable et présenter de fortes
pertes de charge a I’application d’une pression hydrodynamique. Ainsi, il est assez fréequent de
retrouver des problémes liés a la présence de bulles d’air dans le réseau du gel de polyacrylamide lors
des analyses en CEC. Pour réduire le temps d’analyse en CEC, éviter les problémes liés aux bulles
d’air et augmenter la longévité des colonnes, des monomeéres (a)chiraux ionisables sont
copolymérisés au sein du gel pour générer un FEO assez fort et faciliter les injections des solutés,
I’¢électromigration des racémiques et les phases d’équilibre électrocinétiques. Les monolithes
polyacrylamides peuvent aussi étre décrits en copolymérisation thermique dans des porogénes non
aqueux[67].

Les gels de polyacrylamides immobilisant des B-CDs sont ainsi trés intéressants en raison de leurs
faibles résistances au transfert de masse, leurs homogénéités et leurs hydrophilies favorables aux
séparations chirales en condition de phase inverse. Les interactions a effet hydrophobes non
stéréospécifiques, pouvant altérer la complexation de reconnaissance chirale, entre les cavités des
CDs et les solvants organiques sont donc ainsi évitées. Ce type de matériau a permis de synthétiser
des CSPs monolithiques chirales et des MIPs fortement réticulées pour 1’emploi en CEC chirale.
Cependant, trés peu de monolithes chiraux de type MIP a base de B-CD sont décrits dans la littérature.

VI.1.1. Synthése directe de CSPs monolithes gels organiques de type
poly(méth)acrylamide

Les équipes de Koide et Ueno ainsi que celles de Hjérten et Vegvari décrivent des syntheses directes
de CSPs monolithiques de type gels polyacrylamides chargés et faiblement réeticulés. Les CSPs sont
obtenues soit, en incorporant[203, 204] des polymeres neutres ou chargés de
B-CD, soit en liant chimiquement[205-208] le sélecteur chiral aux réseaux ou bien méme par auto-
assemblage en forme de polyrotaxane. Le lien chimique se fait par copolymérisation des
allycarbamates de B-CD, allyl glycidy-éther des éthers couronnes chiraux[52] avec les monomeres
acrylamides chargés et un réticulant (BIS), en présence de TEMED et APS. 1l est préférable pour une
utilisation en CEC chirale, de polymériser et réticuler les co-monomeéres acrylamides avec un
sélecteur chiral ionisable afin d’assurer la présence d’un FEO stable sur une large gamme de pH. Le
sens du FEO généré dans ces matrices de gels chargées est orienté en ajoutant un monomere anionique
tel que 1’acide 2-acrylamido-2-méthylpropane sulfonique (AMPS) ou bien un monomeére cationique
tel que I’iodure du N-(2-aminoéthyl) acrylamido triéthyl d’ammonium (AETMA) (Figure 30), choisi
a des concentrations égales a 5-6% pour les uns (Koide et Ueno) (Figure 31) et a 17% pour les autres
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(Hjérten et Vegvari). L’équipe[205] de Vegvari sépare, avec de hautes efficacités (N > 570 000) et
hautes résolutions (Rs >8,18) de nombreux racémiques biologiques comprenant des solutés neutres,
cationiques et anioniques, sur des gels respectivement anioniques et cationiques en CEC.

La structure des rotaxanes (Figure 32) et polyrotaxanes de B-CD est utilisée pour améliorer la
solubilité des monomeéres mais aussi pour servir en tant que CSP en chromatographie. La structure
supramoléculaire de ce sélecteur a été confirmée par des analyses en RMN [209, 210]. Ainsi la -CD
permettrait de polymeriser des monomeres hydrophobes en milieu aqueux et de former facilement,
en une étape une CSP polymere, bien que les cavités des CDs soient encombreées stériqguement chez
les rotaxanes de CD. L’équipe de Kornysova[211, 212] décrit ainsi des syntheses directes des CSPs
« lits continus » de gels de polyacrylamide contenant la CD chargée positivement ou négativement
sans recours au greffage covalent ni a I’incorporation moléculaire des CDs, mais uniquement par
auto-assemblage hydrophobe des macrocycles autour des chaines polymeéres linéaires acryliques
durant la polymérisation radicalaire des co-monomeéres. Cet auto-assemblage forme ainsi un réseau
stable de polyrotaxane flexible et chargée. Bien que la cavité des macrocycles soit irréversiblement
liée par une chaine polymere axiale la traversant, les auteurs observent une énantiosélectivité des
colonnes vis-a-vis de certains racémiques en CEC indiquant I’importance des sites extérieurs de la 3-
CD dans la reconnaissance chirale et également le fait que 1’inclusion des énantiomeres dans la cavité
des CDs n’est pas un prérequis fondamental pour la séparation chirale. Les polyrotaxanes sur « lits
continus » en capillaire ont ainsi des propriétés énantiosélectives et amphiphiles. Cette stratégie de
synthese de CSPs en une étape ne nécessite aucun ligand pour immobiliser le sélecteur sur la matrice
polymere. De plus cette structure supramoléculaire semble adaptée pour plusieurs types de CD

commerciales.
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Figure 30 : Schéma de la structure des gels monolithiques a base de 1’allyl-carbamate 3-CD pour la
CEC chirale.[206, 208]
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Figure 32 : Schéma de la structure supramoléculaire d’un rotaxane de CD.[211]
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Figure 31 : Séparation d’un mélange de 4 racémiques de D, L-acides aminés dansylés sur gel de
polyacrylamide chargé positivement, obtenu par polymérisation avec allylcarbamoyl-B-CD.
Détection a 250 nm, Pics : (a) L-sérine, (b) D-sérine, (c) L-valine, (d) D-valine, (e) L-leucine, (f) D-
leucine, (g) L-tryptophane, (h) D-tryptophane.[208]

Des monolithes gels de polyacrylamide porteurs de sélecteurs chiraux (allyl-y-CD) ont aussi été
décrits en une étape pour I’emploi dans des micropuces a base de polydiméthylsiloxane (PDMS)
revétue d’un gel polyacrylamide pour 1’électrochromatographie chirale. Les auteurs séparent ainsi
avec de bonnes résolutions les isoméres optiques des acides aminés dansylés en moins de 100
secondes[213].

VI.1.2. Synthése indirecte de CSPs monolithes gels organiques de type
poly(méth)acrylamide

L’équipe [187, 214] de Kornysova décrit la modification de monolithes polyacrylamides par un
antibiotique (vancomycine) servant de sélecteur chiral pour la m-CEC assistée par pression. Les
auteurs greffent les groupements amine de la vancomycine sur les groupements aldéhydes issus de
I’ouverture des époxydes du « lit continu » suivi de réactions d’oxydation et de réduction. Ils séparent
certains racémiques, avec de bonnes résolutions (Rs=2,5) et efficacités (N=120 000) notamment pour
les énantiomeéres de la thalidomide en milieu hydro-organique (Figure 33). L’équipe de J. Dong[67]
décrit, avec une longue étape de séchage (7-12 jours), I’immobilisation d’un dérivé de cellulose sur

un monolithe de polyacrylamide cationique générant un FEO anodique. Cette CSP au comportement
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hydrophile permet de séparer 12 paires de racémiques comprenant des molécules acides, neutres et
basiques (Figure 34) en m-CEC.
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Figure 33 : Electrochromatogramme du racémique thalidomide en condition de phase inverse sur gel
de polyacrylamide post modifié par la vancomycine. Le=25cm, ID=100um ; conditions, 15°C ;
AV=+15kV, pression assistée a 10 bars, détection a 220 nm; phase mobile, ACN/acétate de
triéthylamine (pH=6,5) (15 : 85).[187]
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Figure 34 : Electrochromatogrammes de 1’indapamide sur CSP monolithique polyacrylamide
cationique immobilisant le tris(3,5-diméthylphényl carbamate de cellulose (CDMPC). Conditions
expérimentales : Copolymérisation thermique a 60°C du 2-(méthacryloyloxy)éthyl triméthyl
ammonium méthyl sulfate (MEAMS) avec acrylamide (AA) et N,N méthyléne-bisacrylamide
(MBA) (cliché MEB x 1000 en haut a droite) ; CDMPC immobilisée a 30 mg/mL (haut) et a 50
mg/mL (bas); phase mobile : 65 % tampon phosphate 2mM pH=2,7 et 35% ACN, ddp appliquée,
-15 kV ; injection, -10 kV 1s[67].

VI.2. Phase stationnaire monolithique polymére (méth)-acrylate

Les premiéres matrices polymeres membranaires de type polyméthacrylate ont été obtenues par le
groupe[167] de Svec et Tennikova en copolymérisant le glycidyl méthacrylate avec 1’éthyléne
diméthacrylate (GMA-co-EDMA). Ce type de phases stationnaires a suscité par la suite un grand

intérét pour les chromatographistes et ce type de colonnes s’est répandu comme €tant une alternative
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aux colonnes remplies pour la CEC chirale et la chromatographie d’immunoaffinité (IAC)[215]. La
modification du cycle époxyde du monomeére GMA, par les dérivés de B-CD, est une stratégie pour
préparer des précurseurs allyliques et les copolymériser par la suite de fagon radicalaire avec ’EDMA
dans le but d’obtenir des CSPs en une étape. D’autres ligands comme les protéines, enzymes et
anticorps sont géneralement liés a la matrice GMA-EDMA pour générer des affinités specifiques
avec les molécules biologiques [216-218]. Les CSPs monolithiques acrylates sont synthétisées in-situ
par polymérisation radicalaire thermique[219, 220] ou photochimique d’un mélange précurseur
contenant un ou plusieurs monomeéres de type (méth)acrylates porteurs de fonctionnalités chimiques,
un agent réticulant comme I’EDMA « cross-linker », un ou plusieurs agent(s) porogene(s) comme le
toluene, le dodécanol, le butanediol, le propanol ou le diméthylsulfoxide (DMSQO) et un amorceur de
polymérisation radicalaire comme I’AIBN ou le Vso. Concernant les synthéses de monolithe
poly(méth)acrylate en CEC[36, 180, 221, 222], I’amorceur est souvent choisi a la concentration de
1% en masse. On peut ainsi choisir et contréler la morphologie des réseaux poreux tridimensionnels
ainsi que les sélectivités des CSPs en choisissant dans le mélange pré-polymere, le bon photo-
initiateur[171], le bon sélecteur chiral et en contrélant les quantités et le rapport des précurseurs
chimiques et des solvants porogenes. La composition en co-monomeres, agent réticulant et en
solvants porogenes devra étre ajustée et contrélée avec précision et ré-optimisée pour chague nouveau
mélange précurseur congu, afin d’obtenir une morphologie correcte, une bonne perméabilité et
porosité, une reproductibilité correcte et de bonnes efficacités en CEC [223-227]. La porosité du
matériau provient de la séparation de la phase solide du polymére avec la phase porogénique liquide
durant le processus de polymérisation. Idéalement le polymériste utilise plusieurs porogenes afin de
générer une structure poreuse bimodale comportant une distribution de la taille des pores incluant les
macropores. Ces derniers facilitent le passage de la phase mobile dans les micro-canaux macroporeux
(>50 nm) par convection. Les mésopores (2-50 nm), quant a eux, favorisent 1’adsorption et la
diffusion des solutés sur une plus grande surface spécifique. En effet, 1’équipe de Svec[228] observe,
pour un monolithe organique composé d’EDMA, butyl méthacrylate (BMA) et d’acide 2-acrylamido-
2 méthyl-1-propanesulfonique (AMPS), que la taille des pores varie de 1250 a 500 nm lorsque 1’on
passe d’une composition en porogene de 59% a 60% en propanol. Svec et Fréchet ont développé des
monolithes organiques ayant des propriétés mécaniques plus stables que sur les gels d’acrylamide.
IIs copolymérisent des monoméres (méth)acrylates avec ’EDMA en présence d’AIBN et de
porogénes comme le toluéne, a des concentrations et rapports précis. Ils forment ainsi un réseau

tridimensionnel rigide et macroporeux trouvant des applications en CEC chirale.
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VI.2.1. Synthése directe de CSPs monolithes organiques rigides

Pour des raisons de rapidité et de facilité¢ de mise en ceuvre, la méthode de synthése directe in-situ des
CSPs monolithes polymeres organiques a base de p-CD est plus répandue que celle des CSPs a base
de B-CD sur monolithe de silice. Cependant cette méthode reste peu entreprise par rapport a la voie
traditionnelle de post-modification. Elle est, en effet, plus laborieuse et nécessite en général de
modifier au préalable le sélecteur chiral par un monomere servant ainsi de précurseur lors de la
polymérisation radicalaire. L’équipe [228-230] de Svec et Lammerhofer utilise un monomere
fonctionnel a polarité choisie, ayant des propriétés de reconnaissance chirale, comme les dérivés de
quinidine qui co-polymérisent avec le GMA et ’EDMA pour former une CSP en une étape utilisée
en CEC. La B-CD est largement décrite comme monomére immobilisé en une étape sur phase
monolithe polymere. Elle peut étre incorporée au sein du mélange précurseur ou liée chimiguement
par copolymérisation avec d’autres monomeéres acryliques. Ainsi, 1’équipe de Gu[185] synthétise un
nouveau monomere chiral en substituant les fonctions alcools de la B-CD avec les groupements
époxydes du GMA. Les auteurs copolymérisent, in-situ en une étape, le monomeére chiral (GMA-B-
CD) avec ’EDMA en présence de plusieurs porogenes (Figure 35). Cette stratégie a permis de séparer
en CEC, dans des conditions de phase inverse, de nombreux couples d’énantiomeéres cationiques,
anioniques et neutres avec d’excellentes résolutions. Parmi les séparations de racémiques, on observe
une efficacité de la colonne atteignant les 132 000/133 000 plateaux par métre avec une résolution de
pics égale a 2,53 et 2,77 pour la flavanone et la catéchine respectivement. Les deux modes de
détection en CEC utilisés pour les racémiques injectés sont I’UV et ESI-MS. IIs utilisent une détection
de type CEC couplée avec un triple quadripdle. Le systeme ESI-MS permet d’augmenter ainsi la
sensibilité de détection (Figure 36). Les auteurs remarquent que la résolution est meilleure et que la
durée d’analyse est plus courte en mode UV ; néanmoins le mode ESI-MS permet d’améliorer le
rapport signal/bruit pour tous les solutés analysés. Remarquons que la CE-MS présente des
inconvénients lorsque les sé€lecteurs chiraux présents dans le tampon d’analyse interférent avec les

racémiques ionisés dans le systeme ESI-MS.
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Figure 35 : Schéma de synthése du monomere chiral GMA-
e l B-CD (Step 1) et de la synthése du monolithe chiral porteur
— de charge anionique (AMPS).[185]
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Figure 36 : Séparation des racémiques acides, neutres et basiques en CEC-UV et CEC-ESI-MS sur
CSP monolithe organique (GMA-B-CD-EDMA-AMPS) obtenue en 1 étape. ¢m : 50% ACN dans
S5mM d’acétate d’ammonium pH=4,0 avec 0,3% TEA, AV=+30kV pour CEC-ESI-MS et AV=+20kV
pour CEC-UV. Détection a 214 nm. Racémiques pris a 0,5mg/mL, injection 5kV durant 3s. T°
analyse a 25°C.[185]

L’équipe [183, 231] de S.A. Shamsi synthétise des CSPs monolithes porteuses de charges cationiques

et anioniques en une étape. Les charges cationiques générent un flux anodique sur une large gamme
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de pH étudiés, rendant ainsi les colonnes stables et performantes pour des analyses en CEC. Les
auteurs copolymérisent un monomere cationique, le triméthylammonium vinylbenzyl (VBTA) ou un
monomere anionique, 1’acide 2-acrylamido-2-méthylpropane sulfonique (AMPS) avec le GMA--
CD réticulé par ’EDMA en présence de trois solvants porogenes (butanediol, propanol, H20) et d’un
amorceur radicalaire (AIBN). Les auteurs comparent les différentes matrices avec et sans monomeres
ionisables. lls remarquent que les monomeres achiraux tels que le VBTA ainsi que I’AMPS sont
responsables des interactions ioniques entre phase stationnaire et solutés ainsi que de la nette
performance énantiosélective des CSPs vis-a-vis de 34 médicaments anioniques et 30 médicaments
cationiques. Ces monolithes échangeurs d’ions a base de GMA-B-CD permettent aussi de séparer les

racémiques neutres en CEC.

Il est aussi intéressant de noter 1’effet de la longueur du bras espaceur des monomeres chiraux sur les
énantiosélectivités en chromatographie. L’équipe[184, 186] de Zhang et Guo décrit la synthese de
CSPs, obtenues avec B-CD-NH,, EDA-B-CD et HDA-B-CD en présence de GMA, de I’agent
réticulant EDMA, de porogene et d’AIBN comme amorceur de la polymérisation radicalaire (Figure
37). La matrice poly(GMA-EDA-B-CD-co-EDMA) (Figure 38) garantit une bonne stabilité, de
bonnes efficacités et sélectivités pour les racémiques des acides mandéliques et ceux des anti-
inflammatoires non stéroidiens en HPLC. Le monomeére acrylate a base de B-CD peut aussi étre
obtenu par cyclo-addition polaire de Huisgen (click-chemistry) d’un groupe azide de la 3-CD sur un
alcyne vrai d’un méthacrylate (Figure 39). Le monomere chiral est ainsi copolymeérisé et réticulé avec
I’EDMA pour former une CSP monolithe polymere organique en une étape. Cependant cette CSP est
moins performante que celle avec le poly(GMA-EDA-B-CD-co-EDMA) en raison de la faible
flexibilité du groupement triazole.
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Figure 37 : Schéma de la préparation en une étape de la CSP monolithique poly(GMA-EDA-B-CD-
co-EDMA).[184]
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Figure 38 : Clichés MEB des colonnes des CSPs monolithiques organiques obtenues en une étape.
GMA-EDA-B-CD-co-EDMA avec des ratios GMA/EDA- B-CD différents, a) 4 :1;b) 3:1; ¢)
2:1.[184]
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Figure 39 : Schéma de la préparation en une étape de la CSP avec un espaceur triazole.[186]
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VI.2.2. Synthése indirecte de CSPs monolithes organiques rigides

En raison de la gamme limitée de sélecteurs chiraux commercialisés, du temps ainsi que du codt que
demandent I’optimisation d’une CSP monolithique organique de type acrylate en une étape, il est plus
simple d’utiliser une stratégie de synthése indirecte de CSP en modifiant le support macroporeux
obtenu en amont. Le sélecteur chiral est soit incorporé au monolithe soit copolymerisé ou greffé en
surface de celui-ci. Pour la CEC, le support matriciel de départ GMA-co-EDMA est souvent utilisé
pour préparer des CSPs par post-modifications chimiques[188]. En effet ce type de st €St simple et
rapide a synthétiser. De plus, les fonctions époxydes peuvent ainsi étre fonctionnalisées en une ou
plusieurs étapes dans le but de greffer ou immobiliser le sélecteur chiral sur le monolithe organique.
Ainsi, les équipes de Lammerhofer[41] et Tian[189] préparent en plusieurs étapes des CSPs
employant un dérivé de quinine (Figure 40) et un nouveau sélecteur a base de B-CD (Figure 41). lls
séparent, en CEC, les énantioméres de la DNB-leucine et ceux d’un mélange d’ibuproféne et de

naproxene respectivement.
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Figure 40 : Schéma réactionnel de la synthese du poly(GMA-co-EDMA), modifié par substitution
nucléophile suivie de la post-modification radicalaire des thiols par le O-9-tert-butylcarbamoyl -
quinine(t-BuCQN).[41]
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Figure 41: Schéma réactionnel de la synthese du poly(GMA-co-EDMA), suivie de la post-
modification par le 4-diméthylamino-1,8-naphtalimide-p-CD.[189]
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L’équipe de B. Carbonnier[190] décrit une matrice monolithique organique a base de NAS (N-
acrylosuccinimide) sur laquelle est greffée, de fagcon covalente par cycloaddition « click-chemistry »,
le mono-6-azido déoxy-B-CD, en trois étapes (Figure 42). Les auteurs séparent correctement les

isomeres optiques des Flavanones en CEC.
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Figure 42 : Schéma de la synthese du poly(NAS-co-EDMA), suivie de la fonctionnalisation par la
propargylamine et la « clik-chemistry » liant le sélecteur mono-6-azido déoxy-B-CD par cyclo-
addition dipolaire d’Huisgen.[190]

L’équipe[191] de Delepée développe, un peu plus tard, de la méme fagon un monolithe organique a
base de propragylacrylate, qu’elle fonctionnalise par post-modification avec un dérivé azide de f-
CD. Les auteurs ameliorent ainsi les séparations des HAPs et séparent les énantioméres de la
warfarine en CEC. La matrice GMA-co-EDMA a donc servi a synthétiser plusieurs CSPs par post-
modification des fonctions époxydes. L’équipe[192] de Li décrit I’immobilisation, par ouverture du
cycle, de la B-CD, B-CD-NH>, HP-B-CD et d’un nouveau sélecteur chiral synthétisé, 1’aspartate-[3-
CD pris a différentes concentrations (30-100 g.L™?). A I’aide de ce support matriciel de référence, les
auteurs separent avec de bonnes résolutions (1,32-6,24) huit acides aminés et deux médicaments en
CEC chirale. La post-modification des monolithes rigides permet aussi de modifier le caractere
lipophile de la phase stationnaire et ainsi établir des interactions hydrophiles en HPLC (HILIC) et en
CEC (HI-CEC)[232]. Ce type de monolithe polymeére organique macroporeux peut aussi bien étre
fonctionnalisé par des nanoparticules métalliques et des métalloxydes permettant ainsi d’augmenter
significativement la surface spécifique de la phase stationnaire et d’améliorer quelques critéres
chromatographiques tels que la tenue mécanique, les stabilités thermiques et hydrolytiques des
colonnes ainsi que les propriétés physico-chimiques de la surface de recouvrement des ¢stat . Le
zirconium revient souvent comme étant le meilleur revétement des colonnes monolithes puisqu’il
garantit une bonne stabilité thermique et il assure une stabilité hydrolytique dans une large gamme de
pH. De plus, il apporte une meilleure énantioselectivité en CEC comparée aux colonnes dépourvues
de ce revétement. Le zirconium et les GNPs sont employés pour 1’optimisation des séparations en
CEC [233, 234]. Ces phases stationnaires sont plutét stables et font preuve de grande sélectivité de

par I’emploi possible d’une large gamme de monomeéres méthacryliques connus. L’équipe[193] de
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Li décrit une colonne monolithe a base de GMA-co-EDMA, qu’elle modifie en premier lieu par la
cystéamine afin d’immobiliser des GNPs modifiées par un dérivé thiolé de B-CD. La quantité de -
CD greftée sur le monolithe devrait ainsi étre plus importante qu’en absence de GNPs.

La structure et la morphologie particuli¢re des polyméres organiques offrent la possibilité d’analyser
des grosses molécules mais aussi de plus petites biomolécules par le biais d’une grande surface
spécifique (dizaine de m2.g1). Les monolithes inorganiques issus de polycondensation sol-gel ont une
plus grande surface spécifique que les monolithes organiques et permettent ainsi 1’analyse de plus
petites molécules au sein de ces mésopores (10-20 nm). Cependant la simplicité de mise en ceuvre et
la capacité de contrdle de la macroporosité des monolithes organiques font de ces matériaux un choix
de préférence pour des analyses en CEC chirale. En effet, durant les dix derniéres années, le nombre
croissant de publications sur la CEC chirale semble indiquer que la meilleure technologie utilisée est
I’élaboration de phases stationnaires monolithiques bien que la reproductibilité inter-colonnes reste
une problématique. Avec une bonne expérience et de bonnes connaissances sur les parameétres a
contréler lors de la copolymérisation, il est possible de produire in-situ des colonnes monolithes
polymeres organiques avec de bonnes reproductibilités. Cependant parmi les différentes colonnes
monolithiques existantes, les plus performantes pour élaborer des CSPs en plusieurs étapes demeurent
les monolithes de silice. Bien que les énantiosélectivités obtenues sur ce support soient plus petites,
les CSPs monolithes inorganiques sont plus stables et plus robustes que les colonnes remplies utilisées
en HPLC et en p-CEC.

VI.3. Phase stationnaire monolithique inorganique et hybride a base de sol-
gel

Les CSPs monolithes de silice pour la CEC sont divisées en deux familles. L’une d’elle utilise une
matrice principalement particulaire en fusionnant les particules de silice chirales (Chira-Dex-silica)
par un procédé thermique[91, 235] ou en les fixant par la technologie sol-gel[197, 236]. L’autre
famille utilise une matrice sol-gel poreuse immobilisant des polymeéres chiraux de cyclodextrine tels
que le Chirasil-Dex (Figure 43) et autres sélecteurs retrouves aussi en HPLC chirale tels que les
polysaccharides[65, 66, 68, 194, 237-240], les protéines[33-35, 241-243], les antibiotiques[27, 28],
les CDs[195, 200] et leurs dérivés[92, 197-199], les échangeurs ioniques[244-246] ainsi que les
échangeurs de ligands[46, 47, 247]. Bien que les monolithes particulaires de silice puissent
représenter une meilleure alternative aux colonnes remplies en HPLC et p-CEC, avec de bonnes
résolutions et efficacités en CEC chirale, la deuxieme famille est tout de méme préeférée par rapport
a la premiére en raison d’une mise en ceuvre plus facile pour des analyses en OT-CEC et m-CEC ainsi
que des meilleures propriétés physiques obtenues telles que ’homogénéité et la bonne perméabilité
des colonnes impliquant une faible perte de charge a I’application d’une pression hydrodynamique.
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(A)

Figure 43 : Clichés MEB d’un monolithe de particules de silice modifiées par la B-CD Chira-Dex-
silica agglutinées par la technique sol-gel (A) et d’un monolithe sol-gel modifié par le Chirasil-Dex
(B).[248]

Ainsi, les phases stationnaires a base de sol-gel sont largement décrites pour I’emploi en CEC (m-
CEC, OT-CEC et p-CEC). En p-CEC, les monolithes inorganiques et hybrides issus de sol-gel et les
monolithes organiques précédemment cités, sont décrits comme étant une des réponses aux
inconvénients liés a la préparation des frittés des colonnes remplies pour "'HPLC et la CEC. En effet,
la technique sol-gel permet d’obtenir un réseau silicaté de grande surface spécifique et d’outrepasser
la délicatesse du procédé thermique nécessaire a la mise en place de frittés retenant les particules
servant de ¢stat. De plus, la mise en place de frittés dans les colonnes remplies est une des causes de
la présence de bulles d’air ainsi que de 1’¢largissement de la bande de dispersion des pics lors des
analyses en p-CEC. Il est donc difficile de reproduire des colonnes particulaires avec frittés ayant une
porosité et perméabilité répétables en p-CEC. Les colonnes particulaires de silice employant la
technologie des sol-gels peuvent étre classées en trois groupes. Il existe les colonnes remplies
« packed » a base de particules micrométriques et sub-micrométriques issues d’hydrolyses et de
polycondensations sol-gel d’alkoxydes de type TEOS et alkyl-TEOS[249], les colonnes particulaires
retenues par des frittés issues de sol-gel obtenus dans des conditions douces[236, 250, 251] et les
colonnes monolithes particulaires employant des suspensions de microparticules (3-5um) de silice
dans le sol. L’équipe[252] de Zare piege ainsi, au sein du monolithe inorganique, des particules de
silice modifiées. La méme équipe[253] observe que les performances énantiosélectives en CEC pour
des acides aminés sont meilleures sur colonnes particulaires chirales utilisant des frittés sol-gel plutot
que sur colonnes monolithiques sol-gel incrustant les mémes particules chirales.

En effet les sites chiraux sont probablement écrantés par le sol-gel et le réseau mésoporeux risque de
craquer lors de 1’étape de séchage des monolithes de silice dégradant ainsi la CSP et la qualité des
séparations en m-CEC. Cependant les monolithes inorganiques sol-gel incorporant des particules de
silice de 5um modifiées par un sélecteur chiral restent plus performantes en CEC que les colonnes
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remplies en HPLC[254]. Pour des raisons de facilit¢ de mise en ceuvre et de répétabilité, nous
décrierons principalement les monolithes de silice employant la technologie sol-gel pour élaborer des
CSPs en OT-CEC et m-CEC a base de CDs.

Le procédé de fabrication du sol-gel a d’abord été décrit en 1987 par 1’équipe[174] de Cortes en
HPLC, puis ce procedé fut repris en HPLC chirale par les équipes[240] de Chankvetadze et Tanaka.
Le procédé de sol-gel permet d’élaborer des ¢stt e€n tubes ouverts et en format monolithes
tridimensionnels dans le capillaire. L’équipe[255, 256] de Guo utilise la technique sol-gel pour une
utilisation en OT-CEC tandis que Zare[257, 258], Fujimoto[259] et Liu[35] I'utilise en m-CEC.
Depuis ces dix dernieres années, les monolithes inorganiques et monolithes hybrides[245, 260] sont
préférés aux colonnes particulaires pour leurs hautes surfaces spécifiques, hautes efficacités, leur
bonne homogénéité et perméabilité ainsi que la répétabilité de leurs performances
chromatographiques. Les monolithes hybrides permettent d’augmenter la sélectivité des phases
stationnaires inorganiques grace a divers précurseurs organiques. lls peuvent étre obtenus par
polymérisation radicalaire in-situ en une étape de monomeres bifonctionnels ou plus simplement par
post-fonctionnalisation des gels de matrice avec divers réactifs comme par exemple, les bras
espaceurs thiolés, greffés via des réactions de click-thiolene[245, 261-264]. En effet les réactions de
« click-chemistry » présentent les avantages d’étre rapides, de donner des produits stables et d’avoir
de bons rendements. Le réseau tridimensionnel de ces matrices posséde une structure biporeuse
(mésopores/macropores) obtenue a température ambiante par des réactions d’hydrolyses (1) et
condensations (2) des alkoxysilanes de type tétraéthoxysilane (TEOS), tétraméthoxysilane (TMOS),
aminopropyltriéthoxysilane (APTEOS), n-octyltriéthoxysilane (Cs-TEOS) et autres, comme

illustrées ci-dessous :

Hydrolyse : Si(OR)4 + 4H20 — 4Si(OH) + 4ROH

Condensations : 2(R0O)3SiOH —(R0O)3SiOSi(OR)3 + H20
(RO)4Si + (RO)3SiOH — (RO)3SiOSi(OR)3 + ROH

Les monomeres organosilicatés tels que Cs-TEOS/TEOS forment des matériaux hybrides sol-gel
ayant une grande surface spécifique poreuse servant de ¢stat en CEC. La partie organique du bras
alkyle Cg liée au réseau siloxane justifie le terme hybride du matériau. La technique sol-gel permet
ainsi d’¢largir la gamme de sélectivité en élaborant ce type de ¢swat hybrides. Le procédé démarre
d’une suspension colloidale plutot liquide nommée sol qui est transformée en gel par hydrolyse et
polycondensation en milieu acide des precurseurs avec les silanols libres du capillaire en tube ouvert.

La polymeérisation se fait en milieu hydro-organique et des porogénes comme 1’urée (mésopores) et
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le PEG (macropores), I’hydroxyde d’ammonium sont ajoutés en présence de catalyseur acide ou
basique. La quantité en eau dans le milieu du sol-gel ainsi que la température, les concentrations et le
type de catalyseur sont determinantes pour la structure, la perméabilité et les performances
chromatographiques des ¢swat. Les catalyses acides favorisent la formation de polymeres branchés
linéairement tandis que les catalyses basiques favorisent une structure hautement condensée[101]. En
contrélant les conditions réactionnelles et le temps de polymérisation au sein du capillaire, il est
possible de former soit un revétement polymeére sur les parois internes servant en OT-CEC ou soit un
réseau tridimensionnel mésoporeux occupant le volume interne du capillaire servant ainsi en m-CEC
(Figure 44). Les monolithes sol-gel[257, 258] et les frittés sol-gel[253] peuvent aussi étre obtenus par
photopolymérisation de précurseurs dans un porogene tel que le toluéne en présence d’initiateur
comme I’Trgacure. On peut ainsi localiser la synthése du monolithe de silice dans la colonne et éviter
de craquer le matériau sol-gel avec les procédés thermiques de séchage nécessaires a sa mise en
oeuvre. Les colonnes monolithes inorganiques offrent des sélectivités et efficacités bien meilleures

que celles obtenues en tubes ouverts.

(a) 5 % PSG column {b) 15 % PSG column (c) 40 % PSG column

pee18s
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Figure 44 : Clichés MEB d’un monolithe photo-polymérisé sol-gel du y-MAPS pris a différentes
concentrations dans le toluéne en présence d’HCI et de photo-amorceur Irgacure 18000.[257]

Comme pour les colonnes monolithes organiques, le prétraitement au y-MAPS[265] est aussi une
pré-étape que I’on retrouve pour les monolithes de silice, empéchant ainsi la sortie du gel depuis le
capillaire. En effet pour un bon ancrage du monolithe rigide de poly(méth)acrylate (PAM) ou du gel
de polyacrylamide (PAA) dans le capillaire, il est nécessaire d’activer au préalable la paroi interne de
la silice avec un agent silane bifonctionnel nommée y-MAPS (y-méthacryloxypropyl-
triméthoxysilane). Cette premiere modification permet une meilleure tenue mécanique et une bonne
reproductibilité des temps de rétention sur les colonnes monolithes rigides ou « les lits continus, mous
et gonflés ». Comme nous pouvons le voir sur la Figure 44, le y-MAPS utilisé généralement pour
former un film d’ancrage, reliant le monolithe synthétisé in-situ aux parois internes de la silice, risque
parfois de polymériser en volume selon les conditions expérimentales. Ainsi, I’équipe [166, 266] de

Horvath utilise un inhibiteur tel que le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) et une méthode de
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contr6le telle que la mesure de I’angle de contact (montée du capillaire) pour s’assurer de I’activation
a I’ancrage des monolithes sur plusieurs metres de capillaire traités au y-MAPS. Les monolithes de
silice possedent une mésoporosité et des propriétés mecaniques intrinsequement liées a leur mise en
ceuvre et il n’existe malheureusement pas de protocole universel pour obtenir des monolithes sol-gel
optimaux. Les CSPs monolithes de silice peuvent étre synthétisées en une ou deux étapes : soit le
sélecteur chiral est immobilisé sur la matrice de gel inorganique obtenue lors de la premiere étape,
soit le sélecteur chiral est introduit dans le meélange monomeéres sol avant la polymérisation sol-gel

(one pot).

Parmi les monolithes inorganiques issus du procédé sol-gel, il existe aussi des matrices non silicatées
employant des oxydes de métaux de transition tels que le zirconium, I’aluminium, le vanadium ou le
titane. Ces métalloxides [233, 267] permettent de mieux contréler les charges et le pH du milieu et

de renforcer la stabilité hydrolytique des dstat.

VI.3.1. Syntheése directe de CSPs monolithes sol-gel inorganiques

L’équipe de Kato[254] incorpore des particules de silice de 5um de diamétre modifiées par le (S)-N-
3,5-dinitrobenzoyl-1-naphtylglycine ou le (S)-N-3,5-dinitro-phenyl-amino-carbonyl valine dans un
réseau inorganique monolithe sol-gel, en une étape. Les particules chirales en suspension dans le
mélange hydro-organique contenant TEOS et un catalyseur acide sont introduites dans les capillaires
pour former deux CSPs et séparer plusieurs racémiques dérivés d’acides aminés en m-CEC. Les
avantages de ces colonnes monolithiques pour la m-CEC comparées aux colonnes remplies pour
I’HPLC résident dans le fait que la technique sol-gel nécessite une moins grande quantité de
microparticules immobilisées et que les performances chromatographiques telles que les efficacités
et les résolutions sont ameéliorées. Les particules modifiées par le (S)-N-3,5-dinitrobenzoyl-1-
naphtylglycine sont plus énantiosélectives vis-a-vis des acides aminés que celles modifiees par la (S)-
N-3,5-dinitro-phényl-amino-carbonyl valine. La structure du monolithe et les performances
chromatographiques varient selon la densité de particules immobilisées. En effet en augmentant la
densité de particules dans le capillaire, les auteurs observent que le monolithe sol-gel piegeant des
particules de silice tend a former un monolithe de particules de silice agglutinées aux points de contact
par le réseau sol-gel et observent ainsi de meilleures efficacités chromatographiques. En diminuant
le diamétre des particules incorporées dans le monolithe sol-gel, on améliore ainsi les efficacités en
m-CEC.

La technique sol-gel est aussi utilisée pour préparer des frittés poreux retenant des particules de silice
modifiées par le (S)-N-3,5-dinitrobenzoyl-1-naphtylglycine. La méme équipe[253] observe que les
rétentions et les résolutions des acides aminés chiraux sont meilleures avec les CSPs particulaires aux

frittés sol-gel plutot que sur les monolithes sol-gel incorporant les mémes particules.
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L’équipe[268] de Wang décrit la synthése directe d’une CSP a base de sol-gel sur des tubes ouverts.
Les auteurs utilisent le DB-B-CD en présence de TEOS, d’HCl, de méthanol et de 3-
(glycidoxypropyl) triméthoxysilane. Ils séparent les racémiques du binaphtol et de I’ibuproféne en
OT-CEC. Un monolithe de silice hybride chiral, obtenu en une étape par réactions d’hydrolyse et
polycondensation d’alkoxysilane et de copolymérisation en présence d’AIBN d’un monomere dérivé
allylé de B-CD, est décrit par 1’équipe de Zhang (Figure 45)[269]. Les auteurs séparent sur cette CSP,
13 racémiques en p-LC.
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Figure 45 : (A) Schéma de synthése du sélecteur chiral mono-(6”-N-allylamino-6*-deoxy)-Ph-p-CD
et (B) I’élaboration de la colonne capillaire monolithique hybride & base de Ph-B-CD, TMOS et
VTMS.[269]
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Figure 46 : Electrochromatogrammes des énantiomeéres de (a) DNS-Leu-OH et du (b) baclofene
résolus sur deux types CSPs monolithes de silice fonctionnalisée par la B-CD et obtenues en une
étape.[270]
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L’équipe[270] de Hsieh élabore des CSPs a base de monolithe de silice en copolymeérisant le TEOS
avec un alkoxysilane porteur de la -CD. Le procédé sol-gel a lieu en milieu acide et les colonnes
obtenues permettent de séparer en m-CEC certains racémiques anioniques tels que le carprofene, le
baclofene et des dérivés d’acides aminés (Figure 46). La méme équipe[29] sépare en m-CEC des
médicaments cationiques sur des CSPs monolithiques sol-gel du méme type mais avec la
vancomycine comme sélecteur chiral.

Il n’est pas toujours aussi évident de synthétiser une CSP a base de monolithe inorganique en une
étape. Il est ainsi parfois plus simple d’avoir recours a une post-modification chimique afin de ne pas
altérer la morphologie et les performances optimales des colonnes. Il est aussi possible d’utiliser une
matrice monolithique achirale et d’ajouter les sélecteurs chiraux dans la phase mobile afin d’observer
des séparations énantiosélectives. L’équipe[271] de Fanali décrit la séparation chirale en nano-LC de
certains anti-inflammatoires non stéroidiens (Figure 47) sur un monolithe de silice achiral (RP-Cis)
en employant des monomeres a base de B-CD dans la phase mobile (TM-B-CD, HP-B-CD). En
comparant leurs résultats avec les performances des colonnes remplies de particule (Cig, 3um,
ChromSpher) en nano-LC, ils observent des analyses plus rapides et des temps d’équilibration plus
courts en raison d’une meilleure perméabilit¢ sur les colonnes monolithiques tandis que les
résolutions et énantiosélectivités demeurent supérieures sur les colonnes remplies de particules
(packed).
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Figure 47 : Chromatogrammes (nano-HPLC) des énantioséparations du naproxene (1) et du

kétoproféne (I1) sur colonne monolithe achiral de silice sol-gel, (100um id x 10 cm) ¢mob: NaAC
25mM, pH 3 avec 10% MeOH et 15 mM HP-B-CD.[271]
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VI.3.2. Synthése indirecte de CSPs monolithes sol-gel inorganiques

Les CSPs monolithiques de silice obtenues par post-modifications chimiques sont largement plus
illustrées dans la littérature que celles obtenues en une étape. Les sélecteurs chiraux sont ici lies
chimiquement ou immobilises physiquement aux monolithes de silice.

L’équipe[194] de Chankvetadze décrit la séparation chirale la plus rapide en HPLC (30s) du 2,2,2-
trifluoro-1-(9-anthryl)éthanol en immobilisant le CDMPC (tris(3,5-diméthylphénylcarbamate) de
cellulose) comme sélecteur sur un monolithe de silice.

L’¢équipe[195] de Ghanem décrit une post-modification d’un monolithe sol-gel de TEQOS, dans
laquelle le réseau poreux continu est modifié par le y-MAPS suivi d’une polymérisation radicalaire a
partir d’un dérivé monomérique de B-CD (Figure 48). Dans leurs travaux, les auteurs comparent les
performances de cette colonne avec d’autres CSPs monolithiques organiques issues de
copolymérisation radicalaire de dérivés acryliques de B-CD en séparant différentes classes de
médicaments (B-bloquants, anti-inflammatoires, antifongiques, antagonistes de la dopamine, anti-

cancéreux, anxiolytiques etc.) en p-LC chirale.

o Er
QEL g
e 1. 0Et H
M Si\ /\
HD Ho  HO H OEt o o
l E-meltacrylamidnpropylericibaxyxilane |
a "y‘rﬁ MAS) T
o ! - % TR
é‘g CERGE LR
Silica monclith MaAS-anchared silica manaolith

ATRN ar
benzonl peroxile

) Dwﬁm/ost

) I\
+0ng:u - _HG H ﬁ‘jl
ch: g s :ﬁ‘ﬁ

Figure 48 : Schéma de la synthése du monolithe de silice modifiée par la B-CD décrit par 1’équipe de
Ghanem.[195]
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L’équipe[196] de Wistuba synthétise un monolithe inorganique sol-gel qu’il traite hydro-
thermiquement (gélation, séchage et vieillissement) pour éviter le craquage du matériau. Puis, les
auteurs modifient in-situ le monolithe en immobilisant thermiquement le polymere Chirasil-p-Dex
(Figure 43-B). Ce polymére chiral, commercialisé, est constitué de B-CD perméthylée liee de facon
covalente au polydiméthylsiloxane (PDMS) via un bras espaceur d’octaméthyle (Figure 49). Les
auteurs séparent ainsi en m-CEC les énantiomeres de I’hexobarbital, du méphobarbital, de la benzoine

et d’autres énantiomeéres acides qui migrent dans le sens inverse du FEO (Figure 50).
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Figure 49 : Schéma de la structure du sélecteur chiral Chirasil-p-Dex.[196]
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Figure 50 : Electrochromatogrammes des énantiomeres séparés sur monolithe sol-gel immobilisant
le Chirasil-B-Dex. Lets = 25cm ; id=50um ; détection en UV & 210 nm ; ¢mob : tampon MES-Tris (pH
6)/méthanol (90/10 v/v) ; E =0,4 kV/cm ; injection a 3 kV 4s pour tous sauf pour le carprofen ou
$mob : tampon MES-Tris (pH 6)/methanol (60/40 v/v); E = -0,4 kV/cm; injection & -3 kV 4s.[196]
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La méme equipe[92] synthétise un monolithe de silice particulaire en fusionnant dans la colonne, les
particules de silice poreuses a 380°C. Les auteurs immobilisent, en surface du monolithe de silice, le
Chirasil-Dex en le faisant percoler dans la colonne a 300 bars afin d’obtenir des CSPs hautement
stables et robustes supportant des hauts voltages (30 kV) et hautes pressions (400 bars) en CEC
chirale. Les colonnes ont une longévité de plus de quatre mois avec des bonnes répétabilites des
rétentions et des résolutions électrochromatographiques.

L’¢équipe[197] de Wistuba utilise un monolithe inorganique rempli de particules de silice modifiées
par la perméthyl-p-CD (Chira-Dex-silica), qu’elle modifie par la suite avec le procédé sol-gel afin de
fusionner les particules et les lier chimiquement a la surface interne de la colonne (Figure 43-A).
Cette CSP trouve une application pour la CEC chirale avec pression assistée et permet de separer,
avec de meilleures efficacités qu’en HPLC, certains acides barbituriques, PCBs et d’autres

racémiques medicamenteux (Figure 51).
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Figure 51 : Electrochromatogrammes des séparations chirales du méthyl diclofop (A), hexobarbital
et méphobarbital (B), éthyl de fenoxaprop (C) et PCB 132 (D) sur monolithe de silice agglutinée par
sol-gel (Chira-Dex-silica). Conditions : Lit=40cm, less =20cm, id : 100um ; Détection UV a 230 nm
(A) tampon MES/CH30H 2:3 v/v, pH 6, 25kV 40 bars ; (B) tampon MES/CH30H 7:3 v/v, pH 6,
20kV 10 bars ; (C) tampon MES/CH30H 2:3 v/v, pH 6, 20kV 10 bars ; (D) tampon MES/CH3OH 3:7
viv, pH 6, 20kV 60 bars.[197]
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L’équipe[198] de Lubda sépare en HPLC des énantiomeres médicamenteux tels que la
chromakamline, la prominale, I’oxazépam et la méthadone sur une colonne monolithe de silice post-
modifiée in-situ avec la B-CD. L’équipe[199] de Yuan décrit en trois étapes une CSP de type
monolithe sol-gel inorganique. La matrice sol-gel issue de ’hydrolyse et de la polycondensation du
TEOS est modifiée par le y-MAPS, suivie d’une polymérisation radicalaire de 1’allyl-B-CD. La
derniére étape correspond a la sulfatation des B-CD avec ’acide chlorosulfonique. Cette CSP porte
des groupements de poly-B-CD sulfatés et permet ainsi de séparer en CEC les énantiomeres de la
Noréphédrine, de la 3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA), du chlortriméton et d’autres médicaments
(Figure 52).
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Figure 52 : Electrochromatogrammes des séparations chirales des racémiques de la Noréphédrine
(@), le chlortrimeton (b), la DOPA (c), dihydropyridine 1 (d), dihydropyridine Il (e), dihydropyridine
11 (f).[199]
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L’équipe[200] de Chen modifie in-situ un monolithe de silice obtenu par procédé sol-gel en y greffant
un espaceur chiral tel que le (3-iso-cyanatopropyl)triéthoxysilane modifié en amont par la f-CD ou
la y-CD. Les auteurs séparent en CEC les énantiomeéres de certains acides amines dansylés et ceux de

la benzoine (Figure 53).
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Figure 53 : Schéma de la structure d’une colonne monolithique sol-gel modifiée par la y-CD et
exemples de séparations chirales obtenues en CEC sur cette CSP.[200]

VIl. Conclusion

Le besoin croissant de systemes analytiques efficaces et miniaturisés dans 1’industrie pharmaceutique
a dirigé notre étude vers I’emploi de méthodes électrochromatographiques employant un minimum
de quantités de solvants et de produits chimiques. La séparation chirale par la voie
électrochromatographique est probablement un des sujets les plus étudiés et la technique la plus
employée en sciences séparatives. En effet de nombreuses études continuent de démontrer que les
meilleures performances chromatographiques lors des séparations chirales sont obtenues en CEC
plutét qu’en HPLC. Cependant les colonnes en CEC ne sont toujours pas commercialisées en raison
du manque de répetabilité et de robustesse des résultats ainsi que de la fragilité des capillaires qui en
font des inconveénients majeurs lors de la préparation de nos colonnes capillaires. Il existe des
méthodes de couplage avec la CEC permettant d’améliorer le signal en CEC chirale et de trouver des
applications en bio-analyse et contréle qualité comme la spectrométrie de masse (MS). La CEC
demeure néanmoins la technique la plus efficace et la plus prometteuse pour la résolution chirale par
voie chromatographique car cette méthode cumule plusieurs avantages. Premiérement ce type de

chromatographie apporte une synergie entre les principes de rétention chromatographique, propre a
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la phase stationnaire, et ceux liés a la mobilité électrophorétique retrouves en électrophorese. La CEC
nous permet dans ce sens d’accroitre les sélectivités apportées par la phase stationnaire et les
efficacités retrouvées en électrophorese de zone (CZE). Deuxiémement, les temps d’analyse restent
courts et les quantités de solvant et de réactif utilisées avec cette technique d’analyse sont aussi
minimes que celles employées dans les micro-systemes d’analyse comme les biopuces. En CEC, la
phase stationnaire induit deux parameétres chromatographiques qui varient indépendamment 1’un de
I’autre : la résolution augmente lorsque le nombre d’interactions entre soluté et phase stationnaire
augmente tandis que I’efficacité subit I’effet inverse. Ainsi en CEC chirale, il nous est possible d’avoir
recours a trois types de colonnes capillaire. Les colonnes remplies nous donnent de bonnes sélectivites
et résolutions mais sont désavantageuse en raison des difficultés de mise en ceuvre. Les colonnes a
tubes ouverts pour la CEC chirale (OT-CEC) apportent de hautes éfficacités mais le recouvrement de
la ¢stat reste faible et si 1’on souhaite améliorer la résolution chromatographique, nous aurions tout
intérét a augmenter le volume de la CSP et plutét utiliser des colonnes monolithiques chirales ayant
une morphologie et une porosité suffisante pour un bon transfert de masse électrocinétique (m-CEC).
Les colonnes monolithes émergent comme étant une réelle alternative aux colonnes remplies (p-CEC)
et aux colonnes tubulaires (OT-CEC). Les monolithes recouvrent le réseau siloxane par une couche
polymére, préservant ainsi la stabilité des ¢stat. Ce type de colonnes chromatographiques permet en

effet de contourner les difficultés liées a la présence de frittés dans les colonnes particulaires

(p-CEC) (bulles d’air, répétabilité, dislocation des particules sous un champ E, difficultés de mise en
ceuvre) et celles liées aux difficultés d’obtenir de bonnes performances €lectrochromatographiques
avec les micro-canaux en tubes ouverts. En effet les monolithes, de porosité contrblée, semblent étre
idéaux pour de multiples raisons comme leurs stabilités, leurs grandes facilités et rapidités de mise
en ceuvre, leurs faibles résistances aux transferts de masse, leurs efficacités, leurs bonnes
perméabilités, hautes sélectivités dues aux divers monomeéres employés et 1’absence de frittés dans la
colonne. Depuis les derniéres décennies, les excellentes performances de séparation, la stabilité, la
longévite, la bonne perméabilité et les hautes efficacités obtenues sur des CSPs monolithiques
viennent corroborer leur utilisation principale en CEC chirale. Parmi les trois types de colonnes
monolithes cités dans ce chapitre, il est difficile de favoriser un type plutot qu’un autre selon la nature
du support macroporeux. Il existe ici des compromis a faire dans le choix de I’utilisation du type de
monolithe utilisé pour la CEC chirale. Cependant, les CSPs monolithiques inorganiques obtenues par
post-modification sont considérées comme étant les plus performantes et la technique la plus
prometteuse pour séparer des petites biomolécules. En effet, bien que les CSPs remplies pour la
p-CEC chirale offrent une meilleure sélectivité que les CSPs monolithiques en m-CEC, ces derniéres
sont plus robustes et offrent de meilleures stabilités et longévités des colonnes. Les monolithes de gel

homogéne d’acrylamide immobilisant la B-CD ont tendance a avoir de meilleures efficacités que les
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deux autres types de monolithes (sol-gel et polymere organique). Cependant les monolithes de silice
et les monolithes organiques rigides ont de meilleures stabilités et longévités, une moins grande perte
de charge a I’application d’une pression hydrodynamique et des risques plus faibles de présenter des
bulles d’air dans la colonne. Et lorsque 1’on souhaite distinguer les meilleures CSPs parmi les
monolithes inorganiques/hybrides des monolithes organiques, il est a rappeler que la grande surface
specifique des monolithes inorganiques mésoporeux peut restreindre la quantité de sélecteur chiral
immobilisée en surface comparée a celle des monolithes organiques macroporeux. Enfin les
monolithes inorganiques sont difficilement réalisés en raison des nombreux traitements thermiques
que nécessite la synthése de la matrice de silice mais néanmoins ils ont ’avantage de produire une
plus grande surface spécifique que les monolithes organiques et fournir de meilleures sélectivités. Par
ailleurs, nous pouvons noter que parmi les différents sélecteurs existant en séparation chirale tels que
les macrocycles (éthers couronnes), les macromolécules (protéines, peptides, antibiotiques
macrocycles) et celles de plus petites tailles (Pirkle, échangeur de ligand, échangeur ionique), les
sélecteurs chiraux a base de B-CD sont les plus employés en CEC chirale. Cet oligosaccharide a une
structure et des propriétés uniques de reconnaissance chirale et le mécanisme du modeéle a 3 points
responsable de la discrimination chirale avec ce type de molécule cage reste encore complexe.

Les CSPs monolithiques inorganiques employant des CDs immobilisées restent cependant moins
employées que les CSPs polymeres organiques qui sont plus rapides et faciles a élaborer. De plus,
bien que les monolithes organiques tendent a gonfler lorsqu’ils sont exposés aux solvants organiques,
ils sont plus stables hydrolytiquement (pH>8,5) et thermiquement (T°>60°C) que les monolithes
inorganiques/hybrides. Ainsi en augmentant la surface spécifique (meésopores) des colonnes
monolithes organiques, il est aussi possible de séparer correctement des molécules de petites tailles.
De plus la morphologie des monolithes organiques est contrdlable par le dosage des quantités en
solvant porogeéne, en amorceur, en monomere ainsi qu’en activateur chimique introduit dans le
mélange. Ces phases stationnaires sont plut6t stables et font preuve de grande variabilité de fonctions
en surface, avec une large gamme de monomeres connus. Nous avons vu que les CSPs de types
monolithes a base de polymeéres organiques immobilisant les f-CDs sont trés performantes lorsque
leur polymérisation radicalaire s’effectue in-situ en une étape employant différents types de co-
monomeres acryliques chiraux, réticulants et amorceurs. Bien que la synthese de CSPs monolithiques
par post modification soit une méthode plus conventionnelle, les séparations chirales obtenues en
HPLC et CEC sur les CSPs décrites précédemment nous confirment 1I’importance et I’intérét de
développer dans un futur proche des greffages covalents de sélecteurs chiraux sur des phases
stationnaires monolithiques mésoporeuses en une étape. En effet, la synthése directe de CSPs permet
de faciliter la préparation et d’améliorer les reproductibilités d’analyses et ainsi de contourner les

inconvénients retrouveés avec la post-modification tels que la non reproductibilité de 1’élaboration de
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la CSP, la durée relativement longue de préparation ainsi que le caractére parfois peu contrélable de
la modification post-synthese du réseau mésoporeux. Néanmoins, afin d’avoir des séparations
optimales de nos solutés, il faudrait a chaque changement de monomeére, réadapter et réoptimiser les
conditions de polymeérisation telles que la nature et la composition des solvants porogenes et réticulant
mais aussi adapter les conditions d’analyse en CEC, telles que le pH, la nature et la composition des
électrolytes. En m-CEC, I’élaboration d’une nouvelle CSP en une étape nécessite de multiples essais
de synthése avant de trouver la composition et la formule de la matrice macroporeuse chirale
optimale. Ainsi, pour des raisons de gain de temps, notre stratégie repose sur la post-modification des
matrices monolithiques déja décrites dans la littérature afin d’y immobiliser les sélecteurs chiraux en
notre possession et le greffage des B-CD sur des colonnes a tubes ouverts gravées. En effet, la gravure
(etching) de la silice a montré que 1’on pouvait augmenter considérablement la surface spécifique des
colonnes en tubes ouverts et ainsi augmenter la quantité de phase stationnaire tout en garantissant de
hautes efficacités et résolutions en OT-CEC. Les colonnes OT-CEC chirales doivent étre stables,
c'est-a-dire qu’une reproductibilité doit étre vérifiée au niveau inter-colonne mais aussi aprés un
nombre n d’injections (n~100). En conclusion, nous avons vu au-dela des colonnes monolithes, qu’il
existe plusieurs modeles de CSPs des colonnes en tubes ouverts lors d’une utilisation en OT-CEC et
en U-LC chirale. En CEC, les tubes ouverts sont privilégiés aux autres types de colonnes en raison de
leur rapidité et simplicité de mise en ceuvre, I’absence de frittés sur ce type de support et les bonnes
efficacités obtenues dues a un faible recouvrement de la surface par la phase stationnaire. Les CSPs
chimiquement liées sont préférées a celles physiquement adsorbées en raison de leur meilleure
stabilité et longévité, cependant leur élaboration est plus laborieuse que les CSPs issues d’adsorption
physique successives (LbL) qui néanmoins restent stables et performantes sur plusieurs jours. De plus
le greffage direct est peu performant di au faible ratio volumique ¢stat/dvoi. En revanche de
nombreuses familles de CSP performantes en tubes ouverts telles que les PLOT, les MIPs, Chirasil-
Dex, les colonnes gravées et les revétements métalliques existent pour 1’emploi en OT-CEC chirale.
Au final, nous avons donc un compromis chromatographique a faire dans le choix entre colonnes en

tubes ouverts et colonnes monolithiques pour séparer des solutés chiraux en CEC.

VIIl. Annexe

Les diverses CSPs décrites dans le chapitre bibliographique ainsi que leurs applications en
électrochromatographie chirale sur capillaire (CEC) et sur micropuces sont répertoriées dans les
tableaux ci-apres : le tableau IV reprend les CSPs élaborées en une étape et en plusieurs étapes sous
format monolithique pour la m-CEC ; le tableau V répertorie les CSPs élaborées sous format tubes
ouverts pour ’OT-CEC et le tableau V1 présente les CSPs sous forme de colonnes particulaires pour

la p-CEC.
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Tableau 1V : CSP pour lam-CEC

o o Nature )
Racémiques CS Pmov Stratégie Réf
de la ¢stat
DNS-Leu-OH, bacloféne | B-CD-silicate Hydro- | Synhese sol-gel | [270]
organique | directe
Terbutaline, AC-p-CD Trisborate | )15 PAM | [206]
propranolol, benzoine directe
32 racemiques (neutres, GMA-B-CD Hyd_ro- Sy_nthese PAA [185]
acides, et bases) organique directe
Acides aminés monomere Hydro- Sy_n‘these PAA [36]
quinidine organique directe
DL acides amincs AC-B-CD Tris-horate | /10165 PAM | [208]
dansylés, 16 anions directe
Thalidomide, alprénolol, Svnthese
B-bloquants, Vancomycine RP, NP é’ sol-gel [29]
L irecte
bupivacaine
Tryptophane, benzoine, .
éperisone, BSA, OVM Phosphate Sé’.”these sol-gel | [33]
S irecte
chlorpheniramine
12 amines primaires Ether couronne TEA-borate Sé/ir:glize PAM [52]
41 anions GMA-p-CD Hydro- Synthese PAA | [183]
organique directe
Terbutaline, benzoine Polymére-B-CD Tris-borate Sé/inrglize PAM [203]
15 cations AC-B-CD Tris-borate sé/lr:ggze PAM | [207]
2 cations, 1 neutre et 12 Polymeéres-3-CD Tris-borate Sy_nthese PAM [204]
anions directe
11 medicaments, Allyl-B-CD Trisborate | /1016 PAM | [205]
neutres, cations, anions directe
D, L métoprolol Polyrotaxane-p-cD | _Ydro- Synthese PAM | [211]
organigue directe
Ibuproféne Polyrotaxane-p-CD Hyd_ro- Sy_nthese PAM [212]
organique directe
Acides aminés dansylés y-CD Tris-borate- Synthese PAM [213]
urée directe
34 anions, 30 cations, GMA-B-CD Hyd_ro- Sy_nthese PAA [231]
33 neutres organique directe
D, L tryptophane BSA Phosphate Sé/inrterzzize sol-gel [241]
BSA, chitosane, Synthese
D, L tryptophane gélatine Phosphate directe sol-gel [242]
Noréphédrine, dopa, Phosphate, Post-
chlortrimeton, Allyl-B-CD Hydro- e sol-gel [199]
L . modification
3 médicaments organique
Méphobarbital, Hvdro- Post-
hexobarbital, benzoine, Chirasil-B-Dex yar Al sol-gel [196]
X organique modification
carproféne
Acides aminés dansylés, Hydro- Post-
benzoine p-CD, y-CD organique | modification sol-gel [200]

86



Thalidomide, warf;_irl_ ne, Vancomycine Hyd_ro- F_’o_st- _ PAM [187]
coumachlor, felodipine organique modification
Ibuproféne, naproxéne DMAN-B-CD Hydro- Post- PAA [189]
organique modification
DNB-leucine t-BUCQN Hydro- Post-. PAA | [41]
organique modification
Hexobarbital, Hvdro- Post-
carproféne, Chira-Dex-silica or Zni Ue modification sol-gel [197]
MTH-proline ganiq
Hydro- Post-
Flavanone B-CD-Ns organique | modification PAA [190]
12 racemiques (cations, CDMPC Hyd_ro- F_’o_st- _ PAM [67]
anions, neutres) organique modification
Thalidomide, . Hydro- Post-
bupivacaine, warfarine Vancomycine organique modification PAM [214]
Thalidomide, warfarine, . Hydro- Post-
. - ) Norvancomycine . e sol-gel [28]
indapamide, benzoine organique modification
N Hydro- Post-
Histidine BSA organique modification PAA [34]
12 racémiques Avidine Hydro- Post- sol-gel [35]
organique modification
Hydro-
. . . L- organique en Post- i
Acides amines dansyles phénylalaninamide | présence de | modification sol-gel [46]
Cu?*
Acides aminés libres et or ;'r)]/idrgé on Post-
dansylés acides L-hydroxyproline Séser?ce de | modification sol-gel [47]
hydroxylés et dipeptides P cu
12 racémiques (acides, Hydro- Post- i
neutres et basiques) CDMPC organique modification sol-gel [66]
Méphobarbital,
héxobarbital, benzoine,
carproféne, ibuproféne
acides barbituriques, Hvdro- Post- Silice
méthyle-fénoxaprop, Chirasil-Dex ya I poreuse [92]
. . organique modification Lo
méthyl-mécoprop, particulaire
MTH-proline,
a-méthyl-a-
phenylsuccinimide
Warfarine B-CD-Ns Hydro- Post- PAA [191]
organique modification
8 acides aminés et 2 . Acétate, Post-
médicaments B-CD et derives Phosphate modification PAA [192]
3 médicaments
(Tropicamide, AR Post-
chlorphéniramine, B-CD-GNP Phosphate modification PAA [193]
zopiclone)
Indapamide,
praziquantel, pindolol, Hydro- Post- i
base de Troger, CDMPC organique modification sol-gel [237]
tétrahydropalmatine
11 médicaments Hydro- Post-
(neutres et cations) CDMPC organique modification sol-gel [238]
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15 médicaments Hvdro- Post-
(neutres, anions et ADMPC or Zni Ue modification sol-gel [239]
cations) ganiq
8 médicaments
(prgpranolol, pl,ndolol, _ Hydro- Post-
métoprolol, aténolol, Vancomycine oraanique modification sol-gel [272]
terbutaline, alprénolol, ganiq
thalidomide, benzoine)
12 médicaments
cationiques (Talinolol,
sotalol, propanolol, Dérivé d’acide
pronethalol, atenolol, amino- Hvdro- Post-
métoprolol, céliprolol, phosphonique yar R sol-gel [245]
L . organigue modification
benzetimide, (échangeur de
isoxsuprine, Ephédrine, cations)
clenbuterol, méfloquine-
ter-butylcarbamate,
8 médicaments
cationiques (lelterol, Dérivé d’acide
sotalol, talinolol, amino-sulfonique Hydro- Post-
salbutamol, méfloquine . 4 yar I sol-gel [246]
. . (échangeur de organique modification
meéfloquine-ter- .
cations)
butylcarbamate,
pronethalol, clenbuterol,
Hydro-
AC|de_s amineés dans’yles, L-Prolinamide organique en P_o_st- _ sol-gel [247]
acides hydroxylés présence de | modification
Cu2+
DNB-(R,S)-leucine monomere Hydro- post-. PAA | [41]
quinidine organigue modification
Tableau V : CSP pour ’OT-CEC
Racémiques CS i) Stratégie Nature Réf
q mob g de Ia (I)stat
LbL
i phosphate de
D, L tryptophane Lysosyme Hyd_ro Non Y- [115]
organique covalente | _. 4
zirconium/Ly
sosyme
. . Non .
méphobarbitol Ally-B-CD Phosphate covalente polysiloxane | [131]
D, L tryptgphane, Nanoparticules de Hydro- Greffage Poly-
catéchine, : . o . [161]
. chitosane organique chimique | acrymamide
a-tocophérol
héxobarbital Chirasil-Dex Phosphate Non p-CD- [78]
covalente | polysiloxane
BNP, - Phosphate- Non Couche
1-phényléthanol Chirasil-Dex borate covalente polymeére [104]
NSAIDs (Ibuproféne,
étodolac cicloprofene) L Phosphate- Non .
BNP., Chirasil-Dex borate covalente polysiloxane | [108]

1-phényléthanol
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NSAIDs, BNP, 1-

phényléthanol, Chirasil-Dex E:;Stgh?_tﬁ; CO\I/\in(I):nte polysiloxane | [107]
warfarine, hexobarbital '
Hexobarbital, BNP Chirasil-Dex Phosphate- Non polysiloxane | [106]
borate covalente
Méphaobarbital,
aminoglutéthimide, L i
guemae, * | Dt | He |t | e | o
1-(9-anthryl)-2,2,2- ganiq poly
trifluoroéthanol
D,L m_epheny_to[ne, 4 Lysosyme Hyd_ro- Non Monocouphe [113]
acides aminés organigue covalente adsorbée
D,L méphenytoine, Lysosyme,
acides aminés, cytochrome-C, Hydro- Non Monocouche
. N X . . . [112]
Fénoprofene, acide peptides, organique covalente adsorbée
chrysanthémique acides aminés
Warfarine, labétalol,
BOH BNA, BNP,
HPPH, kétoproféne, Phosphate, Non
ibuproféne, fénoprofene, p-CD+ Tris, Hydro- LbL [116]
. ; covalente
7-méthoxyFlavanone, organique
acénocoumarol
bendrofluméthiazide
D,L clomipramine, D,L
chlorodiazépoxide, D,L B-CD, lactone, Tris Greffage Surface [120]
diazépame, D,L-DNB- | naphtyléthylamine chimique gravée
alanine
3,5-DNB-D,L-alanine- , . Tris, acide Greffage Surface
méthyl ester Naphtyléthylamine phosphorique | chimigue gravée [122]
1-phényl-1,2-éthanediol Br-g-CD Phosphate S}ﬁfgﬂee Organosilane | [132]
Epinéphrine,isoprotérén
ol, norépinephrine, AlaznCl Hydro- Non LbL MOF | [149]
synéphrine,terbutaline, organique covalente
Carvedilol
Flavanone, praziquantel [2n2(D-Cam)y(4,4"- Hydro- Non MOF [150]
bpy)]» organique covalente
Ibuproféne, binaphtol DB- B-CD Hydro- Greffage Sol-gel [268]
organique chimique
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Tableau VI : CSP pour la p-CEC

Nature de la
Racémiques CS Prmob Stratégie Réf
(I)stat
Méphobarbital,
hexobarbital, benzoine,
glutéthimide, méthyl
mandélate, y-phényl-y-
butyrolactone, o-
méthyl-a-
phénylsuccinimide, Chirasil-Dex orzgim;le c0\|/\z|i(ljgnte polymeére [92]
1-(2-Naphthyl)éthanol, ganiq
mécoprop méthyle,
diclofop méthyle,
fénoxaprop éthyle
acides barbituriques
MTH-proline
Herbicides et acides Hydro- Couche
aminés dansylés HP-p-CD organique organosilane
hydrophile
. " (S)-N-3,5-DNB- Hydro- Frities | Fartcules de
16 acides amineés 1 ’ . - silices [253]
-naphtylglycine organique sol-gel modifices
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CHAPITRE Il : PHASES STATIONNAIRES
COVALENTES A BASE DE -
CYCLODEXTRINE POUR
L’ELECTROCHROMATOGRAPHIE
CAPILLAIRE EN TUBES OUVERTS
(OT-CEC)
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[. Introduction

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéresseés au greffage covalent du polycarboxyméthyl-p-
cyclodextrine (p-CM-B-CD), des monomeres de carboxyméthyl-p-cyclodextrine (CM-B-CD") et de
succinyl-p-cyclodextrine (Scc-B-CD") sur une surface de silice en tube ouvert gravée et modifiée par
des amines primaires. Nous discuterons de la qualité des séparations énantioselectives obtenues avec
les deux types de greffage et de 1’avantage de graver la surface interne d’un capillaire pour des
séparations en OT-CEC.

Dans une deuxiéme partie (cf chapitre Ill) nous avons élaboré des CSPs sur des colonnes
monolithiques afin d’augmenter la surface spécifique d’échanges chromatographiques ainsi que les
phénomeénes de rétention et observer des performances chromatographiques en m-CEC chirale. Nous
avons ainsi immobilisé de facon non covalente et greffé de facon covalente des polymeéres et des
monomeres de B-CD sur des monolithes porteurs de charges négatives déja décrits dans la littérature

pour I’emploi en CEC.

I.1. Problématique de la séparation chirale en électrophorése

Dans le cas de la CZE, dépourvue de phases stationnaires, il est souvent contraignant d’analyser les
composés biologiques qui sont souvent des protéines ou peptides. Appartenant aux analytes
organobasiques, ces solutés sont cationiques en solution et sont donc susceptibles d’étre adsorbés en
surface des silanols chargés négativement au pH physiologique. Cette adsorption en surface des
composés basiques détériore la qualité des séparations[273].

Les racémiques étudiés sont des composés neutres, cationiques et anioniques. En CZE, les composés
neutres ayant une vitesse électrophorétique nulle ne peuvent migrer que sous I’effet endosmotique, a
la vitesse du flux électroosmotique (FEO). Il est donc nécessaire pour analyser des racémiques
neutres, de s’assurer d’avoir déprotone les silanols en surface et ainsi pouvoir générer un FEO assez
¢levé. En I’absence de sélecteurs chiraux dans la veine liquide contenant I’électrolyte, nous
n’observerons aucune séparation énantiosélective. Les racémiques neutres et le marqueur de flux
(DMSO, acétone, DMF) migrent ainsi a la méme vitesse dans le capillaire et sortent en co-elution.
En présence du sélecteur chiral, le marqueur et le racémique neutre migrent sous 1I’influence d’un flux
cathodique, au-dela de pH=5 (pKa Silice~5,0), a des vitesses différentes en raison des constantes
d’affinité attribuées aux deux complexes formés avec le sélecteur (sélecteur-marqueur de FEO et
sélecteur-énantiomeres). Les énantiomeres sont ainsi détectés, classiquement en U.V, et séparés en
CZE. D’autres additifs comme les tensio-actifs peuvent aussi étre utilisés afin de former des
complexes micellaires et ainsi améliorer la qualité des séparations chirales en CZE. Cependant les

sélecteurs chiraux présents dans 1’électrolyte de séparation peuvent toutefois interagir avec les
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additifs et supprimer ou diminuer la sélectivité de la colonne électrophorétique. Pour la séparation
des énantiomeres en CZE, il faut rappeler que, bien que la cyclodextrine native soit peu couteuse, ce
n’est pas le cas pour tous ses dérivés et d’autres familles de sélecteurs chiraux. Ainsi il est
contraignant en CZE de devoir renouveler réguliérement la quantité de sélecteur chiral, parfois
couteux, dans I’¢lectrolyte. La solution aux problémes listés pour I’analyse des biomolécules en CZE
semble étre la combinaison de deux propriétés : la phase stationnaire chromatographique (HPLC) et
I’électro-endoosmose (CZE). La combinaison de ces deux propriétés donne lieu & la technique
électrochromatographie capillaire (CEC). Cette technique d’analyse nous permet d’augmenter
considérablement 1’efficacité de nos colonnes via le phénoméne endoosmotique de I’électrophorése
et d’augmenter la sélectivité vis-a-vis des racémiques étudiés par le biais de nombreuses ¢stat
disponibles en HPLC.

Il existe différentes fagons de revétir la surface interne d’un capillaire en silice : le greffage
dynamique ou le greffage statique sont employés pour la synthese de phases stationnaires
chromatographiques. Dans cette premiere partie, nous décrirons I’utilisation de la méthode du
greffage statique (ou encore chimique) afin d’immobiliser le sélecteur chiral dans des tubes ouverts
pour I’OT-CEC chirale. En effet, dans le but de pallier aux inconvénients des greffages dynamiques
(ou physiques) (PEM) retrouvés en CEC, nous nous sommes intéressés au greffage covalent de phases
stationnaires chirales (CSP) pour ’emploi en ¢€lectrochromatographie capillaire. Assurément, le Dr
G. Pédéhontaa-Hiaa avait observé que dans le cas des multicouches de polyélectrolytes (PEM)
chiraux immobilisées sur la surface interne du capillaire, nous souffrions de I’instabilité de cette
immobilisation des sélecteurs polymeéres ainsi que des épaisseurs des multicouches. Ceci se traduit
en CEC par une non-répétabilité de la mobilité électroosmotique, des temps de migrations apparents

ainsi que par une dégradation de 1’efficacité de nos colonnes.

I.2. Définition de la stratégie de greffage pour I’énantioséparation en CEC

Nous nous sommes donc inspirés des précédents travaux de thése en OT-CEC, décrivant une CSP en
tube ouvert a base de polycarboxyméthyl-p-cyclodextrine (p-CM-B-CD) greffe sur la surface interne
d’un capillaire modifié par des amines primaires. Nous avons initialement attaqué le tube ouvert par
un agent de gravure et couplé de facon peptidique les groupements carboxyliques des sélecteurs
anioniques commercials, sous forme monomeres (CM-B-CD™ Scc-B-CD") d’une part et sous forme
polymere (p-CM-B-CD") d’autre part, avec les amines primaires présentes en surface du capillaire de
silice. Ce procédé est a notre connaissance une nouvelle stratégie simple de synthese de CSP jamais

encore décrite dans la littérature pour I’emploi en OT-CEC chirale. La CM-B-CD et le polymere de
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p-CM-B-CD ont eté greffés de facon covalente sur une surface de silice modifiée en amont par
I’APTEOS et préalablement gravée par le bifluorure d’ammonium saturé a 5% dans le méthanol. Ce
couplage dit peptidique entre les groupements carboxyliques du sélecteur chiral et les amines
présentes en surface du capillaire (amidification) est réalisé par le biais des agents de couplages EDC
et NHS. Il est assez simple a mettre en ceuvre et se fait in-Situ en phase aqueuse dans des conditions
douces. La synthese de cette CSP nécessite donc deux étapes. La premiere étape consiste a greffer
sur la silice le bras organo-alcoxysilane a base d’APTEOS a 20% dans le toluéne. La deuxiéme
consiste a greffer de facon covalente les groupements carboxyles des B-CD choisies sur les amines
primaires issues de la 1% étape (Figure 54). Le désavantage majeur des colonnes en tubes ouvert est
le faible ratio volumique ¢stat/dmon en raison du faible recouvrement de la surface de silice par le
polymere. Afin d’augmenter la surface spécifique de ce type de phases stationnaires chirales et de
pouvoir les comparer a celles des travaux précédents sur tubes ouverts non graves, nous avons
reproduit la gravure des capillaires en silice décrite par Pesek[118] a I’aide d’une solution de
bifluorure d’ammonium saturée dans le méthanol. Nous avons pu illustrer chaque modification de
surface en faisant une étude du FEO a différents pH et en faisant des mesures de rugosité (Sa) en

microscopie a force atomique (AFM).

| ere i".:||"¢
] eme ¢tae
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Figure 54 : Les étapes de la mise en ceuvre des CSPs covalentes en OT-CEC.

ll. Gravure chimique de la silice du capillaire par le procédé « etching »

I.1. Principe
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Les inconvénients des tubes ouverts sont les faibles capacités rétentives de ces colonnes en raison du
faible rapport volumique ¢stat/dmob. Ainsi avec une faible surface de recouvrement polymére, le soluté
devra migrer sur une longueur relativement grande avant de rencontrer la CSP disponible en surface
et de suffisamment interagir avec celle-ci. Afin d’augmenter considérablement la surface spécifique,
nous avons gravé le capillaire par le bifluorure d’ammonium (NHs, HF2). Avec le procédé « etching »,
il est possible d’augmenter la surface spécifique d’un rapport 100 voire 1000[121] et ainsi de réduire
la quantité de silanols résiduels responsables des phénoménes d’adsorption des produits
pharmaceutiques[118-120, 122-126]. Par consequent, les interactions entre solutés et phases
stationnaires offrent de meilleures qualités de séparation. Ce procédé de gravure fut tout d’abord
décrit par 1’équipe de Onuska[153] pour des applications en GC. Plus tard, I’équipe de Jorgenson
décrit ce procédé de gravure en OT-CEC[154].

En gravant le capillaire, on observe une extension radiale de la paroi de quelques micrometres. On
¢courte ainsi la distance parcourue par les solutés de 20% en plus d’améliorer la résolution due a une
plus grande surface d’échange entre le soluté et la CSP. La rétention d’un soluté sera plus grande dans
un capillaire gravé que dans un capillaire non gravé. Il en est de méme concernant la largeur des pics
due au probléeme de résistance au transfert de masse. La premiére séparation chirale en OT-CEC avec
le procédé de gravure fut élaborée avec la 3-CD pour les benzodiazépines. Ce procédé de gravure de
la silice fut choisi afin d’augmenter considérablement la surface spécifique des tubes ouverts et
d’améliorer ainsi les propriétés énantioséparatives des colonnes. D’autres  techniques en
OT-CEC [155-158] permettent aussi d’augmenter considérablement la surface spécifique d’un
capillaire et d’améliorer les performances énantiochromatographiques comme [’utilisation de
polymere poreux (PLOT) ou I’immobilisation de nanoparticules organiques ou métalliques dans la
colonne. Finalement, il existe de nombreuses autres techniques de modification de surface interne

d’un capillaire en tube ouvert pour I’emploi en électrochromatographie capillaire (OT-CEC)[147].

1.2. Mise en ceuvre de la gravure par le sel de bifluorure d’ammonium

L’étape la plus délicate dans la mise en ceuvre de nos CSPs en OT-CEC est le procédé « etching ».
En effet cette premiere étape, bien que décrite dans la littérature, est difficile & mettre en ceuvre en
raison de la précipitation du sel bifluoré dans le capillaire lors de la percolation, a température
ambiante, de ’agent de gravure NHa4 HF saturé dans le méthanol. Un procéde thermique a plus de
350°C nous permet de volatiliser la matrice de silice attaquee par le sel de bifluorure d’ammonium.
Apres re-déposition, la surface est chimiquement et geométriquement différente a celle des colonnes
de silice vierge. Néanmoins la surface est trop petite pour des mesures spectroscopiques renseignant

sur la nature chimique de la nouvelle surface gravée. Il est crucial de bien controler le temps et la

95



température lors du procédé thermique. En effet des observations en MEB montrent que la
morphologie de la surface interne des capillaires traités passe d’une forme de Spike longs et fins a
une forme de dune de sable homogeéne lorsque la température passe de 200°C a 400°C respectivement
sur une méme durée[118]. Notons que les rétentions chromatographiques en OT-LC peuvent étre
affectées d’un facteur 10 lorsque la température du procédé de gravure par 1’acide chlorhydrique a

3M passe de 500°C a 600°C pour le 9-méthylanthracene[274].

1.3. Caractérisation de la surface du capillaire gravé par microscopie a
force atomique (AFM) et microscopie électronique a balayage (MEB)

En général la surface spécifique d’un capillaire en tube ouvert est trop faible pour des analyses
spectroscopiques telles que I’IR ou I’XPS. Cependant avec un détecteur infrarouge, il est possible
d’observer en DRIFT[122-124] certaines élongations propres a la silice et celles des groupements
aliphatiques greffés en surface. 1l est aussi possible d’avoir recours a la CP-MAS-RMN[123, 124] du
solide pour caractériser 1’élémentarité chimique de la matrice modifi¢e. La gravure des capillaires
peut toutefois étre caractérisée en microscopie optique[118] et en MEB. Des analyses plus fines en
AFM permettent de déterminer le taux de croissance de la surface spécifique et de nous indiquer la
topographie de la surface gravée.

Des clichés AFM et une mesure des rugosités (Figures 55 et 56) nous permettent de comparer les
états de surface des plaques de silice pris sur 20um?2 et 50um?2 selon la durée du traitement thermique
a350°C. Les différents parametres de rugosité (Sa, Sq et S;) nous renseignent sur le degré d’extension

radiale provoqué par le sel de bifluorure d’ammonium sur la silice fondue.

Sa (nm) 25,6496 1065,53 315,929
Sq (nm) 32,9318 1196,03 416,117
S: (nm) 766,437 2908,55 2289,37

I g T e
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Figure 55 : Mesures et Clichés AFM sur 20um?2 de silice non gravee, gravée 3h a 350°C et 4h a
350°C (de gauche a droite).
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Sa (nm) 31,377 266,505 1018,34

Sq (nm) 41,5284 337,966 1198,43

S: (nm) 1249,46 4762,26 7518,74
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Figure 56 : Mesures et Clichés AFM sur 50um?2 de silice non gravée, gravée 3h a 350°C et 4h a
350°C (de gauche a droite).

Le clich¢ MEB de la surface interne d’un capillaire gravé (Figure 57) semble indiquer une
morphologie uniforme en forme de dune de sable correspondant a ce que décrit Pesek dans ses travaux
dans des conditions similaires[119].

Nous relevons les trois parametres Sa, Sq et S; qui correspondent respectivement a la hauteur
moyenne, a la moyenne quadratique des hauteurs et a la valeur maximale des hauteurs de la surface
rugueuse observée. Ces parametres liés a la rugosité des clichés AFM des figures 55 et 56 nous
indiquent que la rugosité de la surface est nettement supérieure lorsque la silice est gravée (266,505-
1065,53nm) comparée a une silice non gravée (25,65-31,38nm). En effet le rapport des Sa. est
supérieure & 30 dans le cas de certains clichés AFM. Les valeurs de Sa prises sur 20um? et 50um?
nous indiquent que la gravure génére une surface tres rugueuse mais non homogene puisque sur
50um?2 et sur 20pum? nous n’avons pas de corrélation de la valeur de Sa lorsque la durée du procédé
thermique varie de 3h a 4h. Notons que des valeurs de Sa supérieures au micromeétre représentent une
gravure provoquant une extension radiale égale a 4% du rayon de nos capillaires de silice. On
remarque sur les figures 55 et 56, que lorsque la pastille de silice n’est pas attaquée par 1’agent de
gravure, la surface parait isotrope tandis que les clichés en AFM des pastilles traitées laissent
apparaitre des orientations privilégiées de surface. Le cliché MEB (Figure 57), montre la surface
interne d’un capillaire de 50um de diamétre interne aprés une attaque de NHa, HF2 durant 4 heures a
haute température. Bien que nous observions difficilement en MEB, sur la figure 57, une certaine
rugosité résultante de la gravure, la microscopie a force atomique (AFM) nous renseigne mieux sur

’effet de la gravure d’une surface de silice.
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Figure 57 : Cliché MEB d’un morceau de capillaire gravé par NHs, HF2 a 350°C durant 4h.

11.4. Caractérisation de la gravure par une étude de flux électroosmotique

Dans un premier temps nous avons étudié, dans une large gamme de pH a force ionique et
concentration fixées a 10 mM, la valeur du flux électroosmotique sur des colonnes capillaires
initialement gravées et activées a la soude. Nous avons comparé ces résultats avec ceux obtenus sur
capillaires activés et non gravés (Figure 58). On observe sur la figure 58, un FEO cathodique sur la
colonne non gravée dans la gamme de pH = {2,5-9,0}. Les groupements hydroxyles des silanols de
surface se trouvent majoritairement sous la forme déprotonée.

Effet de la gravure des colonnes nues
sur le FEO en CEC

<
=
>
~
E 4
*®
<
S 2 I
*v
2 0 | | I | I I
: " B "
2 2 2,5 4 5 6,5 7 7,7 9

pH

B FEO colonnes gravées M FEO colonnes non gravées

Figure 58 : Evolution du flux électroosmotique en fonction du pH mesurés sur colonnes gravées et
non gravées a I’aide de différents tampons aux pH variant de 2,2 a 9,0 (I=10mM ; T=20°C).
Conditions opératoires : Liwot=31,2cm ; le=20,5cm ; id=50pum. Marqueur de flux : DMSO pris entre
1% et 0,01% dissout dans électrolyte d’analyse.
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La surface interne du capillaire de silice non gravé est donc chargée négativement sur toute la gamme
de pH choisie. Le FEO dépendant de 1’état de charge de la surface de silice, on devrait normalement
observer, sur la gamme de pH croissante, un FEO cathodique mesuré croissant. Or a pH=3,0, le FEO
(0,47.10° m2/V/s) est inférieur & celui mesuré a pH=2,5 (0,88.10% m2\V/s). Cela provient
probablement de 1’étape de ringage du capillaire avec 1’¢lectrolyte d’analyse. En effet nous avons pu
remarquer qu’aux pH acides (pH<5,0), le capillaire doit étre rincé sur des durées plus longues afin de
stabiliser le capillaire avec 1’¢électrolyte acide. En nous référant a la valeur du FEO du capillaire non
traité pris a pH=3,1 (Heor=0,43.10® m2/V/s)[273], on peut dire que la valeur mesurée a pH=2,5 semble
faussée di probablement a une étape d’équilibration trop courte. Il est intéressant de relever
I’apparition d’un FEO anodique pour les capillaires gravés. La colonne gravée par NHa, HF> posséde
ainsi I’avantage de pouvoir inverser le FEO selon le pH du milieu. En effet nous observons un FEO
anodique aux pH<5,0. Ce flux inverse est expliqué dans la littérature [119, 120, 122, 125, 126] par
I’apparition de charges positives en surface provenant probablement des ions ammonium. Ces especes
cationiques vont écranter les charges négatives provenant des silanols déprotonés réduisant ainsi la
valeur du flux électro-osmotique cathodique par rapport a celui mesuré sur des colonnes activées et
non gravées. La valeur du FEO anodique reste constante pour pH<5,0. Par contre, au-dela de pH=5,0
les silanols déprotonés, majoritairement présents en surface, vont générer un FEO cathodique

croissant selon le pH.

Lorsque 1’on grave un capillaire, on diminue de maniére générale la valeur du FEO présent. Ainsi a
pH=5,0 le flux cathodique sur colonnes non gravées est 4 fois plus grand que sur colonnes gravées
tandis qu’au pH=9,0, le rapport est Iégerement supérieure a 1. On a vu que la gravure du verre de
silice fondue par NH4, HF altérait non seulement la topographie mais aussi I’¢1émentarité chimique
de la surface interne du capillaire. L’azote et le fluor sont incorporés dans la matrice de silice
provoquant ainsi une diminution du phénomene d’adsorption des composés basiques et une
amélioration de la symétrie des pics en CZE, rendant ainsi la surface du capillaire biocompatible pour
les solutés analysés. Le procédeé de gravure du verre apporte des propriétés électroosmotiques
particulieres en CZE bénéfiques a 1’analyse des molécules biologiques. L’équipe de Pesek a montré
I’impact de la gravure sur les performances électrochromatographiques de certaines CSPs vis-a-Vis
de peptides, protéines et neurotransmetteurs. Les sélectivités, résolutions et efficacités ainsi que la

répétabilité des temps de rétention sont ainsi améliorées lorsque le capillaire est grave.

[ll. Modification du capillaire par ’APTEOS en milieu organique

n.1. Principe
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Pour greffer des fonctions amines primaires a la surface du capillaire de separation, nous avons utilisé
I'aminopropyltriéthoxysilane (APTEQS). En effet dans la littérature[275], on trouve plusieurs utilités
a fonctionnaliser les surfaces des capillaires de silice fondue par ’APTEOS afin de bénéficier d’une
bonne adhésion entre le film d’aminosilane et le revétement polymere cible. L’APTEOS est souvent
utilisé en tant que couche organosilane adsorbée physiquement ou chimiquement pour la séparation
de composés basiques et 1’extraction des métaux lourds [276, 277]. En effet, au-dela de leur point
isoélectrique, de nombreuses molécules biologiques comme les protéines ou les peptides se trouvent
chargées positivement dans 1’électrolyte. Ces espéces cationiques ont tendance a s’adsorber en
surface de la silice nue chargée négativement. Cette adsorption des composés basiques en surface du
capillaire va interférer dans la qualité des séparations. Nous aurons des €élargissements de pics et des
efficacités faibles ainsi qu’une asymétrie des pics [255, 256, 273, 278]. Il existe deux voies pour
fonctionnaliser la surface de silice d’un tube ouvert avec un dérivé organosilylé: la voie
conventionnelle[273, 274, 279] décrit la préparation d’une phase stationnaire chimiquement liée a la
surface de silice en milieu organique aprotique (toluene) via un seul précurseur ; la voie sol-gel[255,
256] décrit la formation volumineuse en milieu hydro-organique d’un réseau tridimensionnel lié
chimiquement a la silice via deux précurseurs organosilanes. Ces deux types de modification sont
d’un point de vue réactivité chimique proche (Figure 59) ; cependant une comparaison des deux
techniques[280] nous permet de dire que la technique sol-gel en milieu hydro-organique est la
meilleure voie comparée aux techniques conventionnelles en raison d’une meilleure stabilité
hydrolytique et d’une meilleure reproductibilité du FEO en milieu acide ou basique. De plus la
technique sol-gel de par ses propriétés intrinséques d’hydrolyse et de condensation des organosilanes
en surface du capillaire donnera lieu a une plus grande surface spécifique permettant d’observer de
meilleures caractéristiques rétentives par rapport aux phases conventionnelles. Une étude
comparative de ces deux types de greffage a été faite par 1’équipe de Guo[255]. On observe de
meilleures résolutions, de plus grandes efficacités et des propriétés de rétention suffisante dans la
séparation des HAPs en OT-LC et OT-CEC dans le cas de la technologie sol-gel. Néanmoins, il
apparait dans une étude[280] topographique, que I’hydrophobicité de la surface modifiée en milieu
anhydre est supérieure a celle en milieu aqueux. De plus, dans ce milieu anhydre, les auteurs
observent une meilleure homogénéité et stabilité thermique sur les clichés en AFM des monocouches
d’APTEOS greffées sur une surface de silice. Cependant, afin de pouvoir évaluer I’impact de la
gravure sur les CSPs, nous nous sommes placés dans les mémes conditions que celles figurant dans

les travaux de thése du Dr Pédéhontaa-Hiaa (méthode conventionelle).
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Figure 59 : Mécanisme de condensation d’un organosilane (APTEOS) sur la silice

1l.2. Mise en ceuvre de la silanisation

Suite a Dactivation du capillaire a la soude, nous greffons par polycondensation,
I’aminopropyltriéthoxysilane sur la silice déprotonée. Nous avons repris les conditions opératoires
décrites pour I’emploi de I’APTEOS dans les travaux précédents du Dr G. Pédéhontaa-Hiaa reprenant
le protocole décrit par 1’équipe de Thorsteindottir[273] mais a une concentration différente. Le
greffage du sélecteur chiral s’effectue en deux étapes. Tout d'abord, les groupements éthoxy de
I'APTEOS sont hydrolysés relachant de I’éthanol dans le milieu, puis ils réagissent avec les
groupements silanols de la surface du capillaire (condensation) ou avec les autres molécules
d'APTEOS hydrolysées (polymérisation) diluées dans le toluéne. La deuxieme étape est un procédé
thermique a 90°C permettant une meilleure condensation du réseau hybride organique-inorganique.
Les molécules d'eau sont indispensables a I'hydrolyse du composé et permettent ainsi d’augmenter la
stabilité de la couche greffée [277, 281]. La quantité en eau détermine le degré de condensation entre
les groupements éthoxy de ’APTEOS. Lorsque la réaction est réalisée dans un solvant anhydre, ces
molécules d'eau sont présentes sous forme de traces adsorbées en surface de la silice. Dans notre cas
la solution d’APTEOS est choisie a 20% dans le tolueéne. Les conditions opératoires suivies lors de
notre étude (prétraitement du capillaire, temps de réaction...) sont décrites plus précisément dans la
partie experimentale a la fin de cette etude. Les capillaires sont conditionnés avant chaque analyse
dans les mémes conditions que décrites par Guo et son équipe[256].

1.3. Caractérisation de I’état de surface apres silanisation par voie
électrocinétique

Comme précédemment, pour caractériser la gravure et la fonctionnalisation de la surface interne des
colonnes par 'APTEQS, des mesures de flux électroosmotique ont été effectuées a différents pH sur
des colonnes gravées et non gravées (Figure 60). Avec un pKa autour de 9,0 pour les amines primaires
et de 5,0 pour la silice, il nous est possible de mettre en évidence les modifications de surface en

faisant une étude de flux électroosmotique sur une gamme de pH= {2-9}. En effet, sur la figure 60,
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nous pouvons observer que I’ensemble des charges apparentes de surface apportées par les différents
groupements (les silanols de la silice vierge, les groupements ammoniums provenant de 1’agent de
gravure ainsi que les groupements amines de I’APTEOS provenant de la silanisation) varie
differemment en fonction de l'acidité du milieu. La modification de surface est donc caractérisee par

la modification de 1’état de charge en surface interne du capillaire indiqué par la valeur du FEO.

Effet de la gravure des colonnes nues
sur le FEO en CEC
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Figure 60 : Evolution du flux électroosmotique en fonction du pH a force ionique constante, mesuré
sur colonnes modifiées par APTEOS gravées et non gravées a 1’aide de différents tampons aux pH
variant de 2,0 a 9,0. (I=10mM ; T=20°C). Conditions opératoires : Lit=31,2cm ; ler=20,5cm ;
d=50um). Marqueur de flux : DMSO pris entre 1% et 0,01% dissout dans électrolyte d’analyse.

En comparant I’évolution du FEO sur colonnes non gravées des figures 58 et 60, nous observons
I’apparition d’un FEO anodique aux pH < 5,0 et une diminution de 35% du FEO cathodique observé
aux pH > 7,0 sur la figure 60. Ces différences nous révelent le succés du greffage de I’APTEOS en
surface de la silice fondue puisque la condensation des silanols avec I’organoaminosilane est associée
a la présence du FEO inverse signifiant bien que des charges positives se trouvent en exces en surface

interne du capillaire. Ces charges proviennent de la protonation des amines primaires greffées.

En comparant les séries de valeurs du FEO des colonnes gravees (Figures 58 et 60), on s’apercoit que
le flux anodique au pH inférieur ou égal a 4,0 (Figure 60) est multiplié par 5 a pH=2,0, par 3 a pH=2,5,
par 1,5 a pH=3,0 et enfin par 4 au pH=4,0 comparé a celui observé dans la colonne non greffée par
les amines (Figure 58). Cette augmentation significative du FEO anodique nous prouve que 1’apport
des charges positives provient bien des amines primaires de I’APTEOS disponibles en surface. En
revanche aux pH>5,0 on observe que le FEO cathodique de la colonne gravée et greffée (série 1
Figure 60) est inférieur a celui observé sur la colonne gravée non greffée (série 1 Figure 58), ce qui

nous indique la présence des amines primaires toujours protonées sur toute la gamme de pH observés.
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A pH=7,7 on a une diminution du flux cathodique de 76,5% apres silanisation tandis qu’elle est de
4,25 % a pH=9,0 (pKa amines primaires). Ceci s’explique probablement par une perte du « coating »
a pH=9,0 ce qui libérerait plus de silanols ionisés et générerait un FEO cathodique plus important en
milieu alcalin. D’ailleurs des études ont montré la susceptibilité d’attaque nucléophile des amines sur
les liaisons siloxanes en milieu basique dégradant ainsi la phase stationnaire [276, 282]. De plus a ce
méme pH, la dissolution de la silice peut aussi avoir lieu en méme temps.

On remarque généralement apres la silanisation de I’APTEOS que le FEO anodique est plus ¢élevé en
milieu acide (pH<5,0) que sur les colonnes gravées et non greffées. En milieu basique (pH > 5,0) le
flux cathodique est toujours inférieur pour les colonnes greffées a celui obtenu pour les colonnes non
greffées, sauf au pH=5,0. Il est d’ailleurs étonnant d’observer qu’a ce méme pH, le flux cathodique
observé sur les colonnes gravées et fonctionnalisées est supérieur (2,0.10® m2/V/s) a celui observé
sur les colonnes uniquement gravées (0,62.108 m2/V/s) (série 1 Figures 58 et 60). De plus, la valeur
du FEO cathodique a pH=5,0 est supérieure a celle observée aux pH plus élevés. Ceci indique que la
valeur du flux électroosmotique au pH=5,0 est probablement erronée. Cela pourrait provenir du
phénomene d’hystérésis lors des analyses dans toute la gamme de pH choisie. Le traitement de la
surface de nos capillaires de silice par I’APTEOS a bien été mis en évidence par une étude de flux
électroosmotique en prenant le DMSO ou le DMF comme marqueur de flux sur une large gamme de
pH choisis. Les électrolytes tampon pour cette étude sont composés a partir d’acide phosphorique,
d’acétate de sodium, de Tris et de phosphate choisis a de faibles concentrations (environ 10mM) et a
forces ionigques constantes (I=10mM) (partie expérimentale).

Le greffage de ’APTEOS permet d’alterner le sens du flux électroosmotique du capillaire et ainsi
d’étendre la gamme de solutés analysables sur ce type de colonnes. Une étude[282] assez détaillée
sur ce type de polycondensation permet de quantifier les amines greffées en surface par leur titration
avec HCI et d’étudier la stabilité chimique de ce type de phase stationnaire en milieu aqueux mais
aucune étude a notre connaissance ne décrit le dosage in-situ des amines en CEC. Des travaux[276]
mettent en évidence deux formes d’existence des aminoorganosilanes liés chimiquement au réseau
de silice via la liaison covalente Si-C. En effet les amines primaires existent soit sous forme NH>
libres soit sous forme zwitterionique (NH2-C2Hs-Si-O ; "NH3-C2He-Si-O). La forme zwitterionique
en milieu aqueux est la plus stable des deux. Le doublet d’électrons libres de 1’amine primaire du bras
est responsable de I’attaque nucléophile des amines sur le réseau de silice en milieu alcalin (hydrolyse
des siloxanes). L’équipe de Guo a releve la performance de ce type de colonne dans la séparation des
acides aminés dansyles, des protéines et des peptides mais aussi des énantioméres de 1’épinéphrine
en électrochromatographie capillaire. Les auteurs[256] utilisent la technique sol-gel avec un seul
précurseur (APTEOS) afin de greffer les amines en surface de la silice. Puis ils ajoutent 10mM de

sélecteur chiral (heptakis (2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrine) en tant qu’additif a 1’électrolyte
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compos¢ de phosphate a 30 mM et ajusté¢ au pH=2,5 a 1’aide d’une solution de HCl a 1,2 M. IlIs
arrivent ainsi a séparer les deux énantioméres avec un retour a la ligne de base et des efficacités de

I’ordre de 35000 plateaux par métre.

IV. Greffage du sélecteur de cyclodextrine en surface de la silice modifiée

IvV.1. Principe

L’étape déterminante dans la synthése des phases stationnaires est le greffage ou I’immobilisation
des sélecteurs chiraux a la surface des capillaires précédemment modifiés par ’APTEOS. Cette
fonctionnalisation s’effectue rapidement via un couplage dit peptidique décrit par le Dr Pédéhontaa-
Hiaa dans des conditions douces et en milieu totalement aqueux. Le mécanisme et les conditions
qualitativement optimales de ce couplage sont eux décrits par 1’équipe de Sam[142] (Figures 61 et
62). La synthése de ce type de CSPs est avantageuse en raison d’une bonne solubilité du mélange
réactionnel ainsi que de ses sous-produits en milieu aqueux. De plus, la simplicité du protocole de
greffage du sélecteur est un atout majeur. Il s’agit de former des liaisons amides entre les amines
primaires en surface et les fonctions carboxyliques du polymere ou des monomeéres de B-

cyclodextrine.

IV.2. Mécanismes

Les deux agents de couplage peptidique utilisés sont le couple d’agents péptidiques EDC/NHS
(carbodiimide/N-hydroxysuccinimide). En effet EDC permer d’activer les fonctions carboxyliques
des cyclodextrines pour former les groupements activés O-acylisourée, (Figure 61-A). Cet
intermédiaire instable dans des conditions acides ou neutres (durée de demi-vie de quelque secondes)
est stabilisé par NHS pour former des esters de succinimide (durée de demi-vie de quelques
heures/jours). NHS permet ainsi de stabiliser I’intermédiaire réactionnel afin d’éviter un
réarrangement en sous-produit (N-acylurée). Enfin la derniére étape consiste a greffer les chaines de
polymére porteur de groupement ester de succinimide sur la surface de nos colonnes de silice
fonctionnalisées par I’APTEOS. Ainsi la réaction permet de relarguer un dérivé d’urée dans le solvant
(eau milli-Q) (Figure 61-B).

Ce type de couplage, freqguemment utilisé aux pH acides {4,5-5,0}, dure quelques minutes cependant
le rendement de la réaction est identique sur une gamme plus large de pH= {4,5-7,5}. Une étude de
Sam faisant varier la concentration en EDC et en NHS a permis de déterminer les quantités optimales
en EDC et en NHS pour le couplage. La concentration du polymeére anionique réticulé par
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1’épichlorhydrine p-CM-B-CD" est gardée a 1g.L ™ et les monoméres chiraux de B-CD sont choisis a

des concentrations entre 0,5g.L et 2g.L™ dans le mélange réactionnel.

M
H H3C———\NH
HO z\“__\ Nifi“‘“o

Figure 61: Schéma d’activation d’un acide carboxylique avec EDC (A) suivie du couplage d’une
amine primaire sur le groupe ester activé (B).
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Figure 62 : Diagramme de composition de la surface de silice poreuse apres activation de 90 min
dans une solution d’EDC/NHS a différentes concentrations. Les frontiéres du diagramme ont été
obtenues avec la spectroscopie infrarouge (non quantitative).[142]
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Les conditions optimales de couplage indiquées dans la figure 62 (zone 4) nous permettent de choisir
des concentrations prises a 10 mM pour les agents EDC et NHS lors de la synthese des CSPs a base
de p-CM-B-CD" (Figure 63) et du CM-B-CD" (Figure 64). Les conditions opératoires détaillées sont

présentées en partie expérimentale.
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Figure 63 : Schéma de la synthése de la CSP en Figure 64 : Schéma de synthese de la CSP
tubes ouverts a base de p-CD™ avec les agents en tubes ouverts a base de CM-B-CDavec
EDC/NHS en milieu aqueux et & température les agents EDC/NHS en milieu aqueux et a
ambiante. température ambiante.

IV.3. Caractérisation du greffage du p-CD" en CEC avec et sans agents de
couplage EDC/NHS

Afin de nous assurer que le polymére anionique (p-CD) n’est pas juste adsorbé en surface du
capillaire modifié par des amines primaires charges positivement, nous décidons de tester le pouvoir
énantioséparatif d’une colonne obtenue sans Yy ajouter les agents de couplage EDC et NHS. Nous
faisons percoler le polymere de CD dans une colonne modifiée par ’APTEOS sans les agents de
couplages péptidiques et effectuons des mesures du FEO avec le DMF comme marqueur dilué dans
I’électrolyte d’analyse dans un premier temps et injectons par la suite une liste de racémiques dilués

dans le méthanol (Tableau VII).
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Concentration teo t Meot X108 (M2.V-
Echantillon

(mol.L?) x10°3 (min) (min) 1s7)

DMF 6,46 2,61 2,72

DMF 6,46 2,57 2,77

DMF 12,9 2,76 2,57

DMF 12,9 2,52 2,82

DMF 12,9 2,47 2,88

DMF 12,9 2,97 2,39
7-méthoxyFlavanone 0,20 2,48 2,84 2,87
7-méthoxyFlavanone 0,39 1,97 2,13 3,61
7-méthoxyFlavanone 0,39 2,17 2,37 3,27
7-méthoxyFlavanone 0,39 2,34 2,55 3,04
7-méthoxyFlavanone 1,97 2,50 2,83 2,84
7-méthoxyFlavanone 1,97 2,40 2,80 2,96
7-méthoxyFlavanone 1,97 2,47 2,77 2,88
7-méthoxyFlavanone 3,93 2,39 2,76 2,97
HPPH 0,37 1,97 2,15 3,61

HPPH 0,37 1,95 2,19 3,64

HPPH 0,37 2,01 2,25 3,54

HPPH 1,87 2,03 2,24 3,50

HPPH 1,87 2,05 2,29 3,47

HPPH 1,87 2,04 2,26 3,48

BNP 0,29 2,02 4,33 3,52

BNP 0,29 2,08 4,63 3,42

BNP 0,29 2,10 4,74 3,38

Tableau VII :
Test du
greffage du p-
CD" en absence
des agents de
couplage
EDC/NHS,
dans tampon
électrolyte Tris
a 10mM et
pH=7,4,
injection a
0,3psi 2s et
AV= +15kV,
T=20°C.

La valeur du FEO obtenu avec le marqueur DMF nous indique peor=2,69*10% m2.V1.s! avec une

bonne répétabilité de la mesure (CV=6,7%). La rétention moyenne pour le soluté 7-

méthoxyflavanone dans le cas de la stratégie sans les agents de couplage est petite (k=0,12) avec un
coefficient de variation (% CV) égale a 26,3%. Pour le HPPH, la rétention est aussi faible (k=0,11)

avec un coefficient de variation égale a 10,7%. Le BNP anionique, ayant une vitesse électrophorétique

dans le sens inverse du FEO, présente également de faibles rétentions (k=1,21; CV=4,9%). On

remarque ainsi que dans 1’électrolyte Tris a pH=7,4, les racemiques neutres et le BNP présentent de

faibles rétentions et sont donc peu retenus par la phase stationnaire. Les électrochromatogrammes des

racémiques injectés sur les colonnes issues de la stratégie sans agents de couplage sont présentés ci-

dessous :
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Figure 65 : Electrochromatogrammes du racémique 7-méthoxyFlavanone pris & 0,1g.L* et 0,5g.L
en OT-CEC sur colonne modifiée par APTEOS et p-CD" sans agent de couplage. Electrolyte tampon
Tris pH=7,4 10mM, T=20°C, injection 0,3psi 2s, AV=+15kV.
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Figure 66 : Electrochromatogrammes du racémique HPPH pris 2 0,1g.L et 0,59.L en OT-CEC sur
colonne modifiée par APTEQOS et p-CD" sans agent de couplage. Electrolyte tampon Tris pH=7,4
10mM, T=20°C, injection 0,3psi 2s, AV=+15kV.

[22-068-20185 CAP OTCEC APTEOS-pCD- sans EDC-NHS inject BMP 0,1g.L {mech) |

0.3psi 25 V= +15&V +0psi tsmpon pH=7.4 TRIS 10mM 20°C

T.012
0.01a :
0.005 -
0.006 —
0.004 -

a.002 |

Absorbance UV @ 214 nm

a.000

-0.00%

0,1g/L

Figure 67 : Electrochromatogramme du racémique BNP pris a 0,1g.L™ en OT-CEC sur colonne
modifiée par APTEOS et p-CD" sans agent de couplage. Electrolyte tampon Tris pH=7,4 10mM,
T=20°C, injection 0,3psi 2s, AV=+15kV.
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Bien que d’un jour a I’autre la valeur du FEO du tableau VII ne varie pas sur les colonnes élaborees
sans la présence de EDC et NHS (CV= {0,02-0,09}), indiquant une certaine stabilité de la phase
stationnaire, on ne remarque aucune eénantiosélectivité des solutés chiraux tels que la 7-
méthoxyflavanone, ’HPPH et le BNP sur les électrochromatogrammes ci-dessous (Figures 65, 66 et
67). On compare ces électrochromatogrammes avec ceux obtenus sur des colonnes non graveées et
modifiées par le p-CD™ en présence cette fois des agents de couplage EDC/NHS en milieu aqueux.
(Figures 68, 69 et 70).

22-08-2015 cap OTCEC CSP pCD- avec ED C-NHS inject 18-06-2015 cap OTCEC CSP pCD- avec EDC-NHS inject
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Figure 68 : Electrochromatogrammes du racémique 7-méthoxyflavanone pris a 0,1g.L* et 0,5g.L™*
en OT-CEC sur colonne modifiée par APTEQS et p-CD"avec agents de couplage. Electrolyte tampon
Tris pH=7,4 10mM, T=20°C, injection 0,3psi 2s, AV=+15kV.
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Figure 69 : Electrochromatogrammes du racémique HPPH pris 2 0,1g.L et 0,5g.L* en OT-CEC sur
colonne modifiée par APTEOS et p-CD™ avec agents de couplage. Electrolyte tampon Tris pH=7,4
10mM, T=20°C, injection 0,3psi 25, AV=+15kV.
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Figure 70 : Electrochromatogramme du racémique BNP pris & 0,1g.L™* en OT-CEC sur colonne
modifiée par APTEOS et p-CD" avec agents de couplage. Electrolyte tampon Tris pH=7,4 10mM,
T=20°C, injection 0,3psi 25, AV=+15kV.

En comparant les résultats obtenus en OT-CEC sur les colonnes avec (Figures 68, 69 et 70) et sans
(Figures 65, 66 et 67) les agents de couplage, on en déduit que le polymére anionique n’est pas
simplement immobilisé en surface des amines primaires par le biais d’interactions électrostatiques
mais bien par un lien chimique. En effet la séparation chirale des racémiques neutres tels que la 7-
méthoxyflavanone et le HPPH nécessite le greffage chimique du sélecteur chiral en surface de la
silice modifiée par des amines primaires avec les agents hydrosolubles EDC/NHS. Le soluté
racémique anionique BNP n’est probablement pas séparé en raison des interactions répulsives qu’il
génere avec le sélecteur chiral p-CD". De plus les faibles rétentions obtenues sur les colonnes
dépourvues des agents EDC et NHS indiquent que c’est le polymére anionique de CD qui est
principalement responsable des intéractions du soluté dans la colonne électrochromatographique.
Lorsque les agents de couplage ne sont pas ajoutés dans le mélange reactionnel, le p-CD" pris a la
concentration massique de 1g.L™* ne peut étre immobilisé de fagon covalente sur nos colonnes

présilanisées et ne permet pas de séparer les racémiques injectés dedans.

Nous reprenons le procédé du couplage du p-CD" sur des colonnes initialement gravées « etched »
afin d’évaluer I’influence du traitement de gravure sur le FEO et les séparations chirales en OT-CEC
d’une liste de racémiques neutres injectés dans 1’électrolyte Tris a pH=7,4 tels que la 7-
méthoxyflavanone, la 6-hydroxyflavanone, la flavanone, le HPPH, des solutés cationiques comme le
propranolol, 1’éphedrine et la noréphédrine et le BNP comme racémique anionique. Nous ferons
varier par la suite les parameétres comme la nature de 1’¢lectrolyte, le pH du milieu, la température

d’analyse et la différence de potentiel appliquée en volt.
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Iv.4. Effet de la gravure sur la CSP a base de p-CD" en OT-CEC

L’immobilisation du polymére de carboxyméthyl-p-cyclodextrine en surface des capillaires gravés
(Tableau VIII) et non gravés (Tableau IX) a été caractérisée par des mesures de flux électro-
osmotique sur une gamme de pH comprise entre 2,0 et 9,0. L’évolution du FEO est présentée sur la
figure 71. Les électrolytes tampons utiliseés pour cette étude de FEO, choisis a concentration et force
ionique fixes sont I’acétate de sodium au pH=4,5, le Tris aux pH= {6,5; 6,6 et 7,4}, le phosphate
auxpH={7,0 ; 8,0 et 8,2} ainsi que le borate au pH=9,0.

pH 6,6 7,0 7,4 8,2 9,0
Heot X 108 m2.V1s?! 2,08 2,58 2,27 2,72 2,63
% CV 15,7 22,2 15,2 17,0 5,6

Tableau VIII : Tableau de I’évolution du FEO cathodique de la CSP a base de p-CD" sur colonnes
gravées en fonction du pH des électrolytes pris a 10mM et I=10mM, T=20°C.

pH 4,5 6,5 74 8,0
HeotX 108 m2.V1st | 220 3,00 2,72 2,26
% CV - - 15,5 1,7

Tableau IX : Tableau de 1’évolution du FEO cathodique de la CSP a base de p-CD" sur colonnes non
gravées en fonction du pH des électrolytes pris a 10mM et 1I=10mM, T=20°C.
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Figure 71 : Evolution du FEO en fonction du pH a force ionique et concentration constantes sur CSP
a base de p-CD" sur capillaires non gravés (bleu) et capillaires gravés (orange).

On observe sur la plage de pH {6,6-7,7} de la figure 71, que les valeurs du FEO des CSP sur les
colonnes gravées sont constamment inférieures a celles des colonnes non traitées par 1’agent de
gravure et qu’au pH=7.4 la répétabilité des valeurs du FEO sur les deux types de colonnes est la méme
(Tableaux VIII et IX). L’apport des ions ammonium en surface du capillaire lors du procédé de

gravure par NHs4, HF; est probablement responsable de 1’abaissement général du FEO cathodique.
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Nous décidons de comparer les séparations énantiosélectives obtenues en OT-CEC sur la CSP a base
de p-CD" dans les colonnes gravees et non gravees. En comparant la série de résultats obtenus sur la
CSP en tubes ouverts gravés (Tableau X) et les séries obtenues sur la méme CSP en tubes ouverts
non graves décrite dans la thése du Dr. G. Pédéhontaa-Hiaa (Tableau XI) ainsi que celles obtenues
dans nos travaux (Tableau XII), effectués dans les mémes conditions que celles du tableau VI, nous
observons de maniére génerale que les rétentions des racémiques injectés sont plus grandes sur la
CSP des colonnes gravées. Les solutés étudiés dans les tableaux ci-dessous, sont tous dilués entre 1
g.Ltet 0,05 g.L dans le méthanol et les analyses se font a 5kV, dans le tampon Tris & pH=7,4 et &
20°C. On remarque que les résolutions et les efficacités obtenues sur les racémiques neutres
(flavanone, 6-hydroxyflavanone, 7-méthoxyflavanone et HPPH) sont meilleures sur les CSPs des
colonnes non gravées comparées aux colonnes gravées, en raison probablement d’une plus grande
résistance aux transferts de masse sur les colonnes gravées. De plus, aucune séparation de racémiques
cationiques n’est obtenue sur les colonnes non gravées tandis que nous séparons le propranolol et la

Noréphédrine sur les CSPs issues de tubes gravés.

CSP « etched » ¢ k2 o Rs N (m?)
Flavanone 0,20 0,23 1,24 0,44 3228
6-Hydroxyflavanone 0,88 0,91 1,17 1,46 9989
7-Methoxyflavanone 0,48 0,59 1,22 0,71 3649
HPPH 0,29 0,33 1,15 0,60 15798
Propranolol 2,03 2,15 1,05 0,52 46213
Ephédrine 1,20 1,20 1,00 - 26504
Noréphédrine 1,00 1,47 1,57 7,62 15783

Tableau X : Paramétres chromatographiques en OT-CEC sur CSPs obtenues avec le p-CD™ greffé
sur colonnes gravées.

CSP non « etched » ki kz a Rs N (m?)
Flavanone 0,26 0,30 1,18 0,4 30000
6-Hydroxyflavanone 0,44 0,52 1,19 0,7 15000
7-Methoxyflavanone 0,34 0,42 1,24 1,0 25000
HPPH 0,38 0,45 1,20 1,1 35000
Propranolol 0,18 0,21 1,11 0,3 30000

Tableau XI : Parametres chromatographiques en OT-CEC sur CSPs obtenues avec le p-CD" greffé
sur colonnes non gravées d’apres G.P (précédente Thése au laboratoire).

CSP non « etched » ki kz a Rs N (m?)
Flavanone 0,17 0,21 1,13 0,88 40714
6-Hydroxyflavanone 0,15 3,26 22,2 17,5 6903
7-Methoxyflavanone 1,44 1,80 1,25 1,83 6911
HPPH 0,14 0,18 1,21 3,77 44377
Propranolol 1,52 1,52 1,00 - 2028
Ephédrine 1,13 1,13 1,00 - 9087
Noréphédrine 1,12 1,12 1,00 - 19778
BNP 7,59 7,59 1,00 - 14300

Tableau XI1 : Paramétres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenues avec le p-CD" greffé
sur colonnes non gravées.
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V. Effet des variations des conditions opératoires sur les propriétés
énantioséparatives de la phase stationnaire covalente a base de p-CD"

Afin de trouver les conditions optimales pour la séparation chirale des racémiques analysés en
OT-CEC sur des colonnes préalablement gravée par NHs,HF2, nous avons fait varier les parametres
électrochromatographiques tels que la tension de séparation, la température, la nature, le pH de
I’¢électrolyte ainsi que la concentration du soluté injecté. Le soluté de référence observé lors de ces

analyses est la 7-méthoxyflavanone prise a des conconcentrations inférieures a 1g.L ™.

V.1. Effet de la tension de séparation sur des CSPs en colonnes gravées et
non gravées

Nous séparons la 7-méthoxyFlavanone en OT-CEC en faisant varier la différence de potentiel
appliquée entre 3 et 30 kV a 20°C dans le tampon Tris a pH=7,4. Les tableaux ci-dessous (XIII, XIV,
XV, XVI et XVII) ne semblent indiquer aucune influence du potentiel électrique appliqué sur les
valeurs du flux électroosmotique, les rétentions et les sélectivités du soluté cible (7-
méthoxyflavanone). Cependant, afin d’obtenir de bonnes résolutions du racémique, de faibles
tensions appliquées (2-5kV) et de faibles concentrations en soluté ([soluté] <0,5g.L™1) semblent étre
un bon compromis pour les colonnes a la fois gravées et non gravées (Figures 72 et 73) (Tableaux
X1, X1V, XV et XVI). En effet en observant les tableaux 72 et 73, on en déduit que les meilleures
énantiosélectivités et résolutions électrochromatographiques obtenues pour la 7-méthoxyflavanone
proviennent du fait que 1’on ralentit le débit de la phase mobile en travaillant a de faibles différences
de potentiel. 1l est ainsi permis au soluté racémique de bien se complexer avec le sélecteur et
d’améliorer les paramétres de séparation chirale. Il est intéressant de préciser que le complexe
thermodynamique d’inclusion « hote-invité » entre le soluté et le sélecteur nécessite aussi une

certaine mobilité osmotique au-dela de laquelle nous perdons 1’énantiosélectivité de nos racémiques

injectés.
Voltage Heo H He ki ko Rs a
(x 10'8m2.V‘1.5‘1) (x 10_8m2.V_1.S'1) (x 10'8m2.V'1.5'1)
5kvV 2,28 1,71 1,61 0,34 | 0,42 0,76 1,23
6 kV 2,54 1,66 1,56 0,53 | 0,63 0,61 1,19
10 kV 2,32 1,66 1,55 0,39 | 0,49 0,66 1,25

Tableau X111 : Parametres en OT-CEC chirale a différents voltages pour la 7-méthoxyflavanone pris
4 0,05g.L* sur CSP de colonnes gravées
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Meo M1 M2
Voltage ki kz Rs o
(x10®M2.V1s?) (x10®m2.V1s?) (x10®m2.V1s?)
3 kV 2,54 1,56 1,44 063 | 0,76 | 1,03 | 1,21
5kV 2,12 1,63 1,52 0,31 | 0,40 | 0,92 | 1,30
10 kV 2,29 1,58 1,51 049 | 0,57 | 0,61 | 1,20
18 kV 2,57 1,76 1,70 0,46 | 052 | 0,38 | 1,12
30 kV 2,52 1,84 1,77 0,37 | 0,42 | 0,21 | 1,10

Tableau X1V : Paramétres en OT-CEC chirale a différents voltages pour la 7-méthoxyflavanone pris
40,1g.Lt sur CSP de colonnes gravées.

Heo M1 H2
Voltage ki kz Rs a
(x 10'8m2.V'1.S'1) (x 10'8m2.V'1.S'1) (x 10'8m2.V'1.S'1)
18 kV 2,55 1,75 1,68 046 | 0,52 | 0,37 | 1,13

Tableau XV : Paramétres en OT-CEC chirale a différents voltages pour la 7-méthoxyflavanone pris
a0,25g.L sur CSP de colonnes gravées.

Meo M1 M2
Voltage ki kz Rs a
(x 10'8m2.V'1.S'1) (x 10'8m2.V'1.S'1) (x 10'8m2.V'1.S'1)
5kV 2,11 1,55 1,44 0,38 | 048 | 0,81 | 1,28
10 kV 2,12 1,49 1,38 045 | 056 | 0,78 | 1,26
15 kV 2,05 1,62 1,55 0,27 | 0,33 | 0,58 | 1,23
18 kV 2,49 1,76 1,69 041 | 047 | 0,32 | 1,15

Tableau XV1 : Paramétres en OT-CEC chirale a différents voltages pour la 7-méthoxyflavanone pris
a0,59.L"! sur CSP de colonnes gravées.

Meo M1 M2
Voltage ki kz Rs a
(x 10'8m2.V‘1.5‘1) (x 10'8m2.V'1.S'1) (x 10'8m2.V'1.S'1)
3 kV 2,55 1,84 1,78 039 | 043 | 0,30 | 1,11
10 kV 2,72 1,75 1,68 0,56 | 0,62 0,2 1,15
15 kV 2.54 1,82 1,74 0,38 | 044 | 0,22 | 1,15
18 kV 2,52 1,79 1,73 0,40 | 046 | 0,20 | 1,13

Tableau XVII : Parametres en OT-CEC chirale a différents voltages pour la 7-méthoxyflavanone
pris a 1g.L™! sur CSP de colonnes gravées.
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Figure 72 : Evolution de la résolution de la 7-méthoxyflavanone (<1g.L™) en fonction de la tension
de séparation appliquée dans le tampon Tris a 20°C et a 10mM, I=10mM, pH=7,4 dans les colonnes
gravées.
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Figure 73 : Evolution de la résolution de la 7-méthoxyflavanone (0,1g.L ™) en fonction de la tension
de séparation appliquée dans le tampon Tris pH=7,4 a 10mM, I=10mM et a 20°C dans les colonnes
non graveées.

V.2. Effet de la température sur la séparation sur des CSP en tubes gravés

Sur la CSP a base de p-CDr, issue de colonnes initialement gravées, nous avons étudié en OT-CEC
I’effet de la variation de la température d’analyse sur une plage entre 15°C et 35°C pour la
7-méthoxyflavanone. L’évolution des parametres chromatographiques comme le logarithme néperien
de 1’énantiosélectivité, la résolution et le flux électroosmotique en fonction de la température sont
présentés dans la figure 74 ci-apres. Le soluté racémique est dilué dans le méthanol a des
concentrations inférieures a 1g.L™. L’électrolyte d’analyse est toujours le tampon Tris 4 pH=7,4,
10mM et 1I=10mM. On observe, sur la figure 74, une corrélation linéaire de 1’évolution du FEO et
une corrélation négative non linéaire et monotone de la fonction In(a) en fonction de la température.
En effet le FEO est augmenté lorsque 1’on augmente progressivement la température en raison de la

viscosité du milieu qui diminue aussi progressivement et le mecanisme de reconnaissance chirale en
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CEC par formation de complexes diasteréoisomeres repose sur un équilibre thermodynamique et
cinétique, avec une température au-dela de laquelle on n’observe aucune énantiosélectivité de la CSP
(T=307,7K). Ainsi, on a observé sur une température variant entre 15°C et 35°C, une perte

d’énantiosélectivité pour les analyses faites au-dela de 35°C.
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Figure 74 : Effet de la température sur 1’énantiosélectivité, la résolution et le FEO lors de la
séparation de la 7-méthoxyflavanone.

Nous observons sur la figure 74, que la température optimale pour la séparation chirale de la
7-méthoxyflavanone sur la CSP greffée a base de p-CD" est la plus basse possible. En effet les
séparations a 15°C permettent d’obtenir les meilleures sélectivités (o) et résolutions (RS)
électrochromatographiques en OT-CEC chirale sur des colonnes gravees et greffées par le p-CM-p-
CD. On observe ainsi sur les électrochromatogrammes suivants, de bonnes énantiosélectivités et
résolutions obtenues vis-a-vis des racémiques de la 7-méthoxyflavanone et du HPPH (Figures 75 et
76).

T-méthoxyflavanone 0.1giL, Tris pH=T.4 10mM I=10mM
inj 0,3psi2s W=+10kV, 15°C Rep 1, Rep? etRepld.

seo it} Uz ki k2 Rs o
moyenne 2,18%10° 1,32%10°% 1,21%10°¢8 0,66 0,81 0,91 1,23
Ecart type 5,98¥101° | 500%10°° | 413%10°%0 0,02 0,01 0,21 0,02
!!!!! CV (%) 2,74 3,80 3,42 3,30 1,59 232 1,88
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Figure 75 : Electrochromatogramme de la 7-méyhoxyFlavanone & 0,1 g.L"* (MeOH) dans le Tris a
pH=7,4, T=15°C, AV=+10kV.

HPPH O 1g/L, Tris pH=74 10mM I=10mM

fin 0.3psi 25 V=+10kV, 15°C Repl, Rep2 et Repd]

Wieo I 15 ky k2 Rs a
moyenne 2,20¥10% | 133*10% | 747%10° 0,65 0,781 0,92 1,20
o Ecart type 5,23*10™ | 598*10™ | 521*10" | 7,51*10° | 4,46*10° 0,17 9,66*10°
5 CV (%) 0,238 0,449 0,697 1,16 0,571 18,5 0,804

0.0006

0.00004
T

Figure 76 : Electrochromatogramme du HPPH & 0,1 g.L* (MeOH) dans le Tris a pH=7,4, T=15°C,
AV=+10kV.

La résolution chromatographique (Rs) est un parametre important en science séparative qui indique
la qualité d’une séparation. Les séparations sont optimisées lorsque 1’on observe un retour a la ligne
de base sur les électrochromatogrammes (Rs>1,5). Ainsi les grands écarts de Rs observeés entre 15°C
et 16°C et les grands coefficient de variation (CV%), obtenus pour les résolutions dans les figures 74,
75 et 76 respectives, proviennent des différences des énantiosélectivités et principalement des grandes
variations de rétention observées pour la 7-méthoxyflavanone injectée dans des colonnes CSP gravées
par NHs,HF2. Ainsi, nous avons pu observer en OT-CEC des résolutions supérieures a 6 pour la 7-
méthoxyflavanone injectés dans des colonnes CSP gravées avec des rétentions de ’ordre de 4-6.
Cependant les résultats n’étant pas significativement parlant nous n’illustrons pas ces

électrochromatogrammes dans ce travail.

V.3. Effet de la nature du tampon sur la séparation sur des CSPs en
colonnes gravées

Nous faisons tout d’abord varier la polarité des électrolytes lors de nos analyses en OT-CEC chirale
sur la CSP sur des colonnes non gravées en variant la composition en acétonitrile dans 1’électrolyte
d’analyse dans un premier temps, puis dans un second temps, nous varions la nature du tampon

électrolyte. Les résultats obtenus pour la 7-méthoxyflavanone sont rapportés dans le tableau ci-

dessous :
CSP non « etched » 7-méthoxyflavanone ki ko [V} Rs N (m?)
Tris-ACN (90/10) 10mM, pH=7,4 ; 1=10mM 0,42 0,64 1,57 1,28 2846
Tris-ACN (95/5) 10mM, pH=7,4 ; I=10mM 0,7 0,85 1,22 1,44 4568
Tris-ACN (100/0) 10mM, pH=7,4 ; 1I=10mM 1,08 1,49 1,24 1,00 5023
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Tableau XVII1 : Parametres en OT-CEC chirale sur colonne non « etched » et greffée par le p-CD"
dans 1’électrolyte Tris pH=7,4 a 20°C.

Nous remarquons dans le tableau XV 11 que I’ électrolyte composé de 95% de Tris et 5% d’acétonitrile
pour la séparation de la 7-méthoxyflavanone nous donne la meilleure résolution tandis que la
composition 90-10 nous donne la meilleure sélectivité et la phase mobile totalement aqueuse offre la
meilleure efficacité en plateaux théoriques. En augmentant la composition en acétonitrile, on observe
que la rétention du 7-méthoxyflavanone diminue. Nous favorisons ainsi les interactions de type
liaison hydrogéne et défavorisons les effets hydrophobes de la cavité des CDs. Il y a donc un
compromis a faire dans le choix de la composition de 1’¢lectrolyte pour séparer correctement les
racémiques étudiés. Nous remarquons que la composition de 1’¢lectrolyte donnant les plus grandes
rétentions n’est pas forcément celle offrant la meilleure résolution et sélectivité. Cependant pour
I’ensemble des racémiques étudiés, nous utiliserons une phase mobile totalement aqueuse COMpPOsé
de Tris a pH=7,4 afin de favoriser le phénoméne d’inclusion moléculaire dans les cavités des

cyclodextrines et garantir de meilleures efficacité en plateaux théoriques.

Nous avons, par la suite, étudié les séparations des racémiques dans le tampon phosphate et borate a
différents pH basiques (pH={7-9}, 10mM) et aux températures de 15 et 20°C dans le but d’optimiser
les conditions d’analyse en OT-CEC chirale sur la CSP a base de p-CD- sur des colonnes
préalablement gravées. Ainsi nous relevons les parameétres électrochromatographiques dans les

tableaux suivants :

CSP « etched » ki Kz a Rs N (m?)
Flavanone 0,33 0,39 1,18 0,53 5651
6-Hydroxyflavanone 0,68 0,79 1,16 1,03 3287
7-Méthoxyflavanone 0,50 0,65 1,30 2,43 22796
HPPH 3,63 3,66 1,02 0,40 73498
Propranolol 2,04 491 2,42 2,28 2826

Tableau XIX : Parameétres en OT-CEC chirale sur la CSP a base de p-CD" a différents voltages
pour les racémiques pris a 0,05 g.L dans 1’électrolyte borate pH=9,0 a 15°C.

CSP « etched » K1 Kz a Rs N (m?)
Flavanone 0,31 0,38 1,21 0,68 6051
7-Méthoxyflavanone 0,34 0,37 1,06 0,83 104588
HPPH 0,51 0,61 1,21 0,90 8701
Propranolol 1,63 1,73 1,06 0,83 9071
Ephédrine 1,14 1,33 1,17 2,57 28454
Noréphédrine 2,61 2,77 1,06 0,59 4039

Tableau XX : Parametres en OT-CEC chiralesur sur la CSP a base p-CD" a différents voltages pour
les racémiques pris a 0,05 g.L* dans 1’¢électrolyte phosphate pH= {7,0-8,3} et Tris pH=6,6 4 15°C.

CSP « etched » k1 k» a Rs N (m?)
Flavanone 2,80 4,96 1,77 17,15 6824
6-hydroxyflavanone 3,22 5,93 1,99 9,18 12285
7-méthoxyflavanone 1,71 2,30 1,69 2,63 1314996
HPPH 1,49 1,61 1,09 1,68 91478
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Propranolol 3,95 4,87 1,22 2,58 22456
Ephédrine 1,25 1,36 1,09 0,94 1874
Noréphédrine 0,82 1,41 2,56 14,6 21988
BNP 4,91 491 1,00 - 10181

Tableau XXI : Parameétres en OT-CEC chirale sur la CSP a base p-CD" a différents voltages pour les
racémiques pris a 0,05 g.L! dans 1’électrolyte phosphate pH= {7,0-8,3} & 20°C.

En observant les 3 tableaux ci-dessus, nous remarquons que les meilleurs parametres
électrochromatographiques sont obtenus pour le tableau XXI lorsque les analyses sont faites dans le
tampon phosphate a 20°C aux pH compris entre 7,0 et 8,3. En comparant les tableaux X et XXI, on
pourrait en déduire que la CSP est trés sensible a la nature du tampon électrolyte. En effet, les analyses
effectuées a 20°C (Tableau XXI) dans le tampon phosphate pris a 10mM et pH et force ionique fixée
(pH= {7,0-8,3}, I=10mM) sont nettement meilleures que celles obtenues dans le tampon Tris a
pH=7,4 (Tableau X). Il est ainsi surprenant de voir, dans le tableau XXI, des valeurs de rétention,
sélectivité, efficacités et résolutions aussi élevées pour I’ensemble des racémiques neutres et
cationiques injectés. Le Tris occasionnerait probablement une diminution des intéractions établies
entre les solutés injectés et les groupements cyclodextrines carboxylées expliquant ainsi les plus
faibles rétentions obtenues dans le tableau X. Cependant les résultats obtenus a 15°C dans
I’électrolyte borate a pH=9,00 (Tableau XIX) et phosphate a pH={7,0-8,3} (Tableau XX) montrent
que ni la nature du tampon électrolyte autre que le Tris ni méme la température d’analyse sont
responsables des fortes valeurs de rétention, sélectivité, efficacités et résolutions obtenues dans le
tableau XXI. Comme décrit dans les travaux de Jorgenson[274] en OT-LC sur des capillaires gravés
¢lectrocinétiquement, 1’étape de procédure thermique, lors de la percolation de ’agent de gravure
dans nos colonnes pourrait étre I’explication des excellents résultats obtenues a 20°C dans le tampon
phosphate pH= {7,0-8,3} a 10mM et faible force ionique (Tableau XXI). D’ailleurs, il demeure
difficile de reproduire des colonnes gravées ayant les parametres chromatographiques du méme ordre
de grandeur que ceux du tableau XXI. Le BNP anionique n’est pas séparé sur la CSP a base de p-CD"
probablement a cause des interactions électrostatiques répulsives empéchant le mécanisme de
complexation de reconnaissance chirale aussi bien sur des colonnes gravées (Tableau XXI) que sur

des colonnes non gravées (Tableau XII).

V.4. Effet de la longueur de la colonne sur la qualité de la séparation

Sur la CSP a base de p-CD" dans les colonnes de taille standard (Ltwt= 31,2cm), le racémique anionique
BNP est bien détecté sous un flux cathodique mais ce soluté n’est pas séparé dans 1’¢lectrolyte Tris a
pH=7,4 en OT-CEC. Nous élaborons ainsi une colonne gravée de plus grande dimension (Lt = 48,5
cm ; lesf = 38,0 cm) afin d’évaluer I’effet d’une plus grande quantité de CSP sur le comportement
énantiochromatographique vis-a-vis des racémiques étudiés.
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CSP « etched » ki k» [} Rs N (m?)
6-hydroxyflavanone 1,63 1,83 1,13 0,47 727
7-méthoxyflavanone 1,49 1,64 1,10 0,89 7394
propranolol 2,57 2,67 1,04 0,80 18545
BNP 4,30 4,70 1,09 1,20 17057

Tableau XXII : Parametres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le p-CD greffé
sur colonnes gravees. Tampon Tris pH=7,4 10mM 1=10mM, T=20°C, Lt=48,5cm, lett =38cm.

On observe naturellement que les rétentions de chaque soluté injecté sont augmentées et que les
résolutions et efficacités de la 7-méthoxyflavanone et du propranolol sont améliorées sur la colonne
CSP de plus grande longueur comparée aux résultats obtenus dans le tableau X (Ltwt=31,2 cm).
Cependant pour le reste des racémiques, les sélectivités obtenues sont inférieures a celles du tableau
X. La CSP sur ce plus grand capillaire a néanmoins permis de séparer partiellement le BNP. En effet
ce soluté anionique n’était, jusque-Ia, pas séparé sur les colonnes standard gravées et greffées par le
p-CD". En augmentant la rétention des solutés, la séparation chirale n’est pas systématiquement
améliorée. En effet pour la 6-hydroxyflavanone, la 7-méthoxyflavanone et le propranolol, le fait
d’augmenter la longueur de la colonne diminue de fagon inattendue la sélectivité vis-a-vis des

racémiques.

V.5. Effet de la nature du sélecteur greffé

Afin de mieux comprendre les origines des différentes rétentions obtenues pour les racémiques
injectés et de comparer 1’efficacité du type de greffon employé par rapport au polymeére, nous avons
couplé, dans les mémes conditions décrites pour le p-CD', les deux oligomeres de $-CD en notre
possession (Scc-B-CD/ CM-B-CD") a différentes concentrations (0,5 ; 1 et 2 g.L™). En premier lieu,
nous pouvions penser que I’interaction sélecteur-soluté avec les oligomeéres de faibles masses et donc
des retentions observees seraient moindres que dans le systéme employant le polymere de
cyclodextrine anionique. Nous avons donc injecté les racémiques cibles sur les CSPs a base des deux
monomeres sur des colonnes initialement gravées pour comparer les résultats avec ceux obtenus sur
la CSP a base de p-CD.

CSP CM-B-CD  « etched » k1 k> o Rs N (m™)
6-hydroxyflavanone 3,49 3,56 1,02 0,75 174393
7-méthoxyflavanone 0,45 0,45 1,00 - 13574
Flavanone 0,41 0,41 1,00 - 682
HPPH 0,86 2,12 7,71 8,38 1046

Tableau XXI11 : Parametres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le CM-B-CD-
(0,5 g.L ™) greffé sur colonnes gravées. Tampon phosphate pH=8,0 et Tris & pH=7,4 10mM I=10mM,
T:15°C, Lmt:31,2cm.

CSP CM-B-CD" « etched » ki k» o Rs N (m?)
6-hydroxyflavanone 3,14 3.29 1,10 0,67 24736
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7-méthoxyflavanone 6,47 9,30 1,67 8,85 180979
Flavanone 9,31 9,39 1,01 0,63 139943
Ephédrine 1,98 2,08 1,04 2,42 65620
Noréphédrine 1,03 1,34 1,30 2,21 5673

Propranolol 1,07 1,09 1,02 0,45 36798

Tableau XXIV : Parameétres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le CM-3-CD"
(1 g.LY) greffé sur colonnes gravées. Tampon Tris pH=7,4 et phosphate pH=8,3 10mM I=10mM,
T=15°C-20°C, Lt=31,2cm.

CSP CM-B-CD  « etched » ki k> a Rs N (m?)
6-hydroxyflavanone 0,46 0,52 1,12 0,44 546222
7-méthoxyflavanone 0,98 1,14 1,17 0,73 61623
Flavanone 0,91 0,91 1,00 - 13605
HPPH 0,31 0,36 1,16 0,59 4574

Ephédrine 1,36 1,41 1,04 0,73 35203
Noréphédrine 1,29 1,33 1,03 0,64 34077

Tableau XXV : Parametres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le CM-B-CD"
(2 g.LY) greffé sur colonnes gravées. Tampon Tris pH=7,4 et phosphate pH=8,3 10mM [=10mM,
T:15°C, Ltot:31,20m.

CSP non « etched » ki k2 o Rs N (m?)
6-hydroxyflavanone 0,03 0,03 1,00 - 2197
Tableau XXVI : Parameétres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le CM-B-CD"
(1 g.LY) greffé sur colonnes non gravées. Tampon Tris pH=7,4 10mM 1=10mM, T=20°C,
Lwt=31,2cm.
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Figure 77 : Evolution de la rétention, de 1’énantiosélectivité et de la résolution des racémiques sur
des CSPs gravées et greffées par le monomere CM-B-CD" pris a différentes concentrations.

On observe sur la figure 77, que la CSP donnant lieu aux meilleurs paramétres énantioséparatifs est

celle utilisant I’oligomére CM-B-CD a la concentration intermédiaire, égale a 1 g.L™. En effet, a cette
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concentration, nous observons les plus grandes rétentions, résolutions et énantiosélectivites des
racémiques étudiés en OT-CEC. Il est étonnant de remarquer que les rétentions ne suivent pas de
corrélation linéaire avec la concentration du sélecteur greffé dans les différentes colonnes. Le manque
de répétabilité lié aux difficultés rencontrées dans la stratégie de la gravure est probablement a
nouveau responsable de cette variation non corrélée des rétentions observées dans les différentes
colonnes (Tableau XXIII, XXIV et XXV) comme expliquée plus haut. En comparant les résultats de
séparation de la 6-hydroxyflavanone sur la CSP employant le CM-B-CD dans les colonnes gravées
(Tableau XXI1V) et non gravees (Tableau XXVI), on en déduit que dans ce cas, la gravure permet aux
CSPs d’avoir de plus grandes interactions avec le soluté et de meilleures énantiosélectivités et
efficacités. En comparant les tableaux de résultats obtenus sur les CSPs des colonnes gravées pour
’OT-CEC employant I’oligomére a 0,5 g.L* (Tableau XXI1I) et le polymére anionique a 1 g.L* de
carboxymethyl-B-cyclodextrine réticulé par 1’épichlorohydrine a 50-70% (Tableau X, XIX, XX et
XXI1), on observe que les rétentions des solutés injectés ne sont pas systématiquement plus petites sur
les CSPs a base d’oligomeéres. En effet, il est arrivé d’observer des rétentions anormalement plus
élevées sur CSP a base de monomere par rapport aux CSPs a base de polymere notamment pour les
racémiques de la 6-hydroxyflavanone, la 7-méthoxyflavanone, la Flavanone, ’HPPH et 1’éphédrine.
Cependant les énantiosélectivités et les résolutions demeurent supérieures sur les CSPs employant le
p-CD- a1 g.L . Un autre oligomére de B-CD a été greffé de la méme fagon sur des colonnes gravées.
Ces nouvelles CSP a base de succinyl-B-cyclodextrine (Scc-p-CD) prise 20,5 g.L ™ et 1 g.L ™ nous ont
permis de faire quelques analyses en OT-CEC chirale. Les résultats obtenus avec ce sélecteur chiral

sur colonnes gravées sont répertoriés dans les tableaux ci-dessous (Tableaux XXVII et XXVIII) :

CSP Scc-B-CD « etched » k1 kz a Rs N (m?)
6-hydroxyFlavanone 0,065 0,065 1,00 - 12065
7-méthoxyFlavanone 0,059 0,1 1,75 0,39 5028

Tableau XXVII : Parametres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le Scc-p-CD-
(0,5 g.LY) greffé sur colonnes gravées. Tampon phosphate pH=8,3, 10mM I=10mM, T=20°C,
Lit=31,2cm.

CSP Scc-p-CD « etched » ki kz a Rs N (m?)
7-méthoxyFlavanone 0,56 0,70 1,39 0,79 1516
Tableau XXVIII : Paramétres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le Scc-p-CD"
(1 g.LY) greffé sur colonnes gravées. Tampon phosphate pH=8,3, 10mM 1=10mM, T=20°C,
Lit=31,2Ccm.

Les CSPs a base de Scc-p-CD ont des rétentions inférieures a celles a base de CM-B-CD™ pour la
6-hydroxyFlavanone et la 7-méthoxyFlavanone. Bien que 1’énantiosélectivité de la CSP vis-a-vis du
7-méthoxyFlavanone soit correcte (Tableau XXVII et XXVIII), parmi les deux monomeres de 3-CD,
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le CM-B-CD  pris & 1g.L* reste ’oligomére chiral de choix pour séparer en OT-CEC la liste de nos

racémiques cibles.

V.6. Effet du couplage du p-CD" en milieu organique avec TBTU/TEA

Afin d’optimiser le couplage des sélecteurs chiraux dans nos colonnes silanisées par I’APTEOS, nous
avons couplé en milieu non aqueux, le polymere anionique p-CDa I’aide d’un sel d’uronium (TBTU)
et en présence d’une base trié¢thylamine (TEA) sur des colonnes gravées et modifiées par des amines
primaires. Les colonnes ont ensuite été testées en injectant les racémiques tests. La confirmation de
I’immobilisation du p-CD™ en surface nous est donnée par la séparation chirale de certains
énantiomeres. En nous inspirant de quelques travaux utilisant des sels d’uronium dans le couplage
peptidique, nous avons gardé le polymére a 1g.L* et pris le TBTU 2 10 mM et le TEA 230 mM dans
I’acétonitrile a température ambiante. Nous avons ensuite fait varier les proportions des réactifs et du

polymere dans le couplage dans le but d’optimiser la CSP.

CSP p-CD «etched » K1 kz o Rs N (m?)
6-hydroxyflavanone 0,19 0,19 1,00 - 10838
7-méthoxyflavanone 0,37 0,38 1,03 1,57 1556186
Flavanone 0,20 0,20 1,00 - 4678
HPPH 1,02 1,02 1,00 - 13121
Ephédrine 1,15 1,15 1,00 - 53860
Noréphédrine 1,12 1,12 1,00 - 32563
Propranolol 0,64 1,32 1,99 9,93 15096

Tableau XXIX : Paramétres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le p-CD
(1 g.L™Y) greffé sur colonnes gravées. TBTU/TEA pris a 10 mM et 30mM respectivement Tampon
phosphate pH=8,3 10mM I=10mM, T=20°C, Lt=31,2cm.

CSP p-CD" «etched » k1 ko o Rs N (m?)
7-méthoxyflavanone 0,10 0,10 1,00 - 1145
Flavanone 0,08 0,08 1,00 4646

Tableau XXX : Paramétres chromatographiques en OT-CEC sur CSP obtenue avec le p-CD"
(40,6 g.L 1) greffé sur colonnes gravées avec TBTU/TEA pris a 220 mM et 600mM respectivement.
Tampon phosphate pH=8,3, 10mM 1=10mM, T=20°C, L=31,2cm.

Nous pouvons observer dans le tableau XXIX, que la CSP obtenue en milieu organique permet
uniquement de separer partiellement la 7-méthoxyFlavanone et de fagon correcte le propranolol avec
de trés bonnes résolutions et énantiosélectivites. De plus, les rétentions des racémiques ne sont pas
trés différentes de celles obtenues avec le couplage en milieu aqueux (EDC/NHS). Dans le tableau
XXX, nous n’observons en revanche aucune sélectivité des racémiques injectés et les rétentions sont
tres faibles. Il est probable que la base triéthylamine, prise a haute concentration, hydrolyse le

polymere de CD et détruise le greffage de la phase stationnaire. Ce nouveau couplage de la p-CD" sur
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les amines primaire employant un sel d’uronium nécessite I’emploi de réactifs a faibles

concentrations.

VI. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons développé une stratégie de gravure de la surface interne de nos
capillaires a tubes ouverts dans le but premier d’augmenter la surface spécifique et d’améliorer
considérablement la qualité de nos électrochromatogrammes chiraux par rapport a ceux obtenus dans
la précédente these en OT-CEC chirale sur des colonnes a tubes ouverts non gravées. Les CSPs
décrites dans ce chapitre utilisent une nouvelle voie simple, rapide et efficace pour la conception de
phases stationnaires chirales en OT-CEC. Ces CSPs sont obtenues en couplant de maniére peptidique
avec EDC et NHS, en milieu aqueux, un sélecteur chiral & base de polymére de p-CD
(polycarboxyméthyl-B-cyclodextrine), ou bien a base de monomeéres de CM-B-CD" (carboxyméthyl-
B-cyclodextrine) ou Scc-B-CD (succinyl-B-cyclodextrine) sur des amines primaires gréffées en
surface de la silice. Cette réaction sur nos colonnes gravées permet de lier chimiquement le sélecteur
chiral sur une grande surface interne et de rendre ainsi biocompatible et plus stables les colonnes
synthétisées pour des analyses de racémiques neutres et charges. Nous avons pu observer durant ces
travaux que, la stratégie de gravure par NHs HF2 lors de 1’élaboration des CSPs est une étape tres
laborieuse et délicate de par le fait de la précipitation du sel de bifluorure d’ammonium lors de la
percolation a forte pression de celui-ci dans nos colonnes a température ambiante. Des étapes de
procédés thermiques a hautes températures sont donc nécessaires au succes de la gravure de nos
capillaires de silice. Ces étape sont cruciales dans la fabrication de nos CSPs puisque nous avons pu
observer de grandes variations des rétentions et autres parameétres électrochromatographiques sur
certaines colonnes gravées employant le polymere et le monomere de CM-B-CD. Des études
confirment la sensibilité de la température lors de la gravure des capillaires, notamment par
I’augmentation d’un facteur 10 de la rétention d’un soluté lorsque la température de gravure varie de
100°C. 1l est donc impératif de bien contrdler le temps de réaction et la température lors de 1’étape
employant I’agent de gravure (NHs, HF2) afin de reproduire des colonnes répétables. L’étape de
modification de la surface par des amines primaires est la seconde étape dans 1’élaboration de nos
CSPs. Cette étape s’est faite en milieu organique dans nos travaux. Cependant on trouve dans la
littérature une possibilité¢ d’effectuer le greffage de 1’aminopropyltriéthoxysilane en milieu hydro-
organique offrant ainsi une plus grande surface spécifique, une meilleure stabilité hydrolytique et de
meilleures reproductibilités. Ainsi les résolutions, les efficacités et les caractéristiques rétentives des
solutés injectés seraient de meilleures qualités. Il conviendrait de tester le greffage de I’APTEOS dans
un milieu hydro-organique employant des précurseurs silanes comme I’APTEOS. 1l est tout de méme
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important de bien contréler 1’acidité du milieu pour éviter la dissolution de la silice et toutes attaques

nucléophiles des amines sur les siloxanes.

Nous avons caractérise, par des techniques d’analyses (AFM, MEB, OT-CEC), chaque étape de la
conception de nos colonnes, depuis la gravure jusqu’au greffage covalent des sélecteurs chiraux dans
les colonnes en tubes ouverts. Nous avons par la suite varié le mode opératoire de la synthése de nos
CSPs et les conditions d’analyse en OT-CEC afin d’optimiser la technique de greffage et mieux
comprendre les interactions mises en jeu entre les solutés racémiques injectés et les différentes CSPs
élaboreées. Il s’avére que la gravure des capillaires nous a permis de séparer quelques racémiques
cationiques que nous ne séparions pas sur la mémes CSP issues de colonnes non gravées. Cette
stratégie, une fois maitrisée, permet d’augmenter considérablement les efficacités, les résolutions et
le phénomene de rétention des racémiques neutres et chargés. Les meilleures conditions opératoires
semblent étre de travailler a une température inférieure a 20°C, de faibles différences de potentiel
appliquées lors de nos analyses en OT-CEC chirale et de garder un électrolyte totalement aqueux
pour favoriser I’inclusion hydrophobe de nos solutés dans la cavité des B-cyclodextrines. Les
monomeres chiraux utilisés ne sont pas élués lors de nos analyses puisque le greffage des oligomeéres
nous permet aussi de séparer quelques racémiques. La faible masse des monomeres de $-CD offre
I’avantage d’obtenir de meilleures efficacités en OT-CEC, cependant les meilleures sélectivités sont
obtenues avec le polymeére p-CD". Le couplage de p-CD" est réalisable également en milieu organique,
cependant nous ne séparons que le propranolol et partiellement la 7-méthoxyFlavanone avec le
couplage employant TBTU/TEA. De plus, il convient d’utiliser le sélecteur chiral et les agents a
faibles concentrations afin de favoriser la solubilité du milieu réactionnel et éviter que la forte base

détruise la phase stationnaire.

Parmi les racémiques injectés dans nos colonnes a base de p-CD", nous n’avons pas observé
d’énantiosélectivité pour le MPH, la kétamine, 1’oxyphéncyclimine, la terbutaline, la cinchonidine et
la carbinoxamine. Nous n’avons pas observé d’énantiosélectivité non plus pour 1’homosérine, la
phénylglycine, la proline et la thréophénylsérine. Une explication probable serait que les solutés
cationiques intéragissent avec les charges des groupements chimiques apportées par les différentes
étapes de mise en ceuvre de la CSP de maniére a ce que les solutés ne soient pas inclus dans la cavité
de la cyclodextrine dans un milieu totalement aqueux. Il conviendrait peut étre de changer la nature

de I’électrolyte d’analyse sur cette CSP ou de changer la nature du sélecteur chiral greffé.
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CHAPITRE 11l : PHASES STATIONNAIRES
MONOLITHIQUES A BASE DE
B-CYCLODEXTRINE POUR
L’ELECTROCHROMATOGRAPHIE
CAPILLAIRE CHIRALE
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|. Introduction

Les colonnes monolithiques représentent une réelle alternative aux colonnes remplies et aux colonnes
en tubes ouverts pour les analyses de petites et grosses molécules en CEC. Dans le but d’augmenter
la surface spécifique des échanges chromatographiques de nos CSPs ainsi que les phénomeénes de
rétention et observer de possibles performances chromatographiques en CEC, nous avons modifié par
differentes stratégies la surface de certains monolithes porteurs de charges négatives déja décrits dans
la littérature pour I’emploi en m-CEC chirale. La deuxieme grande partie de ce travail a donc consisté
a synthétiser des supports monolithes dans des micro-capillaires afin de les modifier chimiquement
par des sélecteurs chiraux a base de B-CD de fagon covalente ou non. Il aurait été naturelement
intéressant de développer une nouvelle CSP monolithique synthétisée en une étape, néanmoins en
raison de la difficulté de la syntheése directe des CSPs monolithiques et des nombreux essais fastidieux
mais nécessaires a une optimisation des colonnes électrochromatographiques, nous avons préféré

développer des collaborations avec deux laboratoires parisiens.

I.1. Définition de la stratégie d’élaboration des CSPs sur support monolithique

Nous avons élaboré deux monolithes organiques de types méthacrylates (NAS-co-EDMA et EGMP-
BAA), présentant des charges négatives en surface, capable de générer un FEO en CEC. Ces deux
matrices, servant de supports monolithes de référence, sont obtenues par copolymérisation radicalaire
amorcée par voie thermique et photochimique. Le troisieme monolithe étudié dans ce chapitre est de
nature hybride portant des groupements sulfonates. Ce monolithe hybride, décrit par I’équipe de Yang
est obtenu a I’aide d’une polycondensation d’agents silanes thiolé€s et d’une polymérisation radicalaire
de type thiol-ene avec un monomeére organique de type méthacrylate porteur de charges négatives.
Lors de 1’élaboration des CSPs, chaque réaction chimique depuis la synthése des supports
monolithiques jusqu’a leur modification a été caractérisée par des analyses spectroscopiques en
RAMAN, microscopique en MEB et avec des mesures de FEO et des séparations chirales obtenues
en m-CEC.

I.2. Description des supports monolithiques employés pour la synthéese de CSPs

La premiére collaboration s’est faite au sein du laboratoire ICMPE avec le Dr Mohamed Guerrouache
et le Pr Benjamin Carbonnier dans le but de développer des CSPs a partir d’une matrice polymeére de
composition et de morphologie contrélée obtenue a base de N-Hydroxysuccinimide acrylique acide
et d’éthyléne di-méthacrylate (NAS-co-EDMA)[283]. La matrice est obtenue apres une étape
d’activation en amont de la surface interne de la colonne par le y-MAPS. Cet agent d’ancrage permet

de fixer le monolithe aux parois internes du capillaire et d’empécher que ce dernier ne se détache et
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quitte le capillaire a I’application d’une forte pression hydrodynamique. Ce monolithe organique est
obtenu in-situ par polymérisation radicalaire amorcée de fagon thermique et photochimique (UV).
Cette matrice de référence, surnommée « 6a36 » par ses auteurs, est aisément modifiable en raison
des groupements esters de succinimide assez sensibles aux attaques nucléophiles. Ainsi, nous avons,
en premier lieu, modifié par lien chimique cette phase stationnaire avec des greffons de type polymere
(p-CM-B-CD") d’une part et monomeres de B-CD d’autre part (CM-B-CD-, Scc-p-CD" et B-CD-NH>).
Par la suite, nous avons modifié la matrice « 6a36 » par simple hydrolyse et d’autres réactions de type
thiol-¢éne dans le but d’immobiliser de fagon non covalente un polymére cationique de -CD (p-CD").
Les nouvelles CSPs obtenues nous ont permis de séparer des solutés racémiques neutres, anionigques

et cationiques.

La deuxieme collaboration a eu lieu au sein de la Faculté de pharmacie Paris XI avec le Dr Thuy Tran
et le Pr Myriam Taverna afin d’exploiter en CEC chirale des colonnes capillaires monolithes a base
de gel de polyacrylamide porteur de groupements phosphates[284]. Comme dans le cas du monolithe
«6a36 », les parois internes du capillaire sont activées, ici, par 1’agent d’ancrage
y-méthacryloxypropyl-triméthoxysilane (y-MAPS) afin de bien fixer le monolithe. Les porogenes
utilisés sont le diméthylsulfoxide (DMSQ), le dodécanol et le diméthylformamide (DMF) en
quantités précises. L’activateur est I’AIBN, ’agent réticulant est le bisacrylamide et le monomere
chargé est I’éthyléne glycol méthacrylate phosphate. Ce monolithe est un réseau d’acrylamide obtenu
par photopolymérisation ou bien par polymérisation thermique a partir d’éthyléne glycol
méthacrylate phosphate et de bisacrylamide (EGMP-co-BAA). Cette matrice permet d’immobiliser
en surface le p-CD" et d’évaluer les performances de cette nouvelle CSP en m-CEC vis-a-vis du

racémique précédement étudié en OT-CEC.

Le troisieme monolithe hybride porteur de bras sulfopropyl méthacrylate de potassium (SPMA)[264]
est obtenu en une étape combinant le procédé de polycondensation et réaction de type thiol-éne. Ce
monolithe nous a permis d’immobiliser le p-CD™ en surface des groupements sulfonates et d’évaluer
les propriétés énantiosélectives de notre CSP en séparant les énantioméres du 1,1°-binaphtyl-2,2’-
hydrogénophosphate (BNP) et de 1’acide a-méthoxy-a-(trifluorométhyl) phénylacétique (MPTA) en
CEC.

[I. Synthéses de CSPs sur monolithe organique « 6a36 »

I.1. Principe
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La matrice monolithe organique appelée « 6a36 » est un réseau tridimensionnel de structure poreuse
bien definie. Elle est obtenue par polymeérisation radicalaire en voie thermique et photochimique des
monomeéres NAS et EDMA en présence du toluéne comme solvant porogéne et de I’AIBN comme
amorceur (Figure 78). Le support monolithe NAS-co-EDMA permet une modification chimique
facile et rapide en raison de la bonne réactivité des alkylamines sur les groupements succinimide ester
de la matrice « 6a36 ». De plus cette matrice monolithique peut étre hydrolysée par de la soude pour
générer ainsi des charges négatives provenant des groupements carboxylates qui jouent le role de
vecteurs de la mobilité électroosmotique cathodique du flux. Nous avons donc développé plusieurs
stratégies de synthese de CSPs a partir de la matrice versatile « 6a36 » dans le but de séparer quelques

racémiques en m-CEC.

)}ﬁ o

| -
QK-"ON]/\ - 2\’(0\/\0)0% - _ N= :\;_t d ﬁ
i =N hv/ A {%

Figure 78: Schéma de la synthése de la matrice support monolithe NAS-co-EDMA par
copolymérisation radicalaire en voie photochimique et thermique.

La premiere stratégie consiste a immobiliser une monocouche de polymere cationique de
polytriméthylammonium-B-cyclodextrine (p-CD™) par adsorption électrostatique sur la surface de la
matrice support hydrolysée ainsi que sur la surface de la matrice précedement modifiée chimiquement

par des réactions de « click-chemistry ».

La deuxiéme stratégie réside dans le greffage chimique des B-CD a notre disposition sur la matrice
« 6236 ». Nous procédons tout d’abord a la modification chimique de la matrice monolithique native
en utilisant un greffon hydrophile portant un groupement amine primaire. Ensuite le couplage dit
peptidique avec 1’éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) et le N-hydroxysuccinimide
(NHS) nous permet de greffer certains sélecteurs chiraux en surface des amines primaires disponibles.
Une autre voie possible de fonctionnalisation du monolithe est de greffer la Heptakis (6-amino-6-
déoxy)-B-CD sur les groupes esters de succinimide en une étape (cf partie expérimentale).
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1.2. Mise en ceuvre des CSPs a partir du support « 6a36 »

Nous avons utilisé les polymeres p-CD* et p-CD" ainsi que des oligoméres de B-CD (CM-B-CD', Scc-
B-CD, B-CD-NH2) comme sélecteurs chiraux pour fonctionnaliser nos matrices supports et évaluer
les performances de nos CSPs en m-CEC. Les CSPs sont obtenues en formant des liaisons covalentes
de type amide entre les carboxylates actives disponibles des B-CD et la surface monolithique portant
des amines primaires ou bien inversement entre les amines primaires des B-CD et les fonctions esters
de succinimide du monolithe. Les travaux du Dr Mohamed Guerrouache[190] indiquent qu’il est
impossible de greffer une CD aminée sur le monolithe directement en raison de la différence de
polarité entre le sélecteur et la matrice solide. Il serait donc nécessaire de modifier la matrice NAS
par des chainons portant des groupements amines primaires avant d’élaborer nos CSPs. Son équipe a
décrit une CSP a base d’une mono-azido-p-CD qui réagit, en présence d’un sel de cuivre Cul, sur une
fonction alcyne précédement greffé sur le monolithe (addition azide alcyne 1,3 de Huisgen). Nous
décidons tout d’abord de fonctionnaliser le NAS par un greffon hydrophile (éthylene diamine), puis
par un bras espaceur plus grand (allylamine ou cystéamine) pour avoir nos amines primaires
susceptibles de se lier avec le sélecteur chiral via un couplage dit peptidique avec le couple
EDC/NHS. Nous avons ensuite greffé direct I’Heptakis (6-amino-6-déoxy)-B-CD sur la matrice
support « 6a36 » dans le but de comparer I’influence de la longueur de I’espaceur sur la qualité des

séparations obtenues (CSP4 Figure 79).
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Figure 79 : Schéma des synthéses de CSPs sur support monolithe organique « 6a36 » par la voie du
greffage chimique des sélecteur chiraux avec des bras espaceurs de différente taille.
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Figure 80: Schéma de synthése de la CSP par adsorption électrostatique du
polytriméthylammonium-B-cyclodextrine (p-CD™) sur la matrice « 6a36 » hydrolysée.

La stratégie d’immobilisation non covalente du p-CD™ sur la matrice support nécessite une étape de
post-modification. Pour cela, dans un premier temps, nous hydrolysons les fonctions du NAS avec de
la soude diluée a 0,1M afin de générer des charges négatives provenant des carboxylates avant de
percoler sous haute pression le polymére en solution dans la colonne (Figure 80). Nous avons ensuite
élaboré plusieurs étapes de fonctionnalisation de surface du monolithe NAS-co-EDMA par
I’allylamine suivi de réactions radicalaires de type thiol-ene avec des greffons porteurs des charges
négatives comme 1’acide mercapto-acide succinique et le mercapto-éthane sulfonate de sodium. Les
charges négatives présentes en surface de la matrice monolithe nous permettent d’immobiliser en

milieu aqueux le p-CD™ en surface (Figure 81).
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Figure 81 : Schéma de synthése de CSPs par adsorption électrostatique du polytriméthylammonium-
B-cyclodextrine (p-CD™) sur la matrice « 6a36 » modifiée chimiquement par des réactions de
substitution nucléophile et « click-chemistry ».

11.3. Caractérisation de la matrice « 6a36 » par MEB, spectroscopie RAMAN
et CEC
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Au cours de nos travaux, nous avons reproduis les matrices « 6a36 » par polymérisation radicalaire
par voie thermique et photochimique. Nous avons optimisé le temps d’irradiation avec le procédé
photochimique sous UV a 400 watt pour I’obtention de réseaux macroporeux perméables et utilisables
en m-CEC. Durant la collaboration avec les laboratoires du La2B et de ’ICMPE, nous avons
caractérise les colonnes monolithes NAS-co-EDMA par des analyses en microscopie électronique a
balayage (MEB) et des analyses spectroscopiques RAMAN. On remarque, sur les clichés MEB de
la figure 82, que les matrices obtenues par polymérisationt hermique et celles obtenues de fagon
photochimique durant 10 minutes sont tres compactes par rapport a celles obtenues par
photopolymérisation in-situ pour une durée inférieure a 10 minutes. Nous avons observé de plus que
les colonnes obtenues par la voie thermique montrent un détachement du monolithe depuis la paroi
interne. Les micro-colonnes monolithiques « 6a36 » trop compactes ont une faible perméabilité et ne
permettent pas de post-modification par la suite. Nous caractérisons en spectroscopie RAMAN la
modification de surface de la matrice monolithique « 6a36 » aprés chaques réactions chimiques afin
de comparer les spectres obtenus avant et aprés chaque étape de modification chimique de nos
colonnes. Cette technique d’analyse nous renseigne sur la nature des liaisons chimiques d’un point
de vue local sur le monolithe ancré dans le micro-capillaire. On observe sur le spectre Raman (Figure
83) une grande bande intense a 3000 cm™ correspondant a 1’élongation organique de la liaison C-H
et des bandes d’élongation a 1727, 1785 et 1810 cm™ correspondant aux vibrations d’élongation des
deux carbonyles vc=o (ester et imide) présents sur les fonctions du NAS et de ’EDMA de la matrice

monolithique.
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Figure 82 : Clichés MEB des matrices monolithes obtenues par polymérisation radicalaire amorcée
par voie thermique durant 12 heures a 60°C et photochimique durant 1, 5 et 10 minutes.
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Afin de caractériser 1’état de charge en surface de nos matrices supports obtenues par voie thermique
et photochimique, des mesures de FEO cathodique en m-CEC ont été faites dans des électrolytes de
nature et pH différents sur les colonnes capillaires « 6a36 » (Tableau XXXI). Avec I’emploi des
monolithes en m-CEC, il est courant d’appliquer une pression assistée aux deux extrémités du
capillaire lors de I’analyse afin de limiter la présence de bulles d’air et d’assurer un courant stable
durant 1’analyse. Cependant, 1’application d’une pression hydrodynamique durant I’analyse en m-
CEC altere la répétabilité des résultats obtenus. Nous avons utilisé le DMF et le DMSO en tant que

marqueur de flux injecté en mode hydrodynamiqgue et électrocinétique sur les colonnes élaborées.

11.4. Caractérisation de la fonctionnalisation de la matrice « 6a36 »

Lors de I’¢élaboration des CSPs avec les stratégies de greffage covalent et d’immobilisation non
covalente des sélecteurs chiraux, nous mettons en évidence le succés de la fonctionnalisation de la
matrice NAS-co-EDMA par des analyses en spectroscopie RAMAN et par des mesures de FEO et
des separations de racemiques en m-CEC. Il nous est ainsi permis de verifier le succes des réactions
chimiques de type nucléophile (EDA, B-CD-NH>) et radicalaire photochimique (thiol-éne) menant a
nos CSPs finales illustrées dans les figures 79, 80 et 81. On met ainsi en évidence les fonctions
chimiques des matrices fonctionnalisees par 1’éthyléne diamine et celles modifiées en plusieurs étapes
notamment par les greffons allylamine et cystéamine dans le cas du greffage covalent du p-CD" et par
les greffons portant des charges négatives tels que 1’acide mercapto-acide succinique et le mercapto-

éthane sulfonate de sodium dans le cas de I’immobilisation non covalente du p-CD™.
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11.4.1. Caractérisation en RAMAN et CEC des CSPs obtenues avec la stratégie
de greffage covalent

Aprés une réaction d’une heure avec I’éthyléne diamine dilué dans 1’acétonitrile, on remarque sur les
spectres Raman des figures 84 et 85, la disparition d’une des trois bandes d’élongation des carbonyles
de I’ester et de I’imide caractéristiques de la matrice « 6a36 » et 1’apparition d’une bande a
1435 cm™* correspondant aux vibrations de cisaillement des groupements méthyléne de ’EDA. De la
méme fagon on observe sur les spectres de la figure 86, la disparition de la bande double & 1785 et
1810 cm™ et I’apparition d’un grand pic a 1648 cm™ aprés une réaction de 2 heures de I’allylamine,
ce qui signifie que les 2 carbonyles du NAS disparaissent et laissent apparaitre une liaison amide
portant un bras alcéne avec un fort signal de déformation (1648 cm™).

Le pic moyen & 1720 cm™?, retrouvé sur les figures 84, 85 et 86, provient de 1’élongation des
carbonyles du réticulant EDMA. La réaction avec la cystéamine sur le spectre de la figure 86 fait
apparaitre une forte diminution du pic a 1600 cm™ indiquant la consommation de la double liaison

de I’allylamine, cependant le couplage du sélecteur p-CD™ n’a pu étre caractérisé en RAMAN.
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Figure 84 : Spectres RAMAN de la matrice « 6a36 » avant et apres greffage in-situ de 1’éthyléne
diamine (EDA) suivie du couplage avec le p-CD'.
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Figure 85 : Spectres RAMAN de la matrice « 6a36 » avant et apres greffage in-situ de 1’éthylene
diamine (EDA) suivie du couplage avec le Scc-p-CD".
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Figure 86 : Spectres RAMAN de la matrice « 6a36 » avant et apres greffage in-situ de I’allylamine
suivie d’une réaction de type thiol-éne avec la cystéamine.

Le greffage de ’EDA a aussi été caractérisé en m-CEC par des mesures de FEO anodiques dans des
tampons hydro-organiques et des tampons totalement aqueux. Ainsi Nnous avons Mesuré Heo= -
0,90.108m2.V1st (CV=28,6%) dans I’électrolyte composé de 70% d’acétonitrile et 30% de tampon
Tris @ pH=7,0 et avec une concentration et une force ionique fixées. Ce flux anodique est aussi
observé en milieu totalement aqueux avec l’électrolyte phosphate a pH=5,4 pris a la méme
concentration et force ionique. On mesure peor= -1,08.108 m2.V=1ist (CV=12,9%). L’étape du

couplage des sélecteurs chiraux anioniques sur les amines en surface du monolithe est caractérisee en
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m-CEC par des mesures de FEO cathodiques. Ainsi pour la matrice fonctionnalisée par le p-CD,
nous mesurons un FEO autour de 3,0.10% m2.V-1st (CV=35%) dans I’électrolyte Tris a pH=7,4
(Figure 87-a) tandis que pour les matrices greffées avec les monomeéres de Scc-p-CD, nous relevons
Heof = 2,95.108 m2.V1.s (CV=1,17%) dans 1’électrolyte Tris & pH=8,0 et peor= 1,08.108 m2.v1s?!
(CV=44,7%) avec le monomere de CM-B-CD. Les matrices greffées directement par les p-CD-NH>
présentent un FEO cathodique compris entre 0,84 et 2,91.10° m2.V-1.s dans une gamme de pH pris
entre 4,8 et 8,0.
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Figure 87 : FEO sur capillaire NAS-co-EDMA-EDA-p-CD™ (L=31,2cm; 1=10,7cm) monolithe
« 6a36 » issue de photopolymérisation sous UV. (a= Tris pH=7,4 ; b=ACN-Tris 40 :60 ; c=ACN-Tris
50 :50 ; d=ACN-Tris 60 :40).

En spectroscopie RAMAN, nous n’avons pas pu caractériser le lien covalent du polymeére de f-CD"
sur les amines de la cystéamine ni de ’EDA. En effet, nous n’observons pas de grandes différences
avant et aprés couplage du p-CD™ et du monomere de B-CD sur les figures 84 et 85, si ce n’est un
abaissement d’intensité des bandes a 1642, 1724 cm™ et 1452 cm™ ainsi qu’un léger épaulement vers
2400 cm provenant probablement des liaisons C-C des p-CDs. Cependant les séparations chirales et
les phénomenes d’inversion de flux électroosmotique observés, suite a la modification par ’EDA
dans un premier temps (FEO anodique) et des 3-CD anioniques par la suite (FEO cathodique), mettent
bien en évidence le succés du greffage des sélecteurs chiraux chargés négativement en surface via un
couplage dit peptidique (EDC/NHS).

11.4.2. Caractérisation en RAMAN et CEC des CSPs obtenues avec la stratégie
d’immobilisation non covalente

Afin d’immobiliser le sélecteur chiral cationique, nous devons nous assurer d’avoir suffisamment de
charges négatives en surface du monolithe avec la présence d’un flux électroosmotique cathodique.

Nous immobilisons dans un premier temps le p-CD" sur la matrice NAS-co-EDMA aprés 1’avoir
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hydrolysée en milieu basique. Bien que nous ne séparons pas les racémiques du BNP ni de la 7-
méthoxyflavanone sur cette CSP, I’immobilisation du p-CD" a tout de méme été caractérisée en m-
CEC par I’apparition d’un FEO anodique dans un tampon hydro-organique a pH=8,0 et dans un
tampon totalement aqueux a pH=5,5. Pour la matrice « 6a36 »-p-CD*, nous mesurons un FEO
anodique égal a-2,01.10® m2.V1.s? (CV=5,11%) avec un électrolyte composé de 80% d’acétonitrile
et 20% de tampon phosphate & pH=8,0 et Heot = -2,49.108 m2.V1s?t (CV=4,42%) dans le tampon
phosphate aqueux a pH=5,5.

Par la suite nous développons des reactions de type « click-chemistry » en greffant des mercapto
portant des fonctions acides pour immobiliser le p-CD* en surface du monolithe. Nous pouvons
remarquer, sur les figures 89 et 90, un net abaissement de 1’intensité du pic correspondant a 1’alcéne
de I’allylamine & 1600 cm™, dii & la disparition de la double liaison de I’allylamine qui réagit avec les
réactifs thiolés du mercaptoéthanesulfonate de sodium (Figure 90) et du mercaptosuccinique acide
(Figure 89). Cependant aucune différence de signal RAMAN ne nous permet de mettre en évidence
I’immobilisation du p-CD™ que ce soit sur la matrice support hydrolysée ou celle modifiée par les
mercaptos (Figures 88, 89 et 90). La présence des sulfonates (pKa=2,7) est mise en évidence en m-
CEC par des mesures de FEO cathodiques. On a peor=1,90.10®8 m2.V-1.s1 (CV=2,55%) a pH=3,0 dans
le tampon phosphate et peor=1,43.10° m2.V-1.s1 (CV=0,92%) a pH=7,4 dans le tampon Tris.
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Figure 88 : Spectres RAMAN de la matrice « 6a36 » avant et apres I’immobilisation du p-CD".
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Figure 89: Spectres RAMAN de la matrice «6a36 » ainsi que de celles faisant suite aux

modifications par 1’allylamine suivie d’un acide mercapto-succinique et de 1I’immobilisation du
p-CD™.
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Figure 90 : Spectres RAMAN de la matrice « 6a36 » ainsi que de celles ayant subi les modifications
par ’allylamine suivi d’un acide mercapto-éthane sulfonate et enfin de I’immobilisation du p-CD".

11.5. Caractérisation des différentes CSPs élaborées en CEC chirale

Bien que les CSPs obtenues par la stratégie d’immobilisation non covalente indiquent la presence du
p-CD™ en surface avec ’apparition d’un FEO anodique en m-CEC, aucune colonne préparée de la
maniére illustrée sur les figures 80 et 81 ne nous ont permis de séparer des racémiques. Cependant,
avec les CSPs obtenues a partir de la colonne « 6a36 » par la voie du greffage covalent du p-CD"
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(CSP1) et des monomeres de B-CD (CSP2 ¢t CSP4) (Figure 79), nous avons pu separer quelques
racémiques neutres, anioniques et cationiques en m-CEC (cf partie expérimentale). Ainsi avec les
CSPs a base de CM-B-CD, Scc-B-CD et B-CD-NH>, nous séparons correctement les racémiques de la
7-méthoxyflavanone dans un électrolyte Tris, choisi a faibles concentrations et au pH physiologique
7,4 (Figure 91 et 92).
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Figure 91 : Electrochromatogrammes énantiosélectifs de la 7-méthoxyFlavanone sur CSP obtenue
par greffage du CM-B-CD (a) Inj (1g.L™) cathode (10kV 10s V=+20kV) et (b) Inj (0,19.L™) anode (-
10kV 10s V= -20kV) et du Scc-B-CD (c) Inj (0,19.L™) cathode (10kV 10s V=+20kV) sur le « 6a36
»-EDA via le couplage dit peptidigue (EDC/NHS).(photopolymérisation 5 min sous 400 Watt,
électrolyte Tris a 10mM et pH=7,4 ; L=31,2cm ; I=10,7cm).
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Figure 92 : Electrochromatogramme énantiosélectif de la 7-méthoxyflavanone sur CSP4 obtenue par
greffage des B-CD-NH: sur la matrice « 6a36 » native.

On observe sur la figure 91 que les meilleures efficacités et résolutions obtenues avec la CSP; a base
de CM-B-CD sont obtenues lorsque I’injection du soluté se fait a 1’anode (Figure 91-b). Des
phénomenes de dispersion dus a I’inhomogéneité de la phase stationnaire sont peut étre la cause de
cette diminution des efficacités et résolutions lorsque la longueur effective de la colonne augmente
(Figure 91-a) (injection cathode).

Avec la CSP; a base de p-CD" (Figure 79), nous séparons les racémiques de la 7-méthoxyflavanone,
de la 6-hydroxyFlavanone et des solutés cationiques tels que la noréphédrine, 1’éphedrine et le
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propranolol (Tableau XXXII). Nous remarquons que les séparations de la 7-méthoxyflavanone sont
ameliorées lorsque I’électrolyte utilisé est de nature hydro-organique (Figure 93) en raison

probablement d’un meilleur transport de masse avec 1’acétonitrile.

CSP « 6a36 »-EDA-p-CD k1 k> o Rs N (m?)
7-méthoxyflavanone 1,57 3,88 2,38 2,12 630
6-hydroxyflavanone 36,4 44,4 1,55 1,21 7121
Flavanone 3,98 3,98 1,00 - 355
HPPH 24,43 24,43 1,00 - 34
Ephédrine 24,3 33,4 1,38 2,23 8506
Noréphédrine 50,1 72,8 1,71 0,67 139
Propranolol 36,73 114,6 3,45 3,26 2863

Tableau XXXII : Parametres chromatographiques en m-CEC sur CSP obtenue avec le p-CD" greffé
sur colonne monolithe NAS-co-EDMA modifiée par ’EDA (L= 31,2 cm less= 10,7 cm). Electrolyte
Tris 10 mM 1=10mM, pH= {7,4-8,0}.
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Figure 93 : Electrochromatogrammes énantiosélectifs de la 7-méthoxyflavanone sur CSP1 obtenue
par greffage du p-CM-B-CD sur le « 6a36 » modifié par ’'EDA. (Lw = 31,2 cm less = 10,7 cm).
Electrolyte composé de ACN-Tris 10 mM I=10mM a pH=7,4. Composition des électrolytes : A (0-
100) ; B (40-60) ; C (50-50) et D (60-40).

[ll. Synthése de CSP sur monolithe EGMP-BA par voie non covalente

n.1. Principe

L’élaboration de colonnes genériques monolithiques avec des groupements phosphates est décrite
dans les travaux du Pr. J. Dong. Ce dernier obtient un réseau monolithique spécifique a I’analyse des
phosphopeptides par la voie de copolymérisation radicalaire thermique. En collaboration avec le
laboratoire de la Faculté de Pharmacie de Paris XI, nous avons développé des colonnes de méme
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nature mais dont le protocole de synthése a été adapté. En effet les travaux de 1’équipe du Dr Thuy
Tran [172] décrivent une matrice monolithique a partir d’éthyléne glycol méthacrylate phosphate
(EGMP) réticulé par un mélange d’acrylamide et de bisacrylamide (19 :1) dans un solvant porogéne
compos¢ de DMSO, dodécanol et du N,N’-diméthylformamide (DMF) et d’AIBN en quantités
précises. Les fonctions phosphates du monolithe organique nous permettent d’observer un FEO
cathodique sur une gamme de pH avec des tampons électrolytes choisis pour la m-CEC. Ensuite
I’immobilisation du p-CD" est mise en évidence par I’apparition d’un FEO anodique avec la méme

technique d’analyse.

1l.2. Mise en ceuvre

Létape avant 1’élaboration du mélange polymere consiste en I’activation des parois internes des
capillaires de silice par un agent d’ancrage du monolithe : y-méthacryloxypropyl-triméthoxysilane
(y-MAPS). Cette pré-étape de synthése des colonnes monolithiques organiques permet d’améliorer
la tenue mécanique de nos matériaux. Le mélange polymere contient des solvants porogénes tels que
le DMSO, le Dodécanol et le DMF, un activateur thermique et photochimique (AIBN), des agents
réticulants tels que I’acrylamide et le bisacrylamide et un monomére méthacrylate avec un

groupement phosphate, I’éthyléne glycol méthacrylate phosphate (EGMP) (Figure 94).

%(“\/\o—}?—o- + \iﬂ/\ﬂj\/ _
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EGMP Bis-acrylamide

AIBN (DMF, Dodécanol, DMSO)

Figure 94 : Schéma de synthese de monolithe EGMP-co-BA a base de gel d’acrylamide porteur de
groupement phosphate.

1.3. Caractérisation de la CSP par MEB et mesures de FEO en CEC

Au cours de nos travaux nous avons élaboré des colonnes en reproduisant les conditions de

polymeérisation radicalaire décrites par le Pr J. Dong d’une part et celles décrites par le Dr 1. Ayed

avec une composition différente en précurseurs monomeres et porogenes pour chacun des auteurs

(Figure 95).

On observe sur les clichés MEB de la figure 95 que les deux morphologies (A et B) présentent une

structure homogeéne et dense avec un diametre de pores micrométrique. Ce type de colonne nécessite
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donc des méthodes de rincage a hautes pressions et I’application d’une pression assistée lors de nos
analyses en m-CEC. Les monolithes obtenus de fagon thermique et photochimique (Figure 95-B)
avec la composition la plus concentrée restent imperméables aux fluides et ne sont donc pas utilisables
en m-CEC. Seules les colonnes monolithiques décrites par le Dr 1. Ayed nous ont permis d’obtenir
des colonnes dynamiquement fonctionnalisables. Nous avons donc caractérisé ces colonnes en m-
CEC avec un phénomeéne d’inversion du sens du FEO lors de la modification des groupements
phosphates du réseau EGMP-co-BAA avec 1’adsorption du polymeére cationique p-CD* en surface
(Figure96).

Figure 95: Clichés MEB de la matrice EGMP-co-BAA a différentes compositions par voie
photochimique (A) et thermique (B) : A =EGMP 130mg, AA-BA 100mg, DMSO 675uL, Dodécanol
500uL, DMF 125uL, AIBN 2mg; B = EGMP 100mg, BAA 60mg, DMSO 270uL, Dodécanol
200pL, DMF 50puL, AIBN 2mg.

Nous relevons sur la figure 96 ci-apres, la présence d’un FEO cathodique sur les matrices EGMP-co-
BAA avec une valeur comprise entre 0,55 et 0,77.10®8 m2.V-1.s? (CV=6-14%) dans une gamme de
pH= {9,0; 8,0 et 7,1; 5,0 et 4,0; 3,0 et 2,5} choisies avec des tampons borate, Tris, acétate et
phosphate. Aprés I’immobilisation du sélecteur polymére cationique, nous observons un FEO
anodiqgue en m-CEC sur la matrice (EGMP-co-BAA)-p-CD* compris entre -1,8 et
-3,27.10°% m2.v-1s? (CVv=4,68-15,5%).
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Evolution du FEO avant et aprés modification par le p-CD*

0,5

-0,5

EGMP-co-BAA
-1,5
(EGMP-co-BA)-p-CD+

peof*107-8 (m?/V/s)

-2,5

-3,5
pH

Figure 96 : Etude du FEO pour le capillaire de type monolithe EGMP-co-BAA en m-CEC avec
pression assistée puis aprés modification par polymere ionique. Inj : 10kV 5s, séparation : 10kV +100
psi, marqueur DMSO, ¢m : [Tris]= 10mM 1=10mM, L=31,2 cm ; 1=10,7 cm, T°=20°C, id=75 pm
0d=375 pm.

l.4. Séparation chirale en m-CEC sur la matrice EGMP-co-BAA modifiée par
le p-CD*

La chromatographie d’affinité ionique peut avoir lieu avec cette phase stationnaire cationique et
permettrait ainsi d’améliorer les phénomenes de rétention et résolution des solutés anioniques en m-
CEC. Aprés avoir mis en évidence I’immobilisation du polymére cationique de p-CD* en m-CEC par
la présence d’un FEO anodique, nous avons testé les performances électrochromatographiques de la
nouvelle CSP en m-CEC chirale vis-a-vis du racémique anionique BNP et de la 7-méthoxyflavanone.
Cependant, aucune séparation chirale n’est obtenue sur ce type de phase monolithique pour les

racémiques injectés.

[19-05-2014 BNP 1,5g. cap A2-béta CD+ pH=8 5kv 2S 25°C 15-85 ACN-TRIS.dat]

0,04 |
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Abs

0,01 o
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Figure 97 : Electrochromatogramme en m-CEC avec pression assistée du BNP sur CSP obtenue par
immobilisation du p-CD* sur le monolithe support EGMP-co-BAA
(Ltot= 31,2 cm lesr = 10,7 cm). Electrolyte (15-85) ACN-Tris 10 mM I=10mM a pH=8,0 ; injection a
I’anode 10kV 3s V=+5kV +100psi.
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IV. Synthése de CSP sur SPMA-MPTS-TEOS par voie non covalente

IvV.1. Principe

Nous reproduisons une colonne monolithe de silice hybride avec un monomére organique de
3-sulfopropyl méthacrylate de potassium (SPMA) porteur de groupements acides sulfoniques décrits
dans les travaux du Dr Huihui Yang. Le mélange précurseur de prépolymérisation contient le
tétraméthoxysilane (TMOS), le mercaptoprolytriméthoxysilane (MPTS) ainsi que le SPMA en
présence du 2,2’-azobis (2-méthylpropionamidine) dihydrochloré (Vso) dilué dans I’acide acétique en
présence d’urée et de polyéthyléne glycol (PEG). La colonne monolithe hybride est obtenue in-situ a
45°C combinant simultanément les réactions d’hydrolyse, de condensation des alkoxysilanes et les
réactions radicalaires de type click Thiol-éne entre les groupements vinyl du SPMA et les fonctions
thiol sur les siloxanes précondensés en une étape. Cette nouvelle stratégie de synthése de monolithe
hybride en une étape est une alternative idéale pour 1’obtention rapide et simple d’une CSP. Nous
avons ainsi modifié 1’état de charge de la surface du capillaire monolithique en immobilisant le

sélecteur cationique p-CD™ et séparé un mélange racémique de BNP.

IV.2. Mise en ceuvre

Afin d’élaborer nos CSPs, nous préparons un mélange précurseur contenant deux agents
porogéniques, 1’urée et le PEG ainsi que deux alkoxisilanes, TMOS et MPTS en quantités précises
diluées dans une solution d’acide acétique. Le mélange sol-gel est maintenu a faible température pour
éviter la formation du réseau tridimensionnel avant 1’ajout du SPMA et de I’amorceur Vso. Le

mélange est introduit dans les capillaires activés maintenus a 45°C durant 12 heures (Figure 98).
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Figure 98 : Schéma de synthese en deux étapes du monolithe hybride a base de 3-sulfopropyl
méthacrylate de potassium modifié par le p-CD".

IvV.3. Caractérisation du support monolithe par MEB et CEC

Les colonnes hybrides monolithiques caractérisées en MEB a différents grosissements ci-dessous

sont homogenes et perméables avec un diameétre de pores de 1’ordre du micrométre (Figure 99).
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Figure 99 : Clichés MEB de la colonne caplllalre (|d 75um) monolithe hybride aux groupements
sulfonates (grossissements x1000, x2000 et x5000 de gauche a droite).
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Le monolithe hybride porteur de groupements sulfonates est aussi caractérisé par 1’étude du FEO en
m-CEC aux pH =4,2 et pH =8,3 dans le tampon phosphate pris a 10mM et force ionique constante.
On n’observe sur la figure 100 aucune variation du FEO cathodique (1,5.10%m2.Vv1s?) sur le
monolithe aux pH choisis distinctivement, indiquant ainsi la faible teneur en silanols résiduels
présents dans nos colonnes fonctionnalisées par des groupements sulfonates. Les auteurs de cette ¢stat
préconisent une utilisation dans un électrolyte hydro-organique composé de 30% d’acétonitrile et
70% de tampon phosphate. L’étape de fonctionnalisation de nos supports par le p-CD* a donc pu étre
mise en évidence de la méme fagon en m-CEC aux pH = {4,2-8,0} avec les mémes électrolytes cités
dans la figure 100. Ainsi on observe sur la figure 101 une inversion de FEO aux pH =4,2 et pH=8,3

sur les colonnes monolithes hybides fonctionnalisées par le p-CD".

2 FEO sur monolithe SPMA
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Figure 100 : Mesure du FEO sur monolithe hybride porteur de groupements sulfonates. (L=31,2cm
1=20,5cm, marqueur : DMSO 0,1% Inj 10kV 5s V=20kV) ; Electrolyte : ACN-Phosphate 10mM
1=29mM 30%/70%) v/v pH= 8,3 et pH=4,2..
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FEO sur SPMA modifiée par le p-CD*
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Figure 101 : Mesures du FEO sur monolithe hybride avec p-CD* immobilisée en surface. (L=31,2cm
1=20,5cm, marqueur : DMSO 0,1% Inj -10kV 5s V=-20kV) ; Electrolyte : ACN-Phosphate 10mM
1=29mM (30%/70%) v/v pH= 8,3 et pH=4,2.

Iv.4. Séparations chirales en m-CEC sur la matrice SPMA-MPTS-TEOS
modifiée par le p-CD*

La CSP obtenue a partir du monolithe hybride est assez stable au niveau de la valeur du FEO avec un
coefficient de variation inférieur a 3,78%. Cette nouvelle phase stationnaire a base du poly-
(triméthylammonium-B-cyclodextrine) (p-CD™) a été évaluée en m-CEC avec certains racémiques
neutres tels que les flavanones et anioniques comme le BNP et I’acide de Mosher (acide a-méthoxy-
a-(trifluorométhyl) phénylacétique) (Figure 103). Nous avons aussi étudié I’influence de la
température ainsi que de la polarité du milieu lors de nos analyses en m-CEC chirale pour le BNP.
Sur la figure 102, nous remarquons que le BNP sort aprés le FEO pour les électrolytes dont la
composition en acétonitrile est inférieure a 50%. Pour la composition 50-50, nous observons une co-
élution du marqueur et du soluté tandis que pour les compositions supérieures a 50% en acétonitrile,
le BNP sort avant le marqueur de FEO anodique. Ceci pourrait s’expliquer par I’atténuation des
phénomeénes de rétention du BNP dans la cavité hydrophobe des cyclodextrines bien que le
phénoméne d’interaction électrostatique entre les sites cationiques du p-CD™ et les ions phosphates
du soluté devrait d’avantage étre favorisé lorsque 1’on augmente la quantité en acétonitrile dans la
phase mobile. Ainsi pour des compositions en acétonitrile supérieure a 30% nous observons une
diminution de I’énantiosélectivité et une augmentation de la mobilité électrochromatographique du
soluté anionique et ce dernier sort alors avant le FEO anodique. De méme lorsque nous faisons varier
la composition en acétonitrile de 1’électrolyte pour les analyses faites aux tempeératures entre 20 et
35°C, on remarque que la sélectivité est perdue lorsque la composition en acétonitrile depasse 50%.
Nous conservons 1’¢lectrolyte contenant 30 % d’acétonitrile et 70% de tampon phosphate ou Tris aux
pH=4,2 et 8,0 respectivement, afin de séparer la 7-méthoxyflavanone, la 6-hydroxyflavanone, la
flavanone, le BNP et I’acide de Mosher en m-CEC (Figure 103).
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Effet de la polarité de I'électrolyte sur le
rapport pus/peof et a du BNP 4 20°C
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Figure 102 : Courbes de 1’effet de la composition hydro-organique sur la sélectivité et les mobilités

électrophorétiques en CEC pris a 20°C, 25°C, 30°C et 35°C pour le BNP sur la CSP SPMA-p-CD".
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Figure  103:  Electrochromatogrammes des racémiques a)  6-hydroxyflavanone,
b) 7-méthoxyflavanone, c) flavanone et d) acide de Mosher analysés dans le tampon ACN-Tris et
ACN-Phosphate (30-70) aux pH=8,0 a gauche et pH=4,2 a droite.

Nous remarquons sur la figure 103 que la qualité des séparations des molécules neutres est a
optimiser, cependant les énantioméres de 1’acide de Mosher sont bien separés sur la CSP avec une
énantioselectivité, une résolution et des efficacités correctes obtenues en m-CEC au pH=8,0 dans un
électrolyte hydro-organique. Cette nouvelle CSP nous permet d’augmenter considérablement la
surface spécifique de nos colonnes avec une mésoporosité propre aux monolithes de silice et de

séparer des racémiques neutres et anioniques.
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V. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons souhaité élaborer des colonnes CSPs de type monolithe dans le but
d’augmenter la surface spécifique offerte aux échanges chromatographiques des CSPs et d’avoir de
meilleures performances électrochromatographiques que celles observées en OT-CEC. Nous avons
ainsi élaboré plusieurs stratégies pour synthétiser des colonnes monolithes CSPs pour la m-CEC
chirale. Des colonnes de type monolithes organiques et monolithe hybride ont été mises en place pour
développer deux stratégies de post-modification que sont I’'immobilisation non covalente du p-CD*
et le lien chimique du p-CD" et des oligomeéres de B-CD en surface du support monolithe. Chaque
étape de modification chimique comprenant les greffages covalents et non covalents dans la mise en
ceuvre des différentes CSPs élaborées a été caractérisée par des analyses en spectroscopie Raman, en
MEB et par des mesures de flux électroosmotique en m-CEC. En spectroscopie RAMAN, nous
n’avons pu caractériser le lien covalent des sélecteurs chiraux sur les amines primaires (cystéamine,
EDA) disponibles en surface de la matrice NAS-co-EDMA. Cependant les séparations chirales et les
phénomeénes d’inversion de flux électroosmotique observés, suite a la modification par ’EDA dans
un premier temps (FEO anodique) et des B-CD par la suite (FEO cathodique), mettent bien en
évidence le greffage des sélecteurs chiraux chargés négativement en surface via un couplage
peptidique (EDC/NHS). Il est important de souligner que 1’étape avec I’EDA est délicate en raison
de sa grande réactivité a 0,1M sur nos monolithes. Ainsi lors de la percolation du réactif dans nos
colonnes a I’aide du nanobaum, les colonnes monolithiques se bouchent au bout de quelques minutes
pour des pressions inférieures a 40 bars. Les greffages covalents du polymere et des monomeres de
B-CD sur le support monolithiqgue NAS-co-EDMA nous ont permis d’obtenir des énantioséparations
correctes des 3 flavanones étudiées mais les efficacités en plateaux théorique restent faibles. La CSP
a base de p-CD- greffé sur le NAS-co-EDMA modifié par ’EDA offre une plus grande gamme de
sélectivité vis-a-vis d’autres racémiques cationiques tels que 1’éphedrine, la noréphédrine et le
propranolol par rapport aux CSPs a base de monomeéres. On remarque pour la 7-méthoxyflavanone,
que les efficacités obtenues sur les CSPs a base de monomeéres sont meilleures que celles obtenues
sur les CSPs avec le p-CD, cependant les résolutions des racémiques neutres et cationiques sont
meilleures sur les CSPs avec le polymere anionique greffé. Les CSPs élaborées par greffage non
covalent du p-CD™ sont caractérisées par la présence du FEO anodique sur les trois types de
monolithes utilisés. Ceci nous révele bien le succes du greffage non covalent du p-CD* en surface
des charges négatives portées par les monolithes organiques et hybrides. Il est intéressant d’observer
que la présence du p-CD" ne suffit pas a observer des énantiosélectivités sur le support « 6a36 »
hydrolysé ou modifié par des mercaptos charges négativement. Par contre les séparations chirales des
flavanones, du BNP et de 1’acide de Mosher obtenues sur le support (SPMA-MPTS-TEOS)-p-CD*
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sont bien la confirmation du succés de 1’élaboration des CSPs avec la stratégie d’immobilisation non
covalente du sélecteur chiral. Nous avons fait varier les paramétres d’analyse en m-CEC comme la
composition de la phase mobile ainsi que la température afin d’optimiser la qualité de nos séparations
chirales. Nous observons sur les CSPs de type monolithe que les rétentions des racémiques injectés
en m-CEC sont plus grandes et les sélectivités sont améliorées pour certains racémiques neutres et
chargés comparées a celles observées en tubes ouverts. Cependant les énantioséparations obtenues
avec les colonnes monolithes en m-CEC nous donnent encore de faibles efficacités en plateaux
théoriques. De plus la diffculté de mise en ceuvre de ce type de colonne, le temps fastidieux que
nécessite la mise en ceuvre d’une fenétre de détection augmente la probabilité de casser le capillaire
monolithique. Récemment de nombreuses publications sur la m-CEC indiquent un nouveau mode de
séparation électrophorétique assisté d’une pression de quelques bars appliquée aux deux extrémités
du capillaire. Cette pression réduit les temps de rétention et affine les pics des chromatogrammes tout
en éliminant la présence de bulles d’air dans la colonne. Cette combinaison de la m-CEC et de ’'HPLC
est souvent employée avec des colonnes monolithes mais en raison de la perte du profil plat du flux
directif pour un profil parabolique, on s’apercoit que I’on diminue I’efficacité de la colonne avec cette
méthode hybride lorsque 1’on applique une trop grande pression. Les polymeres organiques (dizaine
m2.gl) et inorganiques (centaine m2.gt) sont une alternative aux faibles recouvrements moléculaire
des colonnes en tubes-ouverts. Leurs élaborations et leurs fonctionnalisations necéssitent de percoler
les réactifs dans les colonnes a I’aide d’un nanobaum et d’un détendeur a forte pression. Il est courant
en m-CEC de polymériser de fagcon photo-chimique la colonne uniguement du petit coté (lef=10,5cm)
afin d’améliorer sa permeabilité et d’écourter la durée de nos analyses en m-CEC. Parmi les 3
matrices monolithes utilisées pour élaborer des CSPs, nous remarquons que seules les matrices NAS-
co-EDMA et SPMA-MPTS-TEQOS nous ont permis apres post-modification par lien covalent et
immobilisation statique de séparer une liste de racémiques en m-CEC. Les 3-CDs employées durant
nos travaux sont efficaces pour I’emploi en CSPs en tubes ouverts et sur colonnes monolithes. Nous
employons des sélecteurs chargés négativements pour séparer des solutés neutres et cationique et
inversememt pour séparer des solutés acides et neutres nous favoriserons 1’emploi du p-CD*. Ainsi
le mécanisme de reconnaissance chirale nécessite une inclusion de type hote-invité et des intéractions
de types électrostatiques. Ces forces établies dans le modele de Easson (3 points) sont
complémentaires et nous permettent d’élargir la gamme de sélectivité des racémiques selon le choix

du sélecteur chiral utilisé.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

Durant ces travaux de thése, nous avons cherché a élaborer des CSPs en plusieurs étapes,
immobilisant des polyméres et monomeres de B-CD dans des tubes ouverts et dans des capillaires
monolithiques pour des applications en OT-CEC et m-CEC. En OT-CEC, les colonnes souffrent de
la petite quantité de phase stationnaire déposée ou greffée en surface. Nous avons decrit une étape de
prétraitement appelée procédé « etching » nous permettant de graver la surface des tubes ouverts par
le NH4, HF et de lier chimiquement de fagon covalente le p-CM-B-CD" ou les CDs en surface interne
des capillaires via un couplage dit peptidique rapide.

Ce nouveau type de greffage a I’avantage d’étre rapide et de se faire dans des conditions douces. La
gravure sur les colonnes n’est cependant pas une étape facile a mettre en place. Nous avons pu
observer durant ces travaux que, I’étape du procédé de gravure par NH4, HF», lors de 1’élaboration
des CSPs, est en effet laborieuse et délicate de par le fait de la précipitation du sel de bifluorure
d’ammonium lors de la percolation de celui-ci dans nos colonnes a température ambiante. Nous avons
vu que les CSPs issues de colonnes gravées nous permettent d’élargir la sélectivité des racémiques
étudiés aux solutés cationiques. La faible répétabilité des rétentions et des autres parametres
électrochromatographiques montre que le procédé « etching » est trés difficile & maitriser en raison
de sa sensibilité a la température. Mais comme le décrit Pesek [119, 122, 126] dans ses travaux, la
gravure du verre de silice permet d’augmenter la surface spécifique et de changer la valeur et le sens
du FEO de nos colonnes afin d’améliorer considérablement la qualité des séparations obtenus lors de
I’analyse en OT-CEC des solutés peptides, proteines, neurotransmetteurs etc... Il est donc impératif
de bien controler le temps de réaction et la température lors de 1’étape employant 1’agent de gravure
(NHas, HF>) afin d’observer de bonnes répétabilités en OT-CEC chirale. L’étape de modification de la
surface par des amines primaires est la seconde étape dans 1’élaboration de nos CSPs en tubes ouverts.
Cette étape s’est faite en milieu purement organique dans nos travaux. Cependant on trouve dans la
littérature une possibilité¢ d’effectuer le greffage de 1’aminopropyltriéthoxysilane en milieu hydro-
organique offrant ainsi une plus grande surface spécifique, une meilleure stabilité hydrolytique et de
meilleures reproductibilités. Il conviendrait ainsi de tester le greffage de I’APTEOS dans un milieu
hydro-organique employant des précurseurs silanes pour éviter les étapes laborieuses avec 1’agent de
gravure NHas, HF2. Pour étre dans les conditions optimales en OT-CEC chirale, nous travaillons a
basses températures, a de faibles différences de potentiel appliquées [119, 122] dans un électrolyte
totalement aqueux. Les monomeéres ont ’avantage d’offrir de meilleures efficacités en OT-CEC,

cependant les meilleures sélectivités sont obtenues avec le polymere p-CD".
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Les colonnes monolithes sont des alternatives aux tubes ouverts et aux colonnes remplies. En effet,
un moyen de remédier au faible recouvrement polymére des tubes ouverts, aux frittés et autres
inconvénients des colonnes particulaires serait d’utiliser des monolithes chiraux pour la m-CEC. Pour
éviter les problemes liés a la faible répétabilité des rétentions, répétabilité de la post-modification de
la matrice poreuse et pour écourter le protocole de synthése des CSPs sur colonne monolithe, il serait
tres intéressant de pouvoir développer une nouvelle CSP en une étape a base d’un monomere de
B-CD. Cependant par manque de temps et de moyens, nous avons repris un monolithe hybride porteur
de groupements sulfonates, un monolithe organique porteur de groupements phosphates et un
monolithe organique porteur de groupements esters de succinimide afin de les modifier par des
greffages covalents de sélecteurs de B-CD et p-CD" et des immobilisations non covalentes de p-CD™.
Nous avons donc mis en place par post-modification, 7 CSPs avec la matrice NAS-co-EDMA et 2
CSPs avec les matrices SPMA-MPTS-TEOS et EGMP-BAA. Ces CSPs nous ont permis de séparer
plusieurs racémiques neutres, acides avec le p-CD" et des composés basiques avec le p-CD". Nous
avons ainsi répondu aux objectifs initiaux du projet en CEC chirale a savoir optimiser les CSPs en
OT-CEC avec le procédé de gravure « etching » et élaborer des CSPs sur colonnes monolithes avec

de plus grandes surfaces spécifiques.

Durant nos travaux, nous avons souhait¢ augmenter d’avantage la surface spécifique des CSPs
monolithiques et ainsi immobiliser des nanoparticules chirales en surface du support NAS-co-EDMA.
Ainsi, nous avons test¢ 1I’immobilisation des nanoparticules d’or stables dans le temps dans
I’ensemble du volume poreux de la matrice modifiée par 1’éthyléne diamine, le sélecteur chiral a base
de B-CD thiole étant adsorbé en surface. En effet nous observons dans la littérature une grande partie
des travaux en CEC chirale faisant part de I’emploi de nanoparticules métalliques pour améliorer les
performances électrochrommatographiques. Une autre perspective sur les colonnes monolithes serait
d’¢élaborer des CSPs de type polyacrylamide et de type PLOT afin d’obtenir une amélioration
considérable des efficacités en m-CEC et en OT-CEC respectivement.

152






|. Appareillages

I.1. Electrophorese capillaire et Nanobaume

Les analyses en électrophorése et en CEC ont été réalisées sur un P/ACE MDQ (Beckman-Coulter,
Fullerton, CA, USA) (Figure 1) muni d’un détecteur UV possédant un filtre & 214 nm. Les données
sont collectées et traitées grace au logiciel 32 Karat version 4.0 (Beckman-Coulter).

Les capillaires utilisés lors de cette étude sont des capillaires de silice transparents provenant de la
société Cluzeau (Cluzeau Info Labo, Sainte-Foy la Grande) de diamétre interne égale & 50 um pour
I’OT-CEC et 75 pum pour la m-CEC. Les diameétres externes recouverts de films transparents ou de
gaines de polyimide sont respectivement égaux a 375 et 350 um. Un liquide caloporteur permet de
fixer la température entre 15° C et 40° C. Les colonnes employées sont obtenues a 1’aide d’un
dispositif de mise sous pression Nanobaume™ (Western Fluids Engineering, Wildomar, USA)
(Figure 2).

Vanne d'arrivée d'azote

Colonne capillaire ——— (

4
23

«+«—— Azote sous pression

Nanobaume —
P

Figure 1: Photographie de 1’un des Figure 2 : Schéma du Nanobaume et du
deux appareils PPACE MDQ de marque dispositif de mise en pression sous
Beckman-Coulter. azote.

I.2. Analyses en Spectroscopie Raman

Les analyses Raman sont effectuées sur un LabRAM HR system de marque Horiba Jobin Yvon au
La2B et a 'ICMPE. Cette technique spectroscopique nous a permis de suivre les fonctionnalisations
chimiques des colonnes monolithiques a base de NAS-co-EDMA. Nous avons pu localiser
ponctuellement (1 um2) la matiére organique et nous renseigner sur la nature chimique des fonctions
en surface par un phénomeéne de diffusion inélastique d’un photon. C’est une technique

complémentaire a 1’infrarouge, qui n’est pas applicable sur nos colonnes. Avant chaque analyse
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Raman, une calibration est effectuée sur le silicium (520 cm™). Le temps d’acquisition des analyses
peut varier en fonction de la fluorescence émise par I’échantillon (de quelques secondes a plusieurs
minutes). Ce phénomeéne d’émission lumineuse interfére et peut noyer complétement le faible effet
Raman. Cependant, le risque qu'un échantillon inconnu soit fluorescent est fortement dépendant de

la longueur d'onde du laser utilisé pour I'excitation.

I.3. Analyses en Microscopie Electronique a Balayage

Les clichés MEB sont obtenus au La2B avec un appareil de marque JEOL (Neoscope Benchtop,
Tokyo, Japon). Les analyses sont réalisees sur des coupes transversales des colonnes capillaires
métalisées par un plasma. L’utilisation du MEB nécessite plusieurs cycles de vide et remplissage
d’argon pour diluer les molécules d’air avant de procéder a la métallisation des échantillons. La
vaporisation plasma des échantillons se fait alors avec I’or mais elle peut aussi se faire avec le
palladium. Le MEB consiste a émettre un faisceau d’électrons sur 1’échantillon qui réémet des

électrons et particules qui sont ensuite collectés afin de produire une image en haute résolution.

I.4. Analyses en Microscopie a Force Atomique

Les mesures en AFM ont été réalisées sur des plaques de SiOz avec le Dr. Sandrine Morin au La2B
avec un appareil doté d’une sonde en nitrure de silicium orientée avec un levier et controlée par une
courbe de force (0,292 N/m), & une vitesse de scan constante (1Hz), sur la surface de 1’échantillon.
Ces mesures nous renseignent sur la topographie de la surface d’une plaque de silice gravée
(PICOSPM). Les images 2D et 3D AFM sur 20 um? et 50 um?2 sont reconstruites avec un laser muni
d’un quadripoéle. Le logiciel de traitement des images SPIP (Scanning Probe Image Processor) nous

permet de mesurer la rugosité moyenne de surface (Sa).

I.5. Autres appareillages

Les éelectrolytes et les mélanges précurseurs des monolithes sont dégazés dans un bain a ultrasons de
modeéle FB15050 (Fischer Scientific, IlIkirch, France). Le pH des électrolytes est contrdlé avec un
pH-métre de modéle pH510 (Eutech Instruments, Singapore). Les étapes de procédés thermiques lors
de 1’élaboration de nos colonnes sont obtenues avec un four GC (Hewlett-Packard, Palo Alto, USA)
et un bain-marie de marque Buchi.

Les étapes photochimiques comme la copolymeérisation et les réactions de type thiol-ene sont réalisees
avec un transformateur UV de marque Dymax d’une puissance de 400 watts et un appareil doté de 6
lampes UV de 15 watts calibrées a 365 nm de marque Spectrolinker XL1500 de chez Spectronics
Corporation (Westbury, New York, USA).
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[I. Réactifs et solutés

I.1. Liste des sélecteurs chiraux employés en OT-CEC

Les sélecteurs chiraux employés en tubes ouverts sont le polymere anionique de p-CM-B-CD-
(polycarboxyméthyl-p-cyclodextrine) de masse molaire égale & 103000 g.mol, noté p-CD" ainsi que
les monomeéres de CM-B-CD™ de masse molaire de l’ordre de 1541 g.mol? (3-5 groupes
carboxymeéthyles) et Scc-B-CD". Ces produits proviennent de la société Cyclolab (Budapest,
Hongrie). Le p-CD" est réticulé par 1’épichlorohydrine avec un taux de 50% de cyclodextrine. Le
polymere est constitué de chaines comptant 45 CD par chaine et 1,5 fonction carboxyméthyle par

cycle de CD.

1.2. Liste des réactifs employés en OT-CEC

Le bifluorure d’ammonium (NHs, HF2), ’aminopropyl-triéthoxysylane (APTEOS), 1’éthyléne
dicarbodiimide (EDC), le N-hydroxysuccinimide (NHS), le O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-
tétraméthyluronium tétrafluoroborate (TBTU) et la triéthylamine (TEA) proviennent de Sigma
Aldrich avec la plus grande pureté. L’acide chlorhydrique (HCI), la soude et les électrolytes tampons
sont préparés avec 1’eau ultra pure filtrée sur un systeme Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
Les solutés racémiques tels que la Flavanone, 6-hydroxyFlavanone, 7-méthoxyFlavanone, le HPPH,

I’éphedrine, la Noréphédrine, le propranolol et le BNP proviennent de chez Sigma Aldrich.

I.3. Liste des sélecteurs chiraux employés en m-CEC

Les sélecteurs chiraux employés dans les colonnes monolithes sont le polymére anionique de p-CM-
B-CD- (polycarboxyméthyl-p-cyclodextrine), noté p-CD-, ainsi que les monomeres de CM-B-CDr,
Scc-B-CD-, et B-CD-NHo>. Ces produits proviennent de la société Cyclolab (Budapest, Hongrie). Le
polytriméthylammonium p-CD* fourni par le Pr B. Carbonnier est utilisé pour les immobilisations

électrostatiques sur les colonnes monolithes porteuses de charges négatives.

11.4. Liste des réactifs employés en m-CEC
11.4.1. Réactifs pour les CSPs sur NAS-co-EDMA

Le N-Acrylosuccinimide (NAS>98%), I’éthyléne diméthacrylate (EDMA), 1’allylamine et I’AIBN

sont fournis par Acros-Organics (Geel, Belgique). L’acide mercaptosuccinique (97%), le

156



mercaptoéthane sulfonate de sodium (98%), le y-MAPS (98%), le DMPA (99%), la cystéamine
(>98%) et ’EDA (>99%) sont achetés chez Sigma-Aldrich.

11.4.2. Réactifs pour les CSPs sur EGMP-BAA

Le y-MAPS est fourni par Fluka et I’AIBN par Acros Organics (Geel, Belgique) et le réactif
éthyleneglycol méthacrylate phosphate est fourni par ESSCHEM (Europe Seaham, Royaume Uni).

L’acrylamide ainsi que le bis-acrylamide proviennent de Sigma-Aldrich.

11.4.3. Réactifs pour les CSPs sur SPMA-MPTS-TEOS

Le tétraméthoxysilane (TMOS, 99%), le 2,2’-azobis (2-méthylpropionamidine) dihydrochlorée (Vso,
99%), le polyéthyléne glycol (PEG20000), le mercaptopropyltriméthoxysilane (MPTS, 98%), 1’urée
(>98%) et le 3-sulfopropyl méthacrylate de potassium (SPMA, 99%) proviennent de chez Sigma-
Aldrich.

11.5. Liste des solvants utilisés

Les solvants utilisés dans cette étude sont d’une grande pureté (>99%) et proviennent de VWR
Prolabo (Leuven, Belgique) pour ’acétone, le diméthylformamide et I’acétonitrile. Le DMSO
provient de chez Acros (Geel, Belgique). Le dodécanol et 1’éthanol sont fournis par Fluka (Buchs,
Suisse). Le méthanol, le diméthylformamide et le toluéne ont été achetés chez Fisher Scientific
(Ilikirch, France). L’eau ultra-pure du Milli-Q est filtrée sur membrane de nylon de 0,22 pm et

présente une résistivité de 18 MQ.

[ll. Préparation des électrolytes tampons

Tous les électrolytes tampons ont été préparés en suivant les recommandations du site web de

I’Université de Liverpool (www.liverpool.ac.uk/buffers/buffercalc.html). Ainsi les concentrations et

forces ioniques des réactifs utilisés sont supposées fixes. Chaque solution tampon est renouvelée au
bout de 3 jours d’utilisation. Les tampons aqueux sont préparés a partir d’acide phosphorique pour
les pH acides (pH= {2,2-3,0}), d’acide acétique (VWR) pour les pH= {4,0-5,0}, d’acide 2-(-N-
morpholino) éthanesulfonique (MES) au pH=6,5 et de Tris-hydroxyméthylaminométhane (Tris,
Fluka) et le dihydrogénophosphate de sodium monohydraté aux pH= {7,0-8,3}. Le tétraborate de
sodium décahydrate (Fisher Scientific) est utilisé pour les pH basiques (pH>9,0). Les forces ioniques

des tampons sont ajustées avec le chlorure de sodium (99,5%, Fisher Scientific) et le pH est ajusté au
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pH-meétre avec des solutions de HCI et NaOH a 0,1 M. Chaque solution tampon de 100 mL est
préparée avec 1’eau ultra-pure et filtrée sur membrane de nylon (0,45um). Les électrolytes hydro-
organiques sont obtenus de la méme fagon en ajoutant une quantité volumique précise en acétonitrile

dans le tampon.

IV. Elaboration de CSPs sur colonnes gravées pour I’OT-CEC

IV.1. Gravure des tubes ouverts par NHs, HF; saturé dans le MeOH

Les tubes ouverts de 70 cm de longs et 50 um de diamétre interne sont percolés a 3 bars d’une solution
d’acide chlorhydrique concentré a 12 M pendant 20 minutes. Les extrémités des capillaires sont
bouchées par des septums et le capillaire est laissé a 80°C toute une nuit. Le capillaire est par la suite
rincé successivement avec I’eau distillée, de 1’acétone et finalement avec le diéthyl éther avec une
pression hydrodynamique de 3 bars. Le capillaire est séché sous un flux d’azote a faible pression
durant 1 heure. Par la suite, le capillaire de 70 cm de long est percolé par I’agent de gravure
NHa, HF saturé a 5% (w/v) dans le méthanol. La percolation est assurée avec un pistolet thermique
ou une enceinte GC, pour limiter la précipitation du sel de bifluorure d’ammonium au sein du
capillaire. Le capillaire est laissé 1 heure au repos. Le méthanol est ensuite évacué par un flux d’azote
pendant 30 minutes. On bouche les extrémités du capillaire avec des septums et on le place a

300-400°C durant 3-4 heures. Le méthanol est ensuite percolé a 3 bars durant 30 minutes.

IvV.2. Greffage de I’APTEOS en surface de la silice dans le toluéne

Le capillaire grave est rincé successivement avec 1’acide chlorhydrique (0,1 M), I’eau distillée durant
10 minutes. Nous activons ensuite le capillaire avec de la soude & 1 mol.L™* durant 1 heure. On rince
le capillaire a 1’eau durant 10 minutes a 5 bars avant de le sécher. Nous séchons finalement le
capillaire sous un flux d’azote a 180°C avec le four GC. Le capillaire de 70 cm est rince par le toluéne
avec le nanobaume durant 30 minutes a 5 bars avant d’étre rempli par une solution d’APTEOS pris a
20% dans le toluéne durant 30 minutes. Le capillaire est ensuite bouché par des septums et placé dans
un four GC a 90°C pendant 8 heures. Le capillaire modifié est rincé successivement par 1’acétone,

I’éthanol et ’eau distillée durant 10 minutes a chaque fois.

IvV.3. Couplage des sélecteurs chiraux en milieu aqueux avec EDC/NHS
IvV.3.1. Couplage peptidique du polymeére p-CD"

158



Le greffage du p-CM-B-CD" sur les amines primaires en surface est obtenu en mélangeant une
solution équimolaire d’EDC et NHS a 10 mM avec le polymére anionique de cyclodextrine a 1 g.L™*
dans un milieu aqueux durant 90 minutes a une température inférieure a 15°C. Le mélange est
introduit dans le capillaire modifié par ’APTEOS a 10 psi durant 15 minutes, dans le P/ACE. Le
capillaire est laissé¢ au repos durant 2 heures avant d’étre rincé par 1’eau distillée a 10 psi durant

15 minutes afin d’éliminer 1’excés de chaines de p-CD™ qui n’ont pas réagi.

IvV.3.2. Couplage peptidique des monomeres CM-B-CD" et Scc-B-CD"

Le greffage des monomeéres de CDs (CM-B-CD" et Scc-p-CD") sur les amines primaires en surface
des colonnes gravées est obtenu en mélangeant une solution équimolaire d’EDC et NHS a 10 mM
avec un des deux oligosaccharides anionique choisis a 0,5g.L7%, 1g.L7" et 2g.L" dans un milieu
aqueux durant 90 minutes a une température inférieure a 15°C. Le mélange est introduit dans le
capillaire modifié¢ par I’APTEOS a 10 psi durant 15 minutes, dans le P/ACE MDQ. Le capillaire est
laissé au repos durant 2 heures avant d’étre rincé par I’eau distillée a 10 psi durant 15 minutes afin

d’éliminer I’exces des monomeres carboxylés qui n’ont pas réagi.

IvV.4. Couplage des sélecteurs chiraux en milieux non aqueux avec
TBTU/TEA

Le greffage du p-CD" dans les colonnes gravees et modifiées par les amines est aussi réalisé dans
I’acétonitrile ou du DMF en présence du sel d’uronium (TBTU) et de triéthylamine (TEA) a
température ambiante. Deux compositions du mélange sont choisies pour réaliser le couplage du
sélecteur. La premiére composition contient le p-CD a1 g.L %, le TBTU et le TEA pris a 10 mM et
30 mM respectivement. La deuxiéme composition contient le p-CD-a 41 g.L%, le TBTU et le TEA
pris a 220 mM et 600 mM respectivement. Les mélanges sont maintenus sous agitation pendant
30 minutes avant d’étre introduits dans les colonnes a 10 psi durant 15 minutes, dans le P’ZACE MDQ.
Les colonnes sont conservées a température ambiante durant deux heures avant d’étre rincées

successivement avec 1’acétonitrile ou le DMF, puis le tampon é€lectrolyte d’analyse.

V. Elaboration des CSPs sur colonne monolithe pour la m-CEC

V.1. Mise en ceuvre d’une CSP sur le monolithe SPMA-MPTS-TEOS

Le monolithe hybride SPMA-MPTS-TEOS est obtenu en une étape a 1’aide d’une réaction de type

thiol-ene. Une longueur de 1m40 de capillaire est activée successivement par de longs ringages a la
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soude 0,1 M durant 12 heures et a I’acide chlorhydrique 0,1 M durant une méme période avec un
ringage a I’cau distillée durant 30 minutes entre les deux. Le capillaire est ensuite séché par un flux
d’azote a température ambiante durant 2 heures. Le mélange prépolymeére est préparé dans un vial
ambré contenant 0,175 g d’urée, 0,135 g de PEG, 400 uL de TMOS, 200 uL de MPTS dans un volume
de 1,7 mL d’acide acétique a 0,01 M. Le mélange est maintenu sous agitation a 0°C durant 4 heures.
On ajoute ensuite 90 mg de SPMA et 2 mg de Vso au mélange placé sous agitation aux ultrasons
jusqu’a obtenir une solution homogeéne et transparente. Le mélange est filtré sur nylon (0,45 um) et
dégazé avant d’étre introduit dans le capillaire activé a 3 bars durant 3 minutes. Le capillaire est scellé
et placé dans un bain marie a 45°C durant 12 heures. La colonne monolithe est enfin rincée a I’cau
distillée pour éliminer le PEG en excés. L’immobilisation du p-CD* a 1 g.L ! se fait en le percolant,

dans la colonne, en milieu aqueux a haute pression durant 1 heure.

V.2. Mise en ceuvre d’une CSP sur le monolithe EGMP-co-BAA
V.2.1.Activation du capillaire par le y-MAPS

Le monolithe EGMP-co-BAA est obtenu en reprenant les conditions décrites dans les travaux du
Dr Ichraf Ayed. Ainsi les colonnes de silice (TSU, Polymicro Technologies), de diametre interne de
75 pm et de diamétre externe de 375 um, subissent un prétraitement par 1’agent de silanisation
y-MAPS afin de bien fixer le monolithe aux parois internes du capillaire. Le capillaire de 1 m de
longueur est d’abord rincé par une solution de NaOH (1 M) pendant 60 minutes a 3 bars avec le
Nanobaume. Il est ensuite bouché aux extrémités par deux septums et placé a I’étuve pendant 2 heures
a 100°C afin de générer des silanols libres. Le capillaire est ensuite rincé successivement pendant
15 minutes par une solution d’HCl1 a 0,1 M, afin d’¢liminer toutes les traces de métaux, par de I’eau
distillée et de ’acétone. Le capillaire est ensuite séché a 1’azote pendant 10 minutes puis placé a
I’étuve pendant 3 heures a 100°C. Apres 30 minutes de percolation sous 3 bars d’une solution de
y-MAPS a 50% dans ’acétone, le capillaire est a nouveaux bouché aux extrémités et placé a 45°C
toute la nuit. Enfin il est rincé par 1’acétone durant 15 minutes puis séché par un flux d’azote sous

3 bars durant une heure a 45°C avant d’étre conservé a I’abri de la lumiére et au frais a 4°C.

V.2.2.Elaboration des colonnes monolithes EGMP-co-BAA et leur
fonctionnalisation

Deux compositions sont préparées pour préparer nos colonnes monolithes. Ainsi nous préparons les
mélanges polymeres du tableau ci-dessous dans deux vials ambrés et on le place au sonicateur pendant

20 minutes avant de le dégazer par un flux d’azote pendant 10 minutes.

160



Mélange EGMP Agent DMSO | Dodécancl | DMF | AIBN
réticulant
A 130mg AABA(19:1) | 675uL 500uL 125pL | 2mg
100mg
B 100mg BA 60mg 270pL 200pL 50pL | 2mg

Les capillaires prétraités au y-MAPS sont remplis par les deux compositions a 3 bars. La colonne
contenant le mélange A du tableau ci-dessus est irradiée a 8 joules avec une enceinte UV a 365 nm,
tandis que la colonne contenant le mélange B est bouchée a ses extrémités par des septums et placée
dans un bain thermostatée a 60°C durant 12 heures. Les colonnes monolithiques sont ensuite rincées
au méthanol durant 2 heures afin d’¢éliminer les agents porogenes et monomeres en exces.
L’immobilisation du p-CD* a 1 g.L! se fait en percolant dans la colonne de composition A, le
sélecteur chiral polymeére, a haute pression durant 1 heure.

V.3. Mise en ceuvre des CSPs sur le monolithe NAS-co-EDMA

V.3.1.Elaboration des supports monolithes NAS-co-EDMA en capillaire

Le monolithe NAS-co-EDMA est obtenu en reprenant les conditions décrites dans les travaux du
Dr M. Guerrouache. Ainsi les colonnes de silice (TSU, Polymicro Technologies), de diametre interne
de 75 um et de diamétre externe de 375 um, subissent un prétraitement par 1’agent de silanisation
v-MAPS afin de bien fixer le monolithe aux parois internes du capillaire.

Pour cela, nous activons une longueur de 2 métres de capillaire en y percolant la soude (1 M) durant
une heure a faible pression. Le capillaire est bouché a ses extrémités et placé dans un four GC a 100°C
durant 2 heures. Le capillaire est ensuite rincé successivement par HCI (0,1M), H2O durant 10
minutes et a ’acétone durant 15 minutes. Le capillaire est séché sous un flux d’azote a 120°C durant
2 heures. Une solution de y-MAPS a 30% (v/v) dans le toluene, fraichement préparée, est percolée
dans le capillaire quelques minutes, puis le capillaire est bouché a ses extrémités et laissé toute une
nuit a I’abri de la lumiére a température ambiante. Le capillaire vinylisé est rincé au toluéne durant
15 minutes et séché par ’azote durant une heure a température ambiante avant d’étre conservé a 4°C.
Le monolithe est synthétiseé in-situ par polymérisation radicalaire thermique et photochimique. Un
mélange de prépolymeérisation contenant 4 mg d’AIBN, 200 mg de NAS, 110 uL. ’EDMA et 700 uL
de toluéne est maitenu aux ultrasons quelques minutes puis filtré sur membrane de PTFE (0,45um).
Le mélange est dégazé par un flux d’azote pendant 10 minutes avant d’étre rempli avec le Nanobaum
dans les colonnes prédécoupées. Les colonnes sont placées 800 s dans une enceinte UV contenant
6 lampes de 15 Watts irradiant a 365 nm, avec un ruban adhésif noir anti-UV recouvrant les longueurs

non effectives. Le protocole de polymérisation photochimique a été adapté avec un four UV Dymax
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de 400 Watts. Ainsi la durée de réaction est écourtée (1-10 mn) tandis que la voie thermique préconise
une réaction de plusieurs heures a 60°C dans un bain-marie. Les colonnes sont ensuite rincées a forte

pression a 1’acétonitrile durant 1 heure

V.3.2.CSPs obtenues avec la stratégie de greffage covalent
V.3.2.1. Mise en ceuvre de la CSP1

Apres avoir obtenu le monolithe apres polymérisation photochimique ou thermique, nous mettons en
place la stratégie du couplage du p-CD" utilisée en OT-CEC avec les agents de couplages EDC/NHS.
Ainsi nous utilisons un nanobaume pour rincer la colonne a haute pression avec 1’acétonitrile pendant
1 heure (30-50 bars) avant de la fonctionnaliser avec I’EDA pris a 0,1 M puis & 0,25 M diluée dans
I’acétonitrile. Le pH basique en sortie de capillaire est vérifié avec du papier pH. Au bout de
30 minutes de percolation de I’EDA, nous remarquons que la colonne est moins perméable. On rince
ensuite la colonne a I’acétonitrile pendant 30 minutes a forte pression afin d’éliminer 1’excés de réactif
présent. La colonne est rincée par un électrolyte tampon Tris au pH=8,0 durant 1 heure a forte
pression. Le p-CD-, en solution aqueuse, a 1 g.L™ est mis sous agitation, 90 minutes, a une
température inférieure a 15°C en présence de 10 mM en EDC et 10 mM en NHS. Le mélange
polymere est percolé dans la colonne (NAS-co-EDMA)-EDA pendant 1 heure a forte pression (50-
60 bars). La colonne est laissée au repos durant 2 heures avant d’€tre a nouveau rincée successivement

par I’eau distillée et 1’¢lectrolyte tampon d’analyse.

V.3.2.2. Mise en ceuvre de la CSP2

De la méme maniére que pour le greffage du p-CD", nous avons greffé avec EDC/NHS la succinyl-
B-cyclodextrine (Scc-p-CD, 1 g.L™?) et la carboxyméthyl-B-cyclodextrine (CM-B-CD, 0,5 g.L™?) sur
des colonnes monolithes (NAS-co-EDMA) obtenues par photopolymeérisation durant 5 minutes au

Dymax (source UV 400 watts) et modifiées par ’EDA.

V.3.2.3. Mise en ceuvre de la CSP3

La CSP3 est obtenue en fonctionnalisant la colonne NAS-co-EDMA par 1’allylamine diluée a 1 M
dans I’acétonitrile durant 2 heures. Ensuite, la colonne est rincée successivement par 1’acétonitrile et
le méthanol durant 1 heure. Une réaction de type « click-chemistry » avec la cystéamine sur les
groupes vinyliques de 1’allylamine nous permet d’augmenter la taille de 1’espaceur reliant le p-CD".
Ainsi un vial contenant 151,3 mg de cystéamine hydrochlorée et 3,5 mg d’amorceur DMPA dans
2 mL d’éthanol absolu est mis au sonicateur durant 5 minutes, puis dégazé. Les réactifs sont ensuite

percolés dans la colonne et irradiés au méme moment a 365 nm durant 1 heure. La colonne est rincée
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a I’éthanol et a I’eau distillée. Le couplage du p-CD" s’effectue dans les mémes conditions que pour

la CSPy.

V.3.2.4. Mise en ceuvre de la CSP4

Une solution aqueuse d’Heptakis (6-amino-6-déoxy)-B-cyclodextrine (B-CD-(NH.)7,7HCI)
heptahydrochlorée préparée a 10 g.L ™ est percolée durant une nuit dans le capillaire NAS-co-EDMA
obtenu de fagon thermique. La CSP est ensuite rincée a forte pression avec 1’électrolyte tampon

d’analyse en m-CEC.

V.3.3.CSPs obtenues avec la stratégie d'immobilisation électrostatique
V.3.3.1. Mise en ceuvre de la CSP5

Le greffage non-covalent du p-CD* se fait en percolant hydrodynamiquement, a forte pression durant
1 heure, une solution aqueuse contenant le polymére cationique a une concentration de 1 g.L™* dans
la colonne monolithe obtenue en voie thermique. La colonne résultante présente un FEO anodique

mais elle ne présente aucune énantiosélectivité vis-a-vis des racémiques injectes.

V.3.3.2. Mise en ceuvre de la CSP6

La CSPe est obtenue en fonctionnalisant la colonne NAS-co-EDMA par 1’allylamine diluée a 1 M
dans I’acétonitrile durant 2 heures. Ensuite, la colonne est rincée successivement par 1’acétonitrile et
I’éthanol absolu durant 1 heure. Une réaction de type «click-chemistry » avec 1’acide
mercaptosuccinique sur les groupes vinyliques de 1’allylamine a lieu. Ainsi un vial contenant 150 mg
d’acide mercaptosuccinique et 3,5 mg d’amorceur DMPA dans 2 mL d’éthanol absolu est mis au
sonicateur durant 5 minutes, puis dégazé. Les réactifs sont ensuite percolés dans la colonne et irradiés

au méme moment a 365 nm durant 1 heure. La colonne est rincée a I’éthanol et a I’eau distillée.

V.3.3.3. Mise en ceuvre de la CSP7

La CSP7 est obtenue en fonctionnalisant la colonne NAS-co-EDMA par I’allylamine diluée a 1 M
dans I’acétonitrile durant 2 heures. Ensuite, la colonne est rincée successivement par 1’acétonitrile et
le méthanol absolu durant 1 heure. Une réaction de type «click-chemistry » avec 1’acide
mercaptoéthane sulfonate sur les groupes vinyliques de 1’allylamine est mise en ceuvre. Ainsi un vial
contenant 60 mg de mercaptoéthane sulfonate et 1,5 mg d’amorceur DMPA dans 2 mL de méthanol
absolu est mis au sonicateur durant 5 minutes, puis dégazé. Les réactifs sont ensuite percolés dans la
colonne et irradiés au méme moment a 365 nm durant 1 heure. La colonne est rincée au méthanol
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puis a I’eau distillée. La CSP7 est obtenu en percolant hydrodynamiquement, a forte pression durant
1 heure, une solution aqueuse contenant le polymére cationique a une concentration de 10 g.L™ dans
la colonne. La colonne 6a36-allylamine-mercaptoéthanesulfonate-pCD™ n’a pu étre utilisée en CEC
car elle a été bouchée lors de la fonctionnalisation dynamique par le polymeére cationique de

triméthylammonium-p-CD & 10 g.L ™.

VI. Annexes

VI.1. Description de la CEC

Les principaux composants de 1’électrochromatographie capillaire (Figure 3) sont deux électrodes de
platine plongeant dans deux vials ou se trouvent les extrémités du capillaire en silice fondue. Avant
d’étre introduit dans le P/ACE, le capillaire doit étre coupé aux extrémités selon un gabarit pour
obtenir une longueur totale de 31,2 cm. A une extrémité, se trouve la cathode chargée (-), et a 1’autre,
se trouve 1’anode chargée (+). Une source de courant délivre un voltage allant de 1kV a 30kV
traversant le capillaire en gaine de polyimide. Un vial source et un vial de destination sont nécessaires
pour I’¢électroséparation. Un détecteur UV est indispensable ainsi qu’une fenétre de détection sur le
capillaire. Cette fenétre peut étre obtenue en irradiant des heures un plot de capillaire transparent ou
en brulant au briquet le plot si la gaine du capillaire est en polyimide (de couleur orange). On récupére
les données grace a un logiciel de traitement et de récupération de données sous forme
d’¢électrophorégrammes qui donnent la réponse du détecteur en absorbance en fonction du temps. Les
solutés détectés apparaissent sous la forme de pics espacés selon leur rétention.

Les vials source et destination sont remplis d’un électrolyte tampon agqueux ou organique de volume
égal a 1,4 mL. Le flacon contenant le mélange racémique a séparer est rempli a 0,5 mL, il est injecté
dans le capillaire sous pression (0,3 psi pendant quelques secondes) mais il peut aussi étre introduit

sous ’effet d’un champ électrique ou également par capillarité.
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Figure 3 : Schéma du montage d’un CEC

VI.2.

Tableaux solutés (nom, formule et pKa)

Racémiques Formule développée pKa
9]
o .»J'I‘
7-méthoxyFlavanone ,ﬂx . >14 (neutre)
HaCO™ ™= O 'E’ “J
[§) ==
6-hydroxyFlavanone 7‘\7\01 1 9,40 (neutre)
[6) =
Flavanone P ___O,L_ > >14 (neutre)

NH
0L N
HPPH (5-(4-hydroxyphényl)-5-phénylhydantoine) g g 7,20 et 9,40
HO
HaC Q NH
MPH (5-(p-méthylphényl)-5-phénylhydantoine) u o 9,80 (neutre)
CHs
O/Y\H CHg
Propranolol OH Lo 9,60 (cationique)
OH
Ephédrine ST oM 9,50 (cationique)
L e CH_
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Noréphédrine

OH
':H;!_

2

9,40 (cationique)

BNP (1,1’-binaphtaléne-2,2’-dihydrogéne phosphate)

.,

N

P
ool

7,0 (anionique)

Ibuprofene

o

5,2 (anionique)

Fénoproféne

3,96 (anionique)

Acide de Mosher

HsCQ CFs

y of

NN

5,0 (anionique)

VI.3. Colonnes et solutés analysés en OT-CEC

VI.3.1.
EDC/NHS)

Liste des solutés racémiques injectés en OT-CEC (Couplage

Capillaire 1 gravé CSP p-CD (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm lesr = 20,5cm)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-MéthoxyFlavanone | Tris 10 mM I=10mM  pH=74 20°C
6-HydroxyFlavanone | Tris 10 mM I=10mM pH=74 20°C
Flavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 20°C
HPPH Tris 10 mM I=10mM  pH=74 20°C
Propranolol Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 20°C
MPH Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 20°C

Capillaire 2 gravé CSP p-CD (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm lese = 20,5cm)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-MéthoxyFlavanone | Tris 10 mM I=10mM  pH=7,5 20°C
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
Flavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
HPPH Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
Ephédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
Noréphédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C

Capillaire 3 gravé CSP p-CD (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm les = 20,5¢m)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-MéthoxyFlavanone |  Tris 10 mM I=10mM  pH=7,8 20°C
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
Flavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
HPPH Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
Ephédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
Noréphédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
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Capillaire 4 gravé CSP p-CD- (1g.L™* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm les = 20,5cm)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-MéthoxyFlavanone | Tris 10 mM I1=10mM  pH=7,8 20°C
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
Flavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
HPPH Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
Ephédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C
Noréphédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,8 20°C

Capillaire 8 gravé CSP p-CD- (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm les = 20,5cm)

Racémiques injectés

Tampon Electrolyte

Température

7-MéthoxyFlavanone

Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4

15°C, 16°C, 17°C, 19°C,

20°C, 25°C, 30°C et 35°C

6-HydroxyFlavanone

Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4

15°C

Capillaire 9 gravé CSP p-CD (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=48,5cm lesr= 38cm)

Racémiques injectés

Tampon Electrolyte

Température

15°C, 17°C, 19°C 20°C

7-MéthoxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 25°C. 30°C et 35°C
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
MPH Tris 10 mM I=10mM  pH=74 20°C
BNP Tris 10 mM I=10mM  pH=74 20°C
Acide Mandelique Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 20°C
Naringénine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 20°C
Propranolol Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 20°C

Capillaire 10 gravé CSP p-CD" (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm le = 20,5¢m)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-MéthoxyFlavanone | NaH,PO. 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
6-HydroxyFlavanone | NaH,PO4 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Flavanone NaH,PO,; 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Doxepine NaH,PO,; 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Oxyphencyclimine | NaH:PO,; 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Terbutaline NaH;PO4 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Kétamine NaH,PO, 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Propranolol NaH,PO4 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Ephédrine NaH,PO4 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Noréphédrine NaH,PO, 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C

Capillaire 11 gravé CSP p-CD" (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm le= 20,5¢cm)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température

7-MéthoxyFlavanone | NaH,PO, 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C

6-HydroxyFlavanone | NaH,PO4 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Flavanone NaH.PO, 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Ephédrine NaH,PO, 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Propranolol NaH,PO, 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C

Capillaire 12 gravé CSP p-CD- (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm leff = 20,5cm)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-méthoxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
6-hydroxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Flavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
HPPH Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 15°C
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MPH Tris 10 mM I=10mM  pH=74 15°C
Ephédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Noréphédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Propranolol Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 15°C
Cinchonidine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Alanine Naphtylamide | Tris 10 mM I=10mM  pH=74 15°C
Carbinoxamine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C

Capillaire 13 gravé CSP p-CD- (1g.L™* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm leff = 20,5cm)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-méthoxyFlavanone Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 15°C
6-hydroxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Flavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
HPPH Tris 10 mM I=10mM  pH=74 15°C
Homosérine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Ephédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Noréphédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Propranolol Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Proline Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 15°C
Phénylglycine Tris 10 mM I=10mM  pH=74 15°C
Thréophénylsérine Tris 10 mM I=10mM  pH=74 15°C

Capillaire 1 non gravé CSP p-CD" (1g.L* avec 50% de groupe épich

loride) (L=31,2cm leff = 20,5cm)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-MéthoxyFlavanone | Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
Flavanone Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
HPPH Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
Ephédrine Tris 10 mM I=10mM  pH=7,5 20°C
Noréphédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,5 20°C
Capillaire 2 non gravé CSP p-CD" (1g.L™* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm les = 20,5¢m)
Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
, Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4
7-MéthoxyFlavanone 5-05 (ACN-Tris) pH=7,4 -
10-90 (ACN-Tris) pH=7,4
50-50 (ACN-Tris) pH=7,4
HPPH Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 20°C
BNP Tris 10 mM I=10mM  pH=74 20°C
Capillaire 1 gravé CSP CM-B-CD- (0,59.L™) (L=31,2cm lesr = 20,5cm)
Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
, Tris 10 mM 1=10mM pH=7,4 o
7-MéthoxyFlavanone Tris 10 mM I=10mM pH=8,0 15°C
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM FI)=I_|1:08mOM pH=7,4 et 15°C
Flavanone Tris 10 mM 1=10mM pH=7,4 15°C
HPPH Tris 10 mM 1=10mM pH=7,4 15°C
Capillaire 2 gravé CSP CM-B-CD- (1g.L%) (L=31,2cm less = 20,5¢m)
Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-MéthoxyFlavanone NaH,PO, 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C

168



6-HydroxyFlavanone NaH;PO4 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Flavanone NaH,PO4 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Propranolol NaH>PO4 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
Ephédrine Tris 10 mM 1=10mM pH=7,3 15°C
P NaHPO, 10 mM 1=29mM pH=8,3 et 7,9 20°C
Noréphédrine NaH;PO4 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
Kétamine NaH,PO, 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
Capillaire 3 gravé CSP CM-B-CD- (2g.L™1) (L=31,2cm less = 20,5cm)
Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
) Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 15°C
/-MéthoxyFlavanone | .11 b5, 10 mM 1=29mM pH=8,3 20°C
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM I=10mM  pH=74 15°C
NaH,PO4 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
Flavanone Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 15°C
HPPH Tris 10 mM I=10mM  pH=74 15°C
MPH Tris 10 mM I=10mM  pH=74 15°C
Propranolol Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 15°C
Ephédrine Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 15°C
Noréphédrine Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 15°C
Capillaire 1 gravé CSP Scc-B-CD- (0,5g9.L 1) (L=31,2cm let = 20,5cm)
Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
7-MéthoxyFlavanone NaH,PO, 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
6-HydroxyFlavanone NaH,PO, 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
Flavanone NaH,PO, 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
Propranolol NaH,PO, 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
Ephédrine NaH,PO, 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
Noréphédrine NaH,PO, 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
Alanine Naphtylamide | NaH:PO; 10 mM 1=29mM  pH=8,3 20°C
HPPH NaH,PO, 10 mM I=29mM  pH=8,3 20°C
Capillaire 1 non gravé CSP CM-B-CD" (1g.L™?) (L=31,2cm lesr = 20,5cm)
Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 20°C

VI.3.2.

TBTU/TEA)

Capillaire 1 non gravé CSP p-CD" (1g.L™?) (L=31,2cm les = 20,5cm)

Liste des solutés racémiques injectés en OT-CEC (Couplage

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température

7-MéthoxyFlavanone | NaHPO;5 mM I=10mM  pH=8,0 20°C

6-HydroxyFlavanone | NaH,PO45 mM I=10mM  pH=8,0 20°C

Flavanone NaH.PO, 5 mM 1=10mM  pH=8,0 20°C
NaH:POs 5 mM 1=10mM  pH=8,2

Propranolol NaH;PO4s 5 mM I=10mM  pH=8,0 20°C
NaH:POs5 mM I=10mM  pH=5,3

A NaH:POs5 mM I1=10mM  pH=8,0 0
Ephédrine NaH;PO; 5 mM 1=10mM  pH=5,3 20°C
Noréphédrine NaH;PO4 5 mM 1=10mM  pH=8,0 20°C
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NaH:PO4 5 mM I=10mM  pH=5,3

Vi.4. Colonnes et solutés analysés en m-CEC

6A36- 6A3G6- 6A3G- 6A36-EDA- [6A36-EDA- | 6A36-EDA- 6A36-

pCD+ allylamine- allylamine- | pCD- CM-B-CD- | Scc-p-CD- cystéamine-
sulfonites- succinique | (EDC/INHS) | (EDC/INHS) | (EDC/INHS) pCD-
pCD+ acide- 400W 3 minutes (EDC/NHS)

pCD+ 400W Thiais

Cap 1 Cap 1 Cap 1 Cap1 Cap 1 Cap B Cap 1

10-12-2014 09-09-2014 08/09/2014 | 12/09/2014 |1 minutes 5 minutes 12/09/2014
(Thiais (Thiais (Thiais 29/10/2014 | 12/11/2014 (Thiais
RAMAN RAMAN RAMAN RAMAN
L=10cm) L=10cm) L=10cm) L=10cm)

Cap 2 Cap 2 Cap 2 CapB Cap 2

22-01-2015 29-09-2014 21/10/2014 | 5 minutes 5 minuies
(Thizis) (Thiais) 6/11/2014 | 19/11/2014

Cap I3 Cap ¥

thermique thermigque

23-06-2015 05-06-2015

VI.4.1. Liste des solutés racémiques injectés dans les colonnes 6A36-

EDA greffées avec le polymeére p-CD" via EDC/NHS sur 10cm

Capillaires 2 CSP 1 6a36-EDA-pCD- (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm leff = 20,5¢cm)

Racémiques injectés Tampon Electrolyte Température
Tris 10 mM 1=10mM  pH=7,4 o
6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM I=10mM  pH=8.0 20°C
Tris 10 mM I1=10mM  pH=7,4
ACN-Tris (40%-60%) 10mM pH=7,4 I=10mM
7-MéthoxyFlavanone | ACN-Tris (50%-50%) 10mM pH=7,4 I=10mM 20°C
ACN-Tris (60%-40%) 10mM pH=7,4 I=10mM
ACN-Tris (70%-30%) 10mM pH=7,4 1=10mM
Tris 10 mM I1=10mM  pH=7,4 o
Flavanone Tris 10 MM 1=10mM  pH=8.0 20°C
Ephédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=8,0 20°C
Noréphédrine Tris 10 mM 1=10mM  pH=8,0 20°C
HPPH Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C
Propranolol Tris 10 mM 1=10mM  pH=8,0 20°C

Capillaires 9 CSP 1 6a36-EDA-pCD- (1g.L™* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm leff = 20,5cm)

Racémiques injectés

Tampon Electrolyte

Température

7-MéthoxyFlavanone

Phosphate 10 mM 1=29mM pH=8,0

20°C

VI1.4.2.

Analyses a partir du 7 novembre 2014 : (couplage du Scc-B-CD- 1g.L™* par-dessus celui avec le CM-B-CD" 0,5g.L)

Racémiques injectés

Tampon Electrolyte

Température

7-MéthoxyFlavanone

Tris 10 mM I=10mM

pH=7.4

ACN-Tris (70%-30%) 10mM pH=7,4 1=10mM

20°C

Liste des solutés racémiques injectés dans la colonne 6A36-EDA
greffée par le monomeére CM-B-CD*(0,5g.L-1) via EDC/NHS sur 10 cm
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VI1.4.3. Liste des solutés racémiques injectés dans les colonnes 6A36-
EDA greffées par le monomere Scc-B-CD(1g.L) via EDC/NHS sur 10 cm
couplage a pH=8,0 Tris durant 15 minutes de réactions

Capl 12/11/2014

Propranolol Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C
Ephédrine Tris 10 mM I1=10mM  pH=8,0 20°C
Cap2 19/11/2014

7-MéthoxyFlavanone Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 20°C

Ephédrine Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C

6-HydroxyFlavanone Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C

Cizmim* Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C

HPPH Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C

Noréphédrine Tris 10 mM I1=10mM  pH=8,0 20°C
Vi.4.4. Liste des solutés racémiques injectés dans les colonnes 6A36-

pCD* non covalent

Capillaires 1 CSP 6a36-pCD* (1g.L™* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm leff = 20,5cm)
Capillaires 13 CSP 6a36-pCD* (1g.L* avec 50% de groupe épichloride) (L=31,2cm leff = 20,5¢cm)

7-MéthoxyFlavanone Phosphate 10 mM 1=10mM  pH=5,5 20°C

BNP Phosphate 10 mM I=10mM  pH=5,5 20°C

Acide de Mosher Phosphate 10 mM 1=10mM  pH=5,5 20°C

DMSO Phosphate 10 mM 1=10mM pH=5,5 20°C
VI1.4.5. Liste des solutés racémiques injectés dans les colonnes (EGMP-

BAA)-p-CD*

BNP Tris 10 mM 1=10mM  pH=8,0 20°C

7-MéthoxyFlavanone Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C
Vi.4.6. Liste des solutés racémiques injectés dans les colonnes (SPMA-

MPTS-TEOS)-p-CD*

BNP ACN-Tris 10 mM I=10mM  pH=74 3209’(§:et2§5(°:c
Warfarine (20-80) ACN-Tris 10 mM I=10mM  pH=7,4 20°C
Flavanone (30-70) ACN-Tris 10 mM I=10mM  pH=4,2 ; pH=8,0 20°C

6-HydroxyFlavanone | (30-70) ACN-Tris 10 mM I=10mM  pH=4,2 ; pH=8,0 20°C
7-MéthoxyFlavanone | (30-70) ACN-Tris 10 mM I=10mM  pH=4,2 ; pH=8,0 20°C
Flurbiproféne (30-70) ACN-Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C
BNP (30-70) ACN-Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C

Acide de Mosher (30-70) ACN-Tris 10 mM I=10mM  pH=8,0 20°C
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Communications relatives a la thése (dans l'ordre : titre, lieu, date, affiche ou
présentation orale)

Posters

Poster INOEDC 26 mai 2014 au Havre “Non-covalent and covalent chiral stationary phases
for capillary electrochromatography based on cyclodextrin polymers”.

Poster a I'Ecole d’Automne Southampton Projet AlI-Chem (14-17 septembre 2014)
“Non-covalent and covalent chiral stationary phases for capillary electrochromatography
based on cyclodextrin polymers “.

Poster JEDNC Rouen 11-12 mai 2015: “Non-covalent and covalent chiral stationary phases
for capillary electrochromatography based on cyclodextrin oligomer and polymers “.

Poster JEDNC Caen 13 Juin 2016: “Non-covalent and covalent chiral stationary phases for

capillary electrochromatography based on cyclodextrin polymers “.

Communications Orales

IX émes journées scientifiques du Club Jeunes 18 et 19 avril 2016 a Rouen : Non-covalent
and covalent chiral stationary phases for capillary electrochromatography based on
cyclodextrin

Journées Nord-Ouest Européennes des Jeunes Chrecheurs ,9-10 Juin 2016
Villeneuved’Ascq :

Syntheése et évaluation de phases stationnaires chirales pour I'electrochromatographie

capillaire en tube ouvert et monolithe
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