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Introduction Générale

La Federal Drug Administration (FDA) en 1992 a établi de nouvelles regles lors de 1a mise sur le marché
de molécules chirales. Méme si la FDA n’impose pas la commercialisation d’énantiomeres purs
exclusivement, il est devenu incontournable pour les entreprises pharmaceutiques de travailler au
développement de composés énantiomériquement purs lorsque la molécule comporte des centres
stéréogenes. Selon un rapport publié dans Nature review Drug discovery [1], tous les composés chiraux
approuvés par la Federal Drug Administration (FDA) en 2015 étaient des énantiomeres purs a
I’exception d’une seule molécule. C’est pourquoi, la préparation d’énantiomeres purs est devenue un
enjeu majeur pour la recherche pharmaceutique. Méme s’il est possible de développer des voies de
syntheése asymétrique conduisant a un seul énantiomere, cette stratégie est souvent longue et couteuse.
D’autre part, cette stratégie ne permet d’accéder qu’a un seul énantiomere et nécessite donc 2
développements en paralleéle pour obtenir les 2 énantiomeres. L”augmentation du nombre de séparations
chirales préparatives réalisées annuellement au sein de notre service est la parfaite illustration de cet
intérét grandissant pour les énantiomeres purs. Ainsi de 10 séparations chirales par chromatographie en
2001, nous sommes passés a plus de 600 en 2017. La renaissance de la Chromatographie en phase
supercritique (CPS) dans le début des années 2000 grace a la commercialisation de nouveaux appareils,
et I'arrivée sur le marché de nombreuses phases stationnaires chirales (PSC), notamment celles a base
de dérivés polysaccharidiques, a facilité la prise en charge de cet afflux de demandes de séparations par

chromatographie énantiosélective.

Il n’en demeure pas moins que la séparation d’énantiomeres par chromatographie reste une étape
délicate. En effet, d’une part, les mécanismes de reconnaissance chirale ne sont que trés partiellement
élucidés, ne nous permettant pas de ce fait, de prédire les conditions les plus propices a la séparation.
D’autre part 1’éventail de composés soumis est tres large avec des composés neutres, acides,
amphoteres, basiques ce qui ne facilite pas le développement de méthodes standardisées. Les composés
basiques qui sont de loin les plus nombreux dans le domaine pharmaceutique, ne sont pas les plus aisés
a séparer en CPS. En effet ces composés, ne peuvent généralement pas étre élués en CPS sans 1’apport
d’un constituant supplémentaire dans la phase mobile en complément du CO: et du co-solvant afin de
permettre leur élution. Ce constituant, appelé additif ayant généralement un caractére basique, est ajouté
dans des proportions pouvant aller jusqu’a 0,5% dans le co-solvant. Les études n’ont pas permis de
mettre en évidence si le choix de I’additif et sa concentration dans la phase mobile peuvent avoir un

impact sur la séparation des énantiomeres. Le but de cette étude est donc de mieux comprendre I’impact



de cet additif sur la séparation par CPS afin d’optimiser les conditions de séparations énantiosélectives

des composés basiques en vue de les transposer a I’échelle préparative.

L’ objectif de ce travail est de réaliser 1’étude chromatographique par CPS d’un ensemble de composés
chiraux basiques sur la phase amylose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) en faisant varier la nature de
I’additif mais surtout sa concentration pour étudier I’impact sur la rétention, 1’efficacité et
I’énantiosélectivité. Dans un deuxiéme temps, nous étendrons cette étude a d’autres phases stationnaires
énantiosélectives, et a des composés autres que les composés basiques afin de déterminer si les
phénomenes observés peuvent étre généralisé€s. Nous poursuivrons cette étude en tachant de
comprendre qu’est le mode d’action de I’additif. C’est-a-dire, si celui-ci a un impact en modifiant les
propriétés de la phase stationnaire de la phase mobile ou encore celles des composés. Nous poursuivrons
par une étude par résonnance magnétique nucléaire (RMN), pour tenter de mettre en évidence les
réactions se produisant entre le CO; et les amines au sein de la colonne de chromatographie et si la
concentration en additif modifie les équilibres entre les especes présentes. Nous terminerons ce rapport
par plusieurs applications en CPS lors de la séparation de mélanges racémiques issus de la recherche
Janssen montrant que cette étude sur les additifs a eu des répercussions positives sur notre maniere

d’aborder les mises au point de séparations chirales en vue de les transposer a 1’échelle préparative.

Références

[1] A. Mullard, «2015 FDA drug approvals,» Nat. Rev. drug discov., vol. 15, pp. 73-76, 2016.
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I Introduction

Ce chapitre bibliographique est divisé en quatre parties. Apres avoir décrit brievement, dans une
premiere partie, la recherche pharmaceutique, son histoire et les différentes étapes menant a la découverte
d’un nouveau principe actif, nous consacrerons la deuxieme partie aux fluides supercritiques et notamment
au CO; supercritique. Nous nous intéresserons a leurs propriétés et a leurs différentes applications. La
troisieme partie sera consacrée a la chiralité. Nous aborderons en particulier, les différentes techniques
permettant d’obtenir des énantiomeres purs. Enfin la derniere partie sera consacrée a la chromatographie
énantiosélective en phase supercritique avec la description des différentes phases stationnaires disponibles
et des phases mobiles. Nous nous intéresserons plus particulierement & I’importance du co-solvant et de
I’additif mais également aux travaux réalisés pour déterminer la polarité et le pH des phases mobiles en

CPS. Nous ferons un focus sur la réactivité du CO, dans ces conditions opératoires.

IT Le médicament et la recherche pharmaceutique

1. Généralités

L’utilisation des médicaments remonte a I’antiquité avec I’utilisation de substances d’origine
végétale, ou animale et jusqu’au Moyen-Age, on se servait principalement de plantes médicinales et
d’herbes aromatiques pour lutter contre les maladies. Au XVIeme siccle, Philippus Theophrastus
Bombastus von Hohensheim, dit Paracelse, jeta les bases de la pharmacologie moderne et fut le premier a
utiliser des préparations chimiques notamment a base d’antimoine et de mercure comme remede
thérapeutique. A partir du XIXeéme siecle, la connaissance de certains principes de chimie et de physique
permit d’extraire des principes actifs présents dans les végétaux telle que la morphine extraite de 1I’opium.
Puis grace au développement de la synthese organique, les médicaments de synthese se développerent avec
notamment la synthese de I’acide acétylsalicylique (Aspirine) en 1853 ou la découverte de 1’action des
sulfamides sur les microbes en 1937. S’en suivit la découverte de différentes molécules telles que la
pénicilline en 1941, la streptomycine (antituberculeux) en 1947, la cortisone en 1949 ou les premiers
neuroleptiques avec notamment la découverte de I’halopéridol par Paul Janssen ; plus récemment la mise
sur le marché du premier anticorps monoclonal (1986) a été suivie de nombreuses autres molécules.
Actuellement 35 sont a la disposition des patients et des centaines d’autres en développement. Depuis, le
nombre de produits en développement n’a cessé de croitre avec actuellement, au niveau mondial, pres de 2
000 molécules en études cliniques aboutissant a la mise sur le marché de 40 a 60 nouveaux principes actifs
chaque année [1]. En 2016, le marché du médicament représentait 1 045 milliards d’euros et la vente des
10 principes actifs les plus vendus représentait 10% du chiffre d’affaire total (figure-1.1). Environ 10% de

cette somme est réinvestie dans la recherche de nouveaux médicaments. Par exemple, en 2015, Johnson &
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Johnson a investi plus de 8 milliards d’euros dans la recherche et développement. En effet, le
développement d’un nouveau médicament est trés couteux et prend de nombreuses années. Entre le début
du programme de recherche et la mise sur le marché, il s’écoule en moyenne 12 ans et prés d’un milliard

d’euros sont dépensés.

Source ! QuintfesiMS

Produit Lahoratoire (lasse thérapeutique Part de marché mondiale en 2016
HUMIRA Abbvie Antirhumatismes 2,0%
HARVONI Gilead Sciences Anti-hépatite € 1,8%
LANTUS Sanofi Antidiabétiques 1,4%
ENBREL Pfizer Antirhumatismes 1,1%
REMICADE MSD Antirhumatismes 0,9%
SERETIDE GSK Antiasthmatiques 0,8%
XARELTO Bayer Antithrombotiques 0,8%
MABTHERA Roche Antinéoplasiques 0,7%
CRESTOR AstraZeneca Anticholestérolémiants 0,7%
LYRICA Pfizer Antiépileptiques 0,7%
TOTAL 10,9%

Figure-1 1: les 10 principes actifs générant les plus forts chiffres d'affaires (blockbusters) [2]

2. Recherche et développement d’'un médicament

Le processus de découverte d’un nouveau médicament est divisé en plusieurs étapes (figure-1.2),
allant de la recherche exploratoire (Early drug discovery) a la recherche clinique (clinical development) en

passant par la phase préclinique (preclinical studies).

Target indentification

Hit to lead

préciinical Phase
Clinical Phase | 1t 11l

Clinical Phase Iv

Figure-1 2: processus de recherche d'un nouveau médicament
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Il faut savoir que pour 1 molécule sur le marché, 10 000 molécules auront été élaborées lors de la

recherche exploratoire.

2.1.Recherche exploratoire
Cette premiere partie du chemin qui doit mener a la découverte d’un nouveau médicament consiste
a développer une molécule qui aura I’activité attendue sur la cible prédéfinie. C’est-a-dire que cette
molécule devra étre active, sélective et avec une faible toxicité. La partie consacrée a la recherche
exploratoire se divise également en différentes étapes que sont : (i) I’identification et la validation de la

cible, (ii) I’identification des hits, (iii) le passage du hit au lead et (iv) I’optimisation du lead (v).

L’identification de la cible consiste a déterminer quelle est I’origine d’une maladie et quelle est la
cible potentielle a combattre. Cette cible est une entité biologique qui peut étre soit une protéine, soit un
gene. En effet, le mode d’action d’un médicament est d’interagir avec une protéine soit pour renforcer, soit
pour inhiber sa fonction. Il existe différentes approches pour identifier cette cible parmi lesquelles, le

criblage phénotypique, I’imagerie ou les biomarqueurs.

La deuxieme étape est (ii) I’identification de hits. Il s’agit d’identifier les séries chimiques qui sont
actives sur la cible. Cette étape se fait soit par criblage a haut débit (High Throughput Screening ou HTS)
de bibliothéque contenant des milliers de molécules, soit par étude d’interactions entre la cible et des
fragments. Ces fragments sont de petites molécules qui pourraient constituer une partie du futur principe

actif. Cette étude de fragments peut également se faire par RMN (fragment based drug design).

Une fois que les potentielles séries ont été identifiées, il est nécessaire de synthétiser des composés
homologues des différents hits identifiés afin d’en améliorer les propriétés pharmacologiques ; c’est ce
qu’on appelle couramment I’ étape de (iii) « hit to lead ». En modifiant successivement les différentes parties
de la molécule, il est possible de comprendre plus précisément la relation entre la structure et ’activité
pharmacologique (c’est ce qu’on appelle le SAR : Structure Activity Relationship) afin de synthétiser la
molécule la plus active possible. Au cours de 1’étape de «hit to lead », les séries montrant le moins
d’efficacité sont abandonnées progressivement pour ne garder généralement que la série la plus

intéressante. Tous les efforts d’étude de SAR sont alors portés sur cette derniere série.

Vient enfin I’étape (iv) d’optimisation du lead (lead optimization). Cette derniere étape consiste a
synthétiser des homologues du lead qui permettront d’obtenir la méme efficacité et la méme sélectivité que
le lead tout en corrigeant les potentiels défauts de cette molécule. Une fois que cette étape est achevée, le
composé sélectionné est prét pour les études précliniques. Bien que le produit soit en phase préclinique, le

travail de recherche exploratoire n’est pas terminé. En effet, il n’est pas rare de réaliser la synthese de
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nouveaux composés afin d’obtenir un potentiel remplacant au lead au cas ou les études précliniques ou

cliniques n’aboutiraient pas. C’est ce qu’on appelle la molécule back up.

2.2.Phases précliniques et cliniques

L’étude préclinique consiste a étudier le composé sur des modeles animaux. Si le composé passe cette
étape avec succes viennent alors les 3 phases de 1’étude clinique : 1’étude clinique de phase I consiste a
étudier les effets du composé sur un nombre restreint d’hommes sains. L'objectif est d'évaluer la sécurité
d'utilisation du produit, son devenir dans I'organisme, son seuil de tolérance ainsi que les effets indésirables.
On étudie le comportement du composé dans le corps humain c’est ce qu’on nomme I’ ADME (Absorption-
Distribution-Métabolisme-Elimination). Cette étude nécessite une a deux années. Lors de la phase II de
I’étude clinique, I’efficacité du principe actif est étudiée sur un petit nombre de malades (de 100 & 300
patients). C’est lors de cette étape que la posologie est affinée. Pendant I’étude clinique de phase I11, 1’étude
d’efficacité est réalisée sur un nombre plus important de malades (plusieurs milliers). Cette étape est la
derniere avant la demande d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) pendant laquelle le
remboursement et le prix seront négociés. L’obtention de cette autorisation peut prendre plusieurs années
et doit étre obtenue par pays ou groupe de pays. Apres la mise sur le marché, il existe une étape clinique de
phase IV qui est une étude de suivi permettant de repérer de potentiels effets indésirables rares

(pharmacovigilance).

IIT Les Fluides Supercritiques

1. Définition:

En fonction de la température et de la pression appliquées a un composé, celui-ci peut étre soit a
I’état solide, a I’état liquide ou enfin a 1’état gazeux. Cependant, en dehors de ces 3 états de la matiere, il
existe d’autres « états définis » [3]. En effet en chauffant trés fortement un gaz, on obtient un fluide dont
I’énergie est telle qu’elle réussit a arracher des électrons aux atomes donnant un fluide extrémement
conducteur d’électricité appelé plasma. De méme en appliquant une température et une pression permettant
d’étre au-dela du point critique d’un composé, c’est-a-dire dans la zone ot il n’y a plus de délimitation entre
I’état liquide et 1’état solide, on obtient un fluide supercritique. Pour certains, le plasma et le fluide
supercritique sont des états de la matiere [4,5] pour d’autres au contraire ce ne sont pas des états de la
matiere car le fait qu’il n’y ait pas de transition de phase en augmentant la température d’un liquide pour
obtenir un fluide supercritique comme c’est le cas entre 1’état solide et 1’état liquide ou entre 1’état liquide
et I’état gazeux, ne permet pas de définir les fluides supercritiques comme un état de la matiere [6]. Que

I’état supercritique soit un état de la matiére ou pas, tout corps pur peut ére amené dans cet état en
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appliquant des conditions de pression et de température spécifiques. La température critique d’une
substance est celle au-dela de laquelle cette substance ne peut plus étre liquéfiée quelle que soit
I’augmentation de pression. De la méme maniere, la pression critique est celle au-dela de laquelle une

substance ne peut plus exister sous forme de gaz quelle que soit la pression appliquée.

Lorsque 'on fait varier les parametres thermodynamiques, température et pression, les corps
comme I’eau, le CO; ou le diméthylsulfoxide (DMSO) par exemple peuvent changer d’état (Figure-1.3.).
IIs peuvent passer de 1’état liquide a 1’état solide ou inversement et on parle alors de solidification et de
fusion, de I’état liquide a 1’état gaz, phénomene nommé vaporisation ou liquéfaction lorsqu’il s’agit de la
transition gaz-liquide. Quant a la sublimation, elle concerne le passage de I’état solide a 1’état gazeux sans

passer par I’état liquide. Ceci est possible si un corps est chauffé alors que la pression appliquée est
inférieure a la pression du point triple.

A
1
1
2 ‘.
2 [ '
" | I
@ ; ! |
= solid phase . N _
o \ compressible | supercritical fluid
| liquid :
1
critical pressure | '
PE[' ll .
o critical pomt
X liquid l
: phase
i
1
P wiple point | gaseous phase
vapour
critical
temperature
TtF‘ Ter

Temperature ]
Figure-1 3: Diagramme de phase général (extrait de I'article Phase Diagram [7])
Ces différentes transitions peuvent étre représentées sous la forme d’un diagramme de phase d’un
corps pur sur lequel sont représentées 3 zones distinctes délimitées par des courbes d’équilibres,
correspondant aux 3 états de la matiere, solide, liquide et gaz en fonction de la température et de la pression.
Le point a I’intersection des 3 lignes correspondant au point triple ; pression et température a laquelle les 3
phases coexistent. Lorsque la pression ou la température varie, le corps passe d’un état a un autre. En
revanche dans certaines conditions, le fait d’augmenter la pression ou la température trés fortement
provoque simultanément une augmentation de la densité du gaz et une diminution de celle du liquide en

équilibre avec cette phase gazeuse jusqu’a n’obtenir plus qu’une seule phase, appelée phase supercritique.
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Il n’y plus de courbe d’équilibre délimitant les 2 zones. Le point au-dela duquel toute modification de la

pression ou de la température ne permet pas d’obtenir une phase liquide ou vapeur est appelé point critique.

2. Histoire

La découverte des fluides supercritiques [8] remonte au XIXeéme siecle, avec la description par
Charles Cagniard de la Tour en 1822 de I’état particulier. En effet lors d’études sur 1’acoustique, Charles
Cagniard de la Tour remarqua que le bruit fait par une pierre dans une enceinte fermée, remplie en partie
avec un liquide était différent lorsque la température était tres élevée. Il en conclut qu’il n’y avait plus
qu’une phase dans I’enceinte et donc plus de séparation entre la phase liquide et la phase vapeur. Il venait
de découvrir 1’état supercritique. Dans un deuxieéme temps, il nota que le ménisque qui sépare une phase
liquide et une phase gazeuse disparaissait lorsque I’enceinte contenant ces deux phases était chauffée. De
nouvelles expériences en tubes scellés [9-10] lui permirent de déterminer la température critique de
plusieurs solvants tels que I’eau, 1’éthanol, 1’éther et le sulfure de carbone. Apres plusieurs propositions de
nom telles que le « point de vaporiscience », « I’état Tourian », « I’état Cagniard de la Tour » ou « le point
absolu d’ébullition », le terme état supercritique fut définitivement adopté en 1869. C’est T. Andrews [11]
qui proposa cette dénomination lors d’une étude sur le CO». Il conclut qu'un gaz ne pouvait étre condensé
en un liquide et qu’un liquide ne pouvait étre vaporisé qu’en de ¢a d’une température et d’une pression
précise. Au-dela de ce point n’existait qu’une seule phase appelée phase supercritique. Cette phase a pour
particularité d’avoir une forte compressibilité ainsi qu’une importante dilatation thermique. D’autre part la
moindre modification de la pression ou de la température impacte fortement la densité de ce fluide. Van
der Waals s’inspira des travaux d’ Andrews pour établir son équation d’état (eq 1) :

(eq.1)

an®
P+ F (V—nb)=nRT

: le terme de cohésion (constante)
: le covolume molaire (constante)
: la quantité de matiere (nombre de mole)
: la pression
: la constante universelle des gaz parfaits

: la température absolue
: le volume.

< HmuBs o

Quelques années plus tard Hannay et al. [12] mirent au jour le fort pouvoir de solubilisation des
fluides supercritiques sur des solides. IIs étudierent la solubilité du chlorure de cobalt, du chlorure de fer ou

de I’iodure de potassium dans 1’éthanol supercritique. Ils découvrirent qu’en augmentant la pression, la
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solubilité augmentait. Il est a noter que lorsque seule la pression critique ou la température critique est

atteinte, on parle d’état subcritique.

Il a fallu attendre la fin des années 30 pour voir un regain d’intérét pour les fluides supercritiques
dans le domaine de 1’extraction avec en 1936 un processus de désasphaltage des produits pétroliers par
Wilson et al . [13] en utilisant du propane supercritique. Dans le domaine des produits naturels, en 1970 la
premiere décaféination du café en utilisant du CO» supercritique fut présentée par K. Zosel [14]. Quant a
la chromatographie utilisant un fluide supercritique comme phase mobile, selon T. Berger [15], c’est J.
Lovelock qui, en 1957, a émis pour la premiere fois, 1’idée d’utiliser les fluides supercritiques comme phase
mobile en chromatographie en phase gazeuse. Il donna le nom de « critical state chromatography » a ce
nouveau mode de chromatographie. La premiere application en chromatographie en phase supercritique fut
réalisée par E. Klesper et al. en 1962 [16]. Ils utiliserent du dichlorofluorométhane et du
chlorodifluorométhane a I’état supercritique afin de séparer des porphyrines labiles, la force éluante de la

phase mobile étant ajustée en modifiant la pression dans le systeme.

3. Propriétés physiques des fluides supercritiques

Tous les corps purs peuvent étre amenés a I’ état supercritique moyennant des conditions opératoires
plus ou moins drastiques. Le tableau 1 rassemble quelques exemples de fluides avec les valeurs de pression

et de température critiques.

Tableau-I 1: pression et température critiques pour différents composés

Fluide Pression point critique (MPa) Température point critique (°C)

CO- 7,39 31,1

Eau 22,1 3739

Méthane 4,58 -82,3

Ethane 4,87 32.33

Propane 4,25 96,68
Ethanol 6,22 241

Ammoniac 11,13 132,4
Protoxyde d’azote 7,15 36,4
Dichlorofluorométhane 5,18 178
Chlorodifluorométhane 4,99 96

Il n’y a pas sur terre, de substances existant a I’état naturel, a 1’état supercritique, ou tout du moins

a une température inférieure a 50°C et a une pression proche de 0,1MPa. En revanche, selon R. Bouchez
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Bert-Manoz [5], du fait de la pression critique de 1’eau qui est de 22,1 MPa, et de la profondeur moyenne
des océans sur terre qui est de 3 900 m, la pression au fond des océans est supérieure a la pression critique
de I’eau. L’eau est alors dans un état subcritique. De méme, au niveau des dorsales océaniques toutes les
conditions requises a la présence d’eau supercritique sont réunies. En effet, la profondeur moyenne des
océans au niveau des dorsales est de 2 700 m générant une pression proche de 27 MPa et la température du
magma est proche de 1 000°C. D’autres sources d’eau supercritique sont présentes sur terre et plus

précisément dans la croute terrestre du fait des hautes pressions et des fortes températures qui existent.

Comme le montre le tableau-1.2, les propriétés physico-chimiques des fluides supercritiques sont
intermédiaires entre celle des gaz et celles des liquides. C’est-a-dire que les fluides supercritiques ont une
densité proche de celle des liquides et environ 100 a 1 000 fois plus importante que celle des gaz. En
revanche les fluides supercritiques présentent des viscosités faibles et des diffusivités élevées, comparables

a celle des gaz.

Tableau-1 2: Tableau comparatif des propriétés physiques des fluides supercritiques [17]

Densité (kg/m?)||Viscosité dynamique (pPa-s)||Diffusivité (mmz/s)l
Gaz 1 10 1-10
Fluides supercritiques|| 100-1000 50-100 0.01-0.1
Liquides 1000 500-1000 0.001

Grice a ces propriétés physiques, les fluides supercritiques sont de tres bons candidats pour
I’utilisation en tant que phase mobile de chromatographie. Les fluides supercritiques sont également de tres
bons solvants ; c’est pourquoi ils sont utilisés en extraction et leur pouvoir solvant peut étre modulé en
faisant varier la pression de I’enceinte. Aux environs du point critique, il y a concurrence entre un systeme
condensé comme a I’état liquide dans lequel les forces intermoléculaires sont prépondérantes et un systéme
dispersé semblable a 1’état gazeux dans lequel I’énergie cinétique d’agitation des molécules est

prédominante.

3.1.Viscosité
Les fluides supercritiques possédent une viscosité proche de celle des gaz bien que légerement
supérieure, mais bien inférieure a celle des liquides. Cette propriété est trés avantageuse en chromatographie

car elle permet I’utilisation de débit tres élevé sans toutefois générer de fortes pertes de charge.
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3.2.Densité et pouvoir solvant

Les fluides supercritiques ont une densité proche de celle des liquides. La densité et donc le pouvoir
solvant varient fortement aux alentours du point critique. McHugh et al. [17] noterent que la solubilité du
naphtalene dans le CO: supercritique pouvait étre modulée en faisant varier la pression. Il nota qu’a
relativement basse pression, le pouvoir solvant du CO; sur le naphtalene diminuait lorsque la température
était augmentée alors qu’a haute pression il s’accroissait. C’est d’ailleurs grice a cette propriété que
I’utilisation du CO> supercritique est possible pour I’extraction ; en effet, la densité du fluide est ajustée
afin d’extraire les composés désirés en fonction de leur solubilité dans les fluides supercritiques. Cette
propriété leur confere un bon pouvoir solvant, ce qui permet d’utiliser la chromatographie en phase
supercritique a I’échelle préparative. Cependant, en fonction des composés a purifier, il est souvent
nécessaire d’ajouter un co-solvant afin d’augmenter a la fois la force éluante de la phase mobile et la
solubilité. Cet ajout a pour conséquence de déplacer les coordonnées du point critique. En effet selon la
proportion de co-solvant ajoutée dans la phase mobile, la température critique et la pression critique
augmentent et il n’est pas rare qu’une phase mobile composée de CO; et de solvant soit a I’état subcritique
et non pas a I’état supercritique. En dépit d’'une augmentation de la densité et de la viscosité a 1’état
subcritique, il n’y a pas discontinuité de ces propriétés physiques lorsque la proportion de co-solvant

augmente et les conditions restent propices a 1’utilisation comme phase mobile de chromatographie.

En revanche, du fait des grandes variations de densité aux alentours du point critique, il est préférable
d’utiliser une pression et une température relativement éloignées de ce point. En effet a une pression proche
du point critique, la moindre variation de pression du systeme engendrera une modification de la force
éluante de la phase mobile et en conséquence un changement des temps de rétention des solutés. D’autre
part, fixer une pression trop proche de la pression critique peut avoir un impact sur I’efficacité du fait de la
compressibilité du CO; et du gradient de pression entre I’entrée et la sortie de la colonne. Comme I’ explique
Guiochon et son équipe [18] qui ont beaucoup étudié ces phénomenes, un des parametres clés affectant
I’efficacité est la vitesse de la phase mobile qui dépend de son débit massique et de sa densité. Or la densité
varie avec la température et la pression. La pression diminue le long de la colonne provoquant une
diminution de la densité mais aussi une augmentation du débit volumétrique et de la vitesse linéaire. Cette
expansion de la phase mobile peut générer une diminution de la température, qui si elle est suffisamment

importante peut induire des gradients de viscosité dans le sens radial impactant 1’efficacité.

3.3.Diffusivité
Le coefficient de diffusion (Dm) d’un soluté dans un fluide traduit sa capacité a migrer des zones
les plus concentrées vers les zones les moins concentrées. La diffusivité dans les fluides supercritiques est

tres élevée comparée a celle obtenue dans un liquide. Ce coefficient de diffusion a un impact direct sur
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Pefficacité en chromatographie par l’'intermédiaire de la diffusion axiale et radiale, représenté

respectivement par les termes B et C dans I’équation de Van Deemter (eq.2) :

B
H=A+—+Cv @

H : La Hauteur équivalente a un plateau théorique
A : terme lié a la diffusion turbulente

B : terme lié a la diffusion longitudinale

C : terme lié a la résistance au transfert de masse
v: vitesse linéaire

B est proportionnelle 2 Dm. Plus le débit est élevé et plus I'impact de la diffusivité sur la hauteur équivalente
a un plateau théorique sera faible. La faible viscosité des fluides supercritiques permet d’utiliser des débits
élevés. C’est inversement proportionnel a Dm.

4. Le CO2 supercritique

4.1.Généralités

Bien qu’il y ait de plus en plus d’applications utilisant de 1’eau supercritique, le fluide supercritique
le plus utilisé reste le CO». En effet ce dernier présente de nombreux avantages. Tout d’abord sa température
critique et sa pression critique qui sont respectivement de 31°C et 7,38 MPa sont relativement faciles a
atteindre. De plus cette température et cette pression sont compatibles avec la stabilité des composés
organiques a extraire ou a analyser. Le CO, supercritique est non corrosif contrairement a [’eau
supercritique. D’autre part, le CO» est non toxique ; il est d’ailleurs présent dans 1’air que nous respirons a
hauteur de 0,04%. Il est également ininflammable, ce qui facilite sa manipulation et son stockage et enfin
il est tres abondant. En effet en 2013, 35 499 milliers de tonnes de CO- ont été rejetées dans 1’atmosphere
du fait de I’activité humaine [19]. Les principales sources de CO2 sont les cimenteries, les installations de
production d’engrais ou la pétrochimie. La conséquence de cette abondance est son faible colit qui peut
varier de 50 centimes a 4€ le kilogramme, en fonction de la pureté, ce qui est économiquement avantageux
comparé aux solvants organiques tel que 1’acétonitrile. Le CO» supercritique présente les mémes propriétés
physiques que les autres fluides supercritiques avec une viscosité faible, une diffusivité élevée et une densité

proche des liquides (tableau-I.3).
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Tableau-I 3: caractéristiques physiques du CO; supercritique

Diffusivité du
Naphtalene a 47°c, 14.2
MPa (mm?/s) [21]

CO; supercritique 500 49 0,013

Densité a 50°C et Viscosité a 40°c et

11MPa (Kg/m®) [20] 10MPa (uPa.s) [21]

4.2.Applications du CO; supercritique
De nombreuses applications ont été développées autour des fluides supercritiques et notamment a

I’échelle industrielle.

4.2.1. Applications agroalimentaires
Les premieres applications du CO- supercritique ont été réalisées dans le domaine de 1’extraction
avec des les années 70, la décaféination du café avec pres de 80 000T de café traité par an par la société
Maxwell. Depuis d’autres applications ont été développées comme le traitement des bouchons en liege pour
éliminer les trichloroanisoles (TCA) responsables du « gofit de bouchon » [22]. On pourrait également citer,
I’élimination du cholesterol de la viande [23], des ceufs [24] ou I’extraction de la nicotine du tabac [25].
Tous les exemples précédemment cités concernent I’élimination d’un composé indésirable mais il existe

également des procédés permettant d’extraire une molécule d’intérét.

L’extraction par un fluide a I’état supercritique peut également étre utilisée pour isoler des aromes
et des parfums. Cette technique permet d’extraire les molécules actives sans chauffer et sans utiliser de
solvants organiques qui pourraient dénaturer les principes actifs. Des aro6mes tels que des extraits de rose,

de lilas ou d’églantier [26] sont isolés grace a cette technique.

4.2.2. Applications médicales
Dans le domaine de la santé, le CO supercritique trouve également des applications. Il est utilisé
pour stériliser des matériaux et notamment des polymeres qui serviront de prothese [27], dans les processus
de fabrication de biopolymeres [28], dans la délipidation de matiere osseuse afin de les réimplanter et
faciliter 1’ostéoconduction [29], mais aussi pour réaliser I’imprégnation d’un principe actif (médicament)

dans un biopolymere qui sera implanté [30].

4.2.3. Applications cosmétiques et pharmaceutiques
Une nouvelle fois, le CO, supercritique a trouvé des applications pour I’industrie cosmétique avec
notamment, son utilisation pour la formation de liposomes ou pour [’encapsulation d’ingrédients

cosmétiques [31] ou dans I'industrie pharmaceutique, pour par exemple, la préparation de particules
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inhalables grace a la combinaison de la technique SAS (Supercritical Anti Solvant) et la technique RESAS
(Rapid Expansion from Supercritical to Aqueous Solution) [32]. La technique SAS consiste a mettre en
contact une solution organique avec du CO: supercritique. Au cours du mélange le CO> se dissout
rapidement dans la solution organique ce qui provoque la précipitation du soluté grace a I’effet anti-solvant.
Ensuite le solvant organique est extrait grace au CO» supercritique permettant de récupérer le soluté sans

trace de solvant.

4.2.4. Applications environnementales
Une des applications des fluides supercritiques dans le domaine de I’environnement est 1’ utilisation
de I’eau supercritique pour traiter les eaux usées par oxydation [33]. Les fluides supercritiques sont
également utilisés dans la dégradation des plastiques ou des fibres de carbone. Les polymeres tels que le
polyéthylene téréphtalate, le nylon ou le polyuréthane sont facilement dépolymérisés en monomeres par

I’action de I’eau ou de I’alcool a I’état supercritique [34].

4.2.5. Applications en synthése organique

Dans le domaine de la chimie organique, de nombreuses applications impliquant les fluides
supercritiques ont été développées, 1'un des objectifs étant de substituer les solvants organiques issus du
pétrole par un solvant moins polluant et économiquement plus rentable. Le CO, supercritique peut entre-
autre €tre utilisé dans les réactions d’hydrogénation [35], telle que la réduction de la double liaison de
I’isophorone [36]. La réaction étant totale dans ces conditions, elle ne nécessite pas de purification en aval
de la synthese. L’avantage est que I’hydrogene et le CO, ne forment qu’une phase homogene a la différence
des réactions dans les solvants organiques. D’autres réactions peuvent étre réalisées dans le CO-
supercritique telles que les alkylations de Friedel et Crafts [37], la syntheése d’éther ou d’acétal & partir
d’alcool [38] ou I’oxydation d’alcool en aldéhyde ou cétone. Une revue de S. Mayadevi [39] fait une
syntheése de toutes les réactions utilisant le CO, a I’état supercritique en tant que solvant. Le CO;
supercritique a I’avantage d’€tre un solvant « vert » comparé aux solvants organiques, c’est-a-dire que son
impact environnemental est moindre ; en plus il est possible de modifier les propriétés physiques de ce

solvant (densité, viscosité ou polarité) en faisant varier la température et la pression.

5. La chromatographie en phase supercritique

5.1.Généralités
La derniere application des fluides supercritiques que nous allons présenter est celle qui est

intimement liée a ce travail : la chromatographie en phase supercritique. La premiere application du CO»
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supercritique en tant que phase mobile pour la chromatographie a été décrite en 1962 par Klesper et al.
[16], soit une soixantaine d’années apres 1’invention de la chromatographie sur colonne par M. Tswett [40]
et pres de 140 ans apres la découverte des fluides supercritiques. E. Klesper utilisa a la fois du
dichlorofluorométhane et du chlorodifluorométhane a 1’état supercritique pour séparer des porphyrines
thermolabiles. Cette technique fut nommée «high pressure gas chromatography above critical
temperature ». Le nom Supercritical Fluid Chromatography fut proposé par S. Sie [41] en 1967. 1l est
important de noter que dans les premiers exemples d’utilisation des fluides supercritiques, la phase mobile
était enticrement constituée de fluides supercritiques et la force éluante étaient réglée en modifiant la
pression a I’intérieur de la colonne. Ce procédé se rapprochait de ce qu’on fait en chromatographie en phase
gazeuse ol la phase mobile est composée d’un gaz dont la température est ajustée afin de modifier la force
éluante. Etonnamment, la CPS est aussi « vieille » que la CLHP, mais comme 1’explique M. Saito [42], son
développement a mis plus de temps, pour des raisons techniques mais aussi a cause de sa position ambigué
entre la chromatographie en phase gazeuse et la chromatographie en phase liquide. Dans les années 80, la
chromatographie en phase supercritique capillaire, qui est comparable a la GC capillaire fut introduite.
Cette technique combinait I’utilisation d’un tube non rempli, en silice fondue avec une phase mobile
supercritique et ainsi devint plus populaire que la chromatographie en phase supercritique en colonne
remplie qui peut se rapprocher de la chromatographie en phase liquide. Cependant dans les années 90, grace
au développement de nouveaux instruments par Hewlett Packard (HP), il devint possible d’utiliser un co-
solvant dans la phase mobile (afin d’augmenter la gamme d’application de la CPS). Ces améliorations
techniques liées aux recherches entreprises par T. Berger et L. Taylor provoquerent un regain d’intérét pour
la CPS en colonne remplie au détriment de la CPS capillaire qui a maintenant quasiment disparu. Les
premieres applications de la CPS préparative furent particulierement dédiées a la purification de produits
naturels, tels que le tocophérol [43] issu des germes de blé ou les oligosaccharides de 'urine [44]. La
premiere séparation d’énantiomeres fut réalisée par P. Mourier en 1985 sur une phase de type « Pirkle »
[45], avec des séparations en moins de 2 minutes. Un an plus tard P. Macaudiere et M. Caude évaluerent la
CPS pour la séparation d’amides racémiques [46]. En 1989, la méme équipe publia les résultats d’une

séparation chirale sur une phase polysaccharide (Chiracel OB) [47].

Les propriétés physiques du CO, en font une phase mobile tres intéressante pour la chromatographie.
Comme expliqué dans la partie consacrée aux propriétés physiques des fluides supercritiques, sa faible
viscosité fait que des débits élevés (comparés a ceux en CLHP) peuvent étre utilisés permettant de réduire
les temps d’analyse. Ainsi dans I’exemple présenté figure-1.4, des couples d’énantiomeres sont analysés sur
une colonne de dimension 100x4,6mm avec des particules de silice de 3um a 3,5 mL/min permettant une

élution en moins d’une minute avec une bonne résolution.
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Figure-l 4: Exemples de séparations de mélange racémique en CPS en moins de 1 minute (composé de recherche Janssen) :
colonne : Chiralcel 0J-3 100*4.6 mm, phase mobile : CO2/MeOH 65/35. Débit : 3,5 mL/min Pression de sortie : 10,5 MPa

L’ autre possibilité qui est offerte grace a la faible viscosité du CO; est I’ utilisation de colonnes plus
longues. Ceci peut se faire en connectant plusieurs colonnes remplies avec la méme phase stationnaire
générant ainsi un nombre de plateaux théoriques treés important ou en connectant des colonnes avec des
phases stationnaires de natures différentes (plusieurs colonnes chirales ou une colonne chirale avec une
colonne achirale) afin de séparer des mélanges complexes. Cet avantage avait été mis en évidence il y a
plus de 20 ans par T. Berger, dans des travaux ou il connecta jusqu’a 11 colonnes de 20 cm de longueur
pour obtenir 250 000 plateaux théoriques [48]. Il est a noter que lorsque 2 colonnes de nature différente
sont couplées, la séparation des constituants du mélange a analyser est différente en fonction de I’ordre de
couplage. Ceci a été démontré en 2015 par E. Lipka lors de la séparation de 4 isomeres sur une colonne
Lux Amylose 2 couplée a une colonne Chiralcel OD (figure-1.5). L’ordre d’élution des 4 isomeres était
différent selon que la colonne Lux Amylose 2 était connectée en premier ou en deuxieme. Ceci s’explique
par une différence de pression en téte de colonne selon que la colonne est placée en premiere ou en deuxieéme

position avec un impact sur la densité du CO, et donc sur sa force éluante [49].
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Figure-1 5: analyse de 4 diastéréoisomeres en CPS sur deux colonnes couplées: B : Chiralcel® OD-Amylose-2 C : Amylose-2-Chiralcel
oD [50]

Afin de tester différentes combinaisons de colonnes en tandem, C. Welch modifia un systeme CPS
de marque Berger. Grace a I’ajout de vannes ce systeme lui permettait de tester 25 combinaisons différentes

avec 10 colonnes [51].
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5.1.La Chromatographie en phase supercritique chirale préparative
J’ai décidé de présenter en détails la CPS préparative chirale car I’étude que j’ai réalisée sur les
additifs a pour finalité d’étre transposée a I’échelle préparative afin d’améliorer la purification des
énantiomeres et d’en étudier leur activité biologique. La CPS préparative chirale étant I’une des activités
de notre laboratoire, je terminerai ce rapport par quelques applications préparatives de CPS pour lesquelles

le choix et la concentration de I’additif a joué un réle primordial dans 1’augmentation de la productivité.

5.1.1. Généralités
Depuis I’'introduction de cette technique, la CPS chirale préparative est le principal champ
d’application de la technique. Les 2 raisons principales sont la faible consommation de solvant organique
en comparaison avec la chromatographie liquide et la capacité de cette technique a s’appliquer a la
séparation d’énantiomeres qui est souvent un challenge dans le développement d’un nouveau composé

pharmaceutique.

5.1.2. Appareillage

La CPS est un mode chromatographique qui se préte trés bien a 1’échelle préparative mais tout
comme pour la CPS analytique cela nécessite quelques spécificités techniques. La CPS préparative n’est
pas aussi aisée a mettre en ceuvre que la chromatographie liquide. Tout d’abord, en fonction du débit utilisé,
la consommation de CO> peut aller jusqu’a 3 kg/min comme pour le systeme Supersep 300 de Novasep, ce
qui nécessite 1’installation d’un réservoir de CO, (un cylindre B50 n’alimenterait ce systéme que pendant
11 minutes). En revanche en paramétrant convenablement la pression et la température du CO, en aval des
collectes, il peut étre recyclé partiellement et réutilisé afin de réduire nettement la consommation de CO».
En effet durant tout le processus de CPS, le CO; est successivement liquide, ensuite a 1’état sub ou
supercritique dans la colonne et finalement gazeux apres le régulateur de pression et dans les collectes. En
refroidissant le CO» et en maintenant la pression aux alentours de 4,5 MPa en fin de cycle afin que le CO»
soit a 1’état liquide, il est alors possible de réutiliser le CO, comme phase mobile. Le challenge est de
contrdler la séparation du CO; et du co-solvant afin d’avoir un bon taux de récupération du produit a
purifier, de recycler du CO; pur sans trace de solvant dissout ou au moins avec une proportion tres faible
et stable et enfin de ne pas polluer le CO; avec le soluté. Différents modes de recyclage ont été développés,
comme celui proposé par Novasep dans lequel le CO, gazeux est débarrassé des traces de solvants et de
solutés résiduels par un flux inverse de CO: liquide [52]. Il est évident que pour des systemes de CPS
utilisés a 1’échelle du pilote ou de la production et consommant des dizaines de kilogrammes de CO; par
heure, I’utilisation d’un systeme de recyclage est économiquement pertinente méme si celui-ci a un colit et

consomme de 1’énergie pour recondenser le CO».
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Le second challenge comparé a la chromatographie liquide est la collecte du soluté (figure-1 6). En
effet apres le passage de la phase mobile dans le régulateur de pression, la phase mobile est dépressurisée
pour séparer le CO, et le modificateur polaire dans lequel est dissout le soluté, provoquant une expansion

importante en volume de la phase mobile (500 fois plus grand).
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Figure-1 6: appareil de chromatographie en phase supercritique préparatif
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Cette expansion peut provoquer un « re-mélange » des composés séparés amenant a une différence
entre la séparation observée avec le détecteur UV et celle des fractions apres purification [53]. Cette
expansion génere également des aérosols. Ces aérosols ne peuvent pas étre collectés dans des flacons
ouverts sans perte de produit, induisant un faible taux de récupération mais surtout une contamination de
I’environnement proche de I’'instrument. Plusieurs stratégies développées pour remédier a ce probleme sont
présentées dans un article de C. Berger et al [54] avec la collecte des fractions a pression atmosphérique ou
sous pression. Aujourd’hui, la collecte sous pression avec des cyclones est largement développée et utilisée
par plusieurs fournisseurs de matériels tels que Jasco, Novasep, Pic solution ou Sepiatec. Le cyclone utilise
la force centrifuge générée par 1’injection tangentielle de la phase mobile dans I’enceinte de collecte pour
séparer les gouttelettes de co-solvant du CO, gazeux. Cette technique de collecte permet de tres bons
rendements mais le nombre de fractions de collecte est limité en fonction de 1’ appareil utilisé (généralement
de 4 a 6). C’est la raison pour laquelle, une nouvelle méthode de collecte a été mise au point par T. Berger

[55]. Un séparateur de phases a été développé afin de controdler la dépressurisation du CO, de 1I’état
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supercritique a I’état gazeux sans formation d’aérosols. Grace a cette amélioration, le co-solvant peut étre
collecté sous une faible pression. Ce mode de collecte a fait le succes des systemes Multigram II et
Multigram III (développé par T. Berger, puis propriété de Thar et maintenant de Waters) dédié a la
purification par «batch » ou de 1’autoprep commercialisé par le méme fournisseur, utilis€é pour la
purification de séries d’échantillons. Grace a I’expertise de Waters dans les systémes de purifications HPLC
dont la collecte est pilotée par la détection par spectrométrie de masse et la possibilité de collecter a pression
atmosphérique dans des flacons ouverts, Waters a introduit le systeme Prep 100 SFC/MS combinant les
avantages de la CPS et de la collecte pilotée par la détection en masse [56]. Ce systeme est utilisé pour la
purification de bibliothéques de composés avec une efficacité et une productivité proche de la LC/MS
préparative [57-59], avec parfois méme de meilleures résolutions pour certaines séries de composés et avec
un tres fort impact positif sur le temps d’évaporation. REcemment un nouveau systeme de collecte a pression
atmosphérique a été développé par Pic solution permettant la purification de plusieurs composés
consécutivement. Ce procédé est notamment basé sur la présence de 2 tétes de collecte : la premicre est
utilisée pour la collecte, pendant que la seconde est rincée pour préparer la collecte de la fraction suivante

[60].

Afin d’augmenter la productivité en CPS préparative, la stratégie dite « stacked injection »
(principe figure-1.7) a été développée et utilisée de maniere systématique en séparation chirale. La plupart
du temps les mélanges racémiques ne peuvent &tre séparés en une injection mais un petit volume de la
solution a purifier est injecté plusieurs fois afin de séparer la quantité totale de mélange. Le principe est de
réaliser la seconde injection avant la fin de I’élution du second énantiomere (ou parfois méme I’élution du
premier énantiomere) de la premiere injection. Le temps entre 2 injections est basé sur le temps entre le
début du premier pic et la fin du deuxieme pic. Si ce temps est de X minutes alors une injection pourra étre

réalisée toutes les X minutes quels que soient les temps de rétentions des 2 énantiomeres.

L)
: %
)
‘nXid
Injection n+2 Injection n+1 Injection n

Figure-l 7: principe du stacked injection lors de la séparation de 2 composés
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Sur I’exemple ci-dessous (figure-1 8), une injection est effectuée toutes les 3,35 minutes alors que

le temps de 1’analyse complete est de 7,5 min ce qui correspond a un gain de productivité de 100%.

- | ‘ °°" IR i,[
”’ p— \ \\' Ou' | I\ ~m \J\k ||L \ \U\ \J‘J |\k n& UU\ .\ \\J\L'

Figure-18: séparation d’un composé de recherche Janssen. Colonne: Whelk-O1. Phase Mobile: CO,/(isopropanol/dichlorométhane
:90/10) 40/60+ 0,9% iPrNH . Débit: 70mL/min-injection: 43,4mg/mL/0,5mL A: 1 injection: B: 22 injections en “stacked”

Une autre solution pour augmenter la productivité est la méthode du lit mobile simulé ou Simulated
Moving Bed (SMB) qui est un process en continu permettant la collecte de grandes quantités
d’énantiomeres séparés. Le principe général du lit mobile est basé sur le déplacement dans 2 directions
opposées de la phase stationnaire et de la phase mobile. Mais la mise en ceuvre étant trés compliquée, des
systemes mettant en jeu plusieurs colonnes et appelé lit mobile simulé (figure-19) ont été développés. Ainsi
en connectant entre elles plusieurs colonnes et en simulant le mouvement de la phase stationnaire en

déplacant les points d’entrée et de sortie il est possible de reproduire le principe du lit mobile simulé.

Eluant _ I Extrait

_ =

;\Liquidy-
S 11

Iv Sens de commutation
des ports
} d’entrée et de sortie
Raffinat Alimentation
- |
111 -

Figure-l 9: principe du lit mobile simulé (extrait de la these de doctorat de Nicolas Desjardin http.//docnum.univ-
lorraine.fr/public/INPL/2006_DEJARDIN_N.pdf [61]

Le principe du lit mobile simulé s applique tres bien a la séparation de 2 composés et notamment

a la séparation d’énantiomeres. En plus d’une haute productivité, le procédé SMB ne nécessite pas un retour
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a la ligne de base entre les 2 pics puisque seule la fraction pure de chaque énantiomere est collectée. En
revanche ce procédé n’est efficace que dans le cas de grandes quantités a séparer car le développement de
la méthode nécessite plusieurs injections et du temps. Ce procédé est notamment utilisé pour la production

de molécules chirales telles que le Keppra ou levetiracetam (UCB) [62] ou le Zoloft (Pfizer) [63].

N

Enfin puisque les appareils de SFC sont assez onéreux comparés a des systemes de
chromatographie liquide, quelques compagnies ont développé des systemes dits « hybrides » [64], c’est-a-
dire pouvant étre utilisé a 1’échelle analytique et semi-préparative. Ces systemes doivent combiner une

précision sur des débits allant de 3mL/min a 20 mL/min ou plus et une capacité de collecte.

Apres des débuts difficiles, la CPS est maintenant devenue une technique bien implantée a la fois
dans les laboratoires académiques et privés. Le succes de ce mode de chromatographie ne cesse
d’augmenter et n’est pas limité a la séparation chirale. La CPS ne remplacera certainement jamais ni la
chromatographie gazeuse ni la chromatographie liquide mais restera une option a la disposition de

I’ analyste.

5.1.3. Evaluation de l’impact environnemental
Parmi les 12 principes de la chimie verte établis par P. Anastas et al. publiés en 2000 [65], une grande
partie peut étre appliquée a la chimie analytique : limiter les déchets, utiliser des solvants et des procédés
plus sirs, réduire la consommation d’énergie, éviter la synthese de dérivés chimiques, analyser en temps
réel afin d’éviter les pollutions et enfin améliorer la sécurité de 1’ opérateur. Certains articles ont abordé
le sujet de la « chromatographie verte » en pratique, mais essentiellement a 1’échelle analytique [66-68].
Cependant, les principes appelés les 3 Rs : réduire, remplacer, recycler sont considérés comme étant les
plus importants afin de rendre plus « verte » la chromatographie préparative [66]. La CPS est considérée
comme une méthode « verte » en particulier a I’échelle semi-préparative, principalement griace aux
nombreux avantages du CO-, a la réduction de la consommation de solvant organique et a la moindre
consommation d’énergie liée a I’évaporation. A titre de comparaison la chromatographie liquide
préparative a polarité de phases normale utilise de grandes quantités de solvants organiques dont des
alcanes ou des solvants chlorés et la chromatographie a polarité des phases inverse est une grande
consommatrice d’énergie nécessaire pour I’évaporation de I’eau utilisée dans la phase mobile. La CPS
se révele Etre une alternative intéressante aux chromatographies liquides a polarité des phases normale
et inverse d’un point de vue environnemental. En accord avec le souhait de se diriger vers de la
« chromatographie durable », des outils de mesure « verts » ont émergé afin d’évaluer 1’impact
environnemental d’un procédé de séparation. En particulier, I'usage de solvant est évalué en L/g de

mélange racémique (volume de solvant utilisé pour séparer 1 gramme de produit) ou par le facteur

35



chapitre 1: Synthése bibliographique

environnemental (E-factor) qui est défini comme le rapport de quantité de déchets produits sur la

quantité de produit purifié, pour lequel O serait la valeur idéale.
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IV . La chiralité

1. Introduction

C’est Lord Kelvin qui utilisa pour la premiere fois le terme de chiralité lors d’une conférence [69].
Ce terme est dérivé du grec yep (cheir) qui signifie main car tout comme les énantiomeres, les mains droite

et gauche sont images 1’une de ’autre dans un miroir et ne sont donc pas superposables (figure-1.10).

Figure-1 10: exemples "d'objets" chiraux

2. Stéréochimie

Une molécule est tout d’abord caractérisée par sa composition élémentaire (ou formule brute),
c’est-a-dire par I’identité des atomes qui la compose et le nombre de chacun de ces atomes comme CH4O
pour le méthanol ou C¢H 2 pour le cyclohexane. Lorsque 2 molécules ont la méme composition moléculaire
mais des enchainements d’atomes différents, elles sont alors appelées isomeéres de constitution. C’est le
cas de toutes les molécules de la figure-1.11 dont la composition élémentaire est CgH;NO, mais dont
certaines sont des amino-alcools, des cétones ou des amides, certaines possedent des cycles aromatiques et
d’autres sont des structures cycliques saturées avec des propriétés chimiques totalement différentes. C’est
d’ailleurs 1’hypotheése qui avait été émise par J. Wislicenus en 1873 « si des molécules peuvent étre
identiques dans leurs structures et posséder néanmoins des propriétés différentes, cela peut s’expliquer que

si la différence provient de I’arrangement différent des atomes dans l’espace »

OH o o O\ !
X
H_N " N
: \ /
NH,

Figure-1 11: isomeres de constitution de formule brute CgH1;NO
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Ensuite vient la notion d’isoméres de conformation qui se réfere au fait qu'une molécule existe sous la
forme de plusieurs isomeres appelés conformeres du fait de la libre rotation des atomes autour des liaisons
simples. Certaines conformations peuvent étre plus stables que d’autres comme dans le cas de la molécule
de cyclohexane avec la conformation chaise plus stable que la conformation bateau. D’ autre part, ’'une peut
&tre favorisée par rapport a I’autre en fonction des groupements situés en axial ou en équatorial sur le cycle.
Dans certains cas 1’énergie nécessaire pour passer d’un conformere a 1’autre est telle qu’ils peuvent &tre
discriminés en analyse par chromatographie ou par RMN et on parle alors de rotameres. Parfois méme
lorsque la barriere énergétique est tres haute il est possible de les isoler physiquement par chromatographie
préparative par exemple, on parle alors d’atropoisomeres (cette notion sera abordée dans la partie consacrée

a la chiralité axiale).

Quant aux stéréoisomeres ou isomeres de configuration, ce sont des molécules ayant la méme
formule brute, la méme constitution mais dont la répartition dans I’espace est différente. Ce peut-étre par
exemple, des énantiomeres, des diastéréoisomeres ou des isomeres Z/E. L’existence de stéréoisomeres
implique la présence d’un élément stéréogeéne comme un carbone asymétrique, une double liaison ou la

présence d’un centre ou d’un axe de chiralité.

2.1.Molécules a centre stéréogene

Le centre stéréogeéne le plus répandu est le carbone asymétrique. Un carbone est asymétrique
lorsqu’il est lié directement a 4 constituants différents. La présence d’un carbone asymétrique induit la
présence de 2 énantiomeres se différenciant par la disposition des groupements autour du centre stéréogene.
Les groupements autour du centre stéréogene sont hiérarchisés en suivant les regles de Cahn, Ingold, Prelog
[70]. Si cet arrangement suit le sens des aiguilles d’'une montre, il sera noté R et pour I’arrangement inverse,
I’énantiomere sera noté S. Dans le cas d’un composé comportant 2 centres d’asymétrie comme pour la
bedaquiline® présentée figure-I 12, les molécules sont énantiomeres si les 2 centres stéréogenes sont
inversés. Ainsi les isomeres (R,S) et (S,R) sont énantiomeres. Si un seul centre stéréogene est inversé alors
les 2 molécules sont diastéréoisomeres comme dans le cas des isomeres RS et RR qui sont

diastéréoisomeres.
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“—> énantiomere > diastéréoisomeére

Figure-112: diastéréoisoméres et énantiomeres de la bédaquiline

Une molécule possédant n centres stéréogenes possédera 2" stéréoisomeres. La vancomycine
(figure-I 13) qui est un glycopeptide utilisé pour ses propriétés antibiotiques comporte 17 carbones

asymétriques et donc potentiellement 131 072 isomeres.

Figure-1 13: vancomycine
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D’autres atomes peuvent générer des centres stéréogenes, comme le silicium, le germanium, I’étain
et le plomb, mais aussi le soufre ou le phosphore. L’azote d’une amine tertiaire peut étre également un
centre stéréogeéne cependant I’inversion est trop rapide a température ambiante pour que les énantiomeres
soient détectables et séparables. Il y a cependant quelques exceptions comme la base de Troger (figure-
[.14) ou I’azote est dans une structure tres rigide dans laquelle I’inversion de 1’atome d’azote est rendu

impossible et dans ce cas la molécule est chirale.

L
L

Figure-1 14: base de Trogger. Enantiomeres (5S,11R) et (5R,11S)

2.2.Chiralité axiale et planaire
Dans certain cas, la chiralité est due a la présence d’une symétrie axiale, ce qui est le cas pour les
alleénes pour lesquels un atome de carbone est relié a 2 doubles liaisons. Les groupements situés au bout des
doubles liaisons sont dans 2 plans perpendiculaires, tel que le 4-chloro 2,3-penta 2,3 dien-2-ol (figure-I

15);

OH

&C:<

OH

Figure-1 15: (S) 4 chloropenta 2,3 dien-2-ol, (R) 4 chloropenta 2,3 dien-2-ol

La chiralité axiale est également présente pour les atropoisomeres. Cette isomérie est due a un
blocage de la rotation autour d’une liaison simple. Les atropoisomeres sont des rotameres pour lesquels la
barriere énergétique pour passer d’une forme a I’autre est tres élevée, rendant ces isomeres stables et
isolables par chromatographie. Le knipholone est un exemple d’atropoisomere (figure-I 16) ou la rotation

libre autour de la liaison @ est rendue tres difficile du fait de I’encombrement stérique.
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Figure-1 16: knipholone et I'autre atropoisomeére

La chiralité planaire est plus difficile a appréhender. Tout comme la chiralité axiale, elle ne met pas
en jeu un centre stéréogene. Pour qu’il y ait chiralité planaire il faut qu’une partie des atomes soit dans le
plan et que les atomes hors du plan soient arrangés d’une certaine maniere, les 2 ensembles étant reliés par
une liaison imposant une torsion restreinte. Dans le cas du E-Cyclooctene (figure-1 17), la double liaison

est dans le plan.

Figure-117: E-Cycloocténe

3. Histoire de la chiralité

La découverte de la chiralité est étroitement liée a différentes sciences telles que I’optique, la
cristallographie et la chimie. En effet c’est E.L. Malus qui découvre en 1808 [71] qu'une lumiére non
polarisée et réfléchie par une surface vitreuse possede une polarisation. F. Arago découvre en 1811 que des
lames de quartz provoquaient une rotation du plan de polarisation de la lumiere. J.B. Biot, I'inventeur du
polarimetre, découvrira ensuite que certains quartz dévient la lumicre polarisée vers la gauche et que
d’autres la dévient vers la droite. Enfin en 1820, W. Herschel remarqua que le sens du pouvoir rotatoire
avait un lien avec la disposition des facettes hémiedres d’un cristal. A la méme époque I’acide racémique
dont le nom vient du latin racemus signifiant grappe de raisin, fut découvert. Il avait la méme composition
élémentaire en carbone, hydrogene et oxygene que ’acide tartrique mais d’une part les cristaux étaient
différents et d’autre part 1’acide tartrique déviait la lumiere alors que 1’acide racémique n’avait pas de

pouvoir rotatoire. L. Pasteur élucida cette question en 1848 en étudiant des cristaux de racémate de tartrate
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d’ammonium sodium. Il remarqua qu’il y avait 2 types de cristaux. Il les sépara physiquement et remarqua
que I’un des types de cristaux était identique a ceux du tartrate d’ammonium sodium et que de plus, une
fois mis en solution les 2 especes déviaient la lumiere mais dans 2 directions opposées. Pasteur venait de

réaliser la premiere séparation chirale.

4. Chiralité et Biologie

Le monde du vivant est chiral. En effet la grande majorité des acides aminés, des peptides, des
protéines ou des hydrates de carbones n’existent a 1’état naturel que sous une seule configuration. De
maniere plus précise, tous les acides aminés naturels qui sont les constituants de base des protéines sont de
configuration L, selon la convention de Fischer-Rosanoff et tous les sucres (dérivés ribose) constituant
I’acide désoxyribonucléique (ADN) et I’acide ribonucléique (ARN) sont de configuration D. Il existe
quelques rares exceptions a cette reégle avec notamment la présence d’acides aminés D dans la paroi de
certaines bactéries. L’origine de cette homochiralité naturelle reste encore un mystere méme si tres
récemment des résultats présentés par des exobiologistes [72] tendraient a prouver que I'homochiralité du
vivant ne serait pas due au hasard mais bien a un mécanisme physique. Le rayonnement UV polarisé des
étoiles massives présentes dans un amas ouvert (dans lequel est probablement né le Soleil) aurait favorisé
cette homochiralité des molécules prébiotiques. Les différentes hypotheéses €émises ont été rassemblées par

Avalos et al. [73] dans un article contenant plus de 180 références bibliographiques sur ce sujet.

L homochiralité de la nature implique qu’un étre vivant ne réagira pas de la méme maniere selon
qu’il est confronté a une molécule exogeéne L ou D. Prenons le cas des récepteurs olfactifs, dont la
stéréospécificité a été mise en évidence la premicre fois en 1961 par R. Rienicker [74] lors de 1’étude du
[ citronellol. L’énantiomere (+) révele une odeur de citronnelle alors que I’énantiomere (-) libére des
parfums proches de celles du géranium. D’autres exemples ont depuis appuyé cette observation avec des

odeurs différentes pour les énantiomeres d’une méme molécule, comme pour le menthol, la carvone, le

linalol ou le limonéne (Tableau-1.4).
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Tableau-I 4: odeur respective des énantioméres (+) et (-)

Synthese bibliographique

Composés

Structures

Odeur (+)

Odeur (-)

[ citronellol

QL

Citronnelle

Géranium

Ho /(5 o EE Menthe 1égere

o

Menthol Menthe forte, effet frais
Carvone j;é ﬁ Cumin Menthe verte
PN
Linalol ‘ Sucré, florale, herbacé Lavande, bois
\
Eucalyptus, menthe
Limonéne Orange

poivrée

Dans un article datant de 2003, E. Brenna ef al [75] ont réuni de manicre exhaustive, les différentes

fragrances utilisées en parfumerie en fonction de la stéréo-isomérie des molécules avec 170 références.

Tout comme I’odeur de 2 énantiomeres peut étre différente, le gofit peut également étre affecté par

la configuration d’un énantiomere. Ainsi 1’aspartame (figure-I 18), dipeptide composé de 1’acide L-

aspartique et I’ester méthylique de la L-phénylalanine a un pouvoir sucrant 200 fois supérieur au saccharose

alors que le diastéréoisomere L-acide aspartique D- méthyl ester phénylalanine présente un goiit amer.

OH H,

Figure-1 18: Aspartane
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5. Chiralité et industrie pharmaceutique

Tout comme une substance peut interagir avec des récepteurs olfactifs ou gustatifs, I’action d’un
médicament est intimement liée a son interaction avec son site d’action dans le corps humain. Ce site
d’action est généralement un récepteur mais peut également étre une enzyme ou une protéine de transport.
Le fait que les récepteurs ou les protéines soient chirales impliquent une meilleure reconnaissance pour I’'un
des 2 énantiomeres d’une molécule racémique comme dans le cas de la Tipifarnib (figure-1.19) qui est un
agent anticancéreux dont I’énantiomere R est celui qui se lie le mieux dans le site de liaison de la farnesyl

transférase (figure-1 19).

Figure-1 19: tipifarnib

Cette reconnaissance différenciée engendre des différences d’activité entre les 2 énantiomeres. La
morphine et la quinine qui sont 2 composés naturels énantiomériquement purs sont utilisés a des fins
thérapeutiques depuis le XIXeme siecle, mais pour ce qui concerne les médicaments obtenus par syntheése

chimique, seuls les mélanges racémiques étaient développés et prescrits.
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Figure-1 20: Docking (amarrage) du tipifarnib dans le site de liaison de la Farnésyl Transférase. Le code de couleur représente le
potentiel de lipophilie moléculaire appliqué sur la surface de Connolly [76]

Apres la catastrophe sanitaire provoquée par la thalidomide (figure-1.21), il est apparu
indispensable d’étudier I’activité biologique et toxicologique de chaque énantiomere. En effet dans les
années 50, la thalidomide® fut commercialisée sous sa forme racémique par le laboratoire allemand
Griinenthal GmbH pour ses propriétés sédatives et anti-nauséeuses. Cette molécule fut prescrite a de
nombreuses femmes enceintes en Europe, en Australie et au Japon. La (R)-thalidomide a bien les propriétés
anti nauséeuses décrites, en revanche la forme (S) est tératogene et provoque des phocomélies, se traduisant

par des membres atrophiés pour les nouveaux nés
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Figure-121: Thalidomide

L’administration de la forme (R)-Thalidomide a la place du racémique aurait-il permis d’éviter
cette catastrophe. D’apres Agranat et al [77], il semble que non et ce pour plusieurs raisons : des modeles
animaux ont montré que les 2 isomeres étaient tératogenes et des raisons liées a la stabilité chimique de la
molécule. En effet, les énantiomeres de ce composé subissent une rapide inversion de configuration menant
a la racémisation du composé optiquement pur. Donc méme si un des 2 énantiomeres n’était pas tératogene,
sa racémisation générerait I’énantiomere indésirable. Depuis la thalidomide a trouvé de nouvelles

applications pour le traitement de plusieurs types de cancer.
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Depuis, de nombreux produits pharmaceutiques chiraux ont été étudiés montrant de tres fortes
différences d’activités entre les énantiomeres. L’énantiomere ayant I’activité thérapeutique est dénommé
eutomere alors que celui qui n’a pas d’activité ou tout du moins une activité moindre est appelé distomere.
Certains énantiomeres ont le méme effet thérapeutique mais a des intensités différentes. Ainsi le (S)-(-) -
propranolol (figure-1 22-A) est un 3 bloquant 100 fois plus actif contre 1’hypertension artérielle que le (R)-
(+)-propranolol. Le (S)-(+)-ibuproféne (figure-1 22-B) est un anti-inflammatoire non stéroidien qui est
également 100 fois plus actif que I’autre énantiomere. L’ibuprofene est administré sous forme racémique

et I’énantiomere (R)-(-)-ibuproféne subit une inversion in vivo pour donner I’énantiomere actif.

gy
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Figure-122: A (R) propranolol et B (S)-ibuproféne
Quant a la Bédaquiline, composé antituberculeux [78], issu de la recherche Janssen et découvert
par le docteur Jérome Guillemont et son équipe a Val de Reuil, I’eutomere est pres de 300 fois plus actif

que le distomere (ou que les autres diastéréoisomeres, puisque la molécule comporte 2 centres d’asymétrie)

contre la bactérie Mycobacterium tuberculosis (Tableau-1.5).

Tableau-I1 5: activité des différents isoméres de la bédaquiline

Concentration provoquant
) ) ) I'inhibition de 90% de la
Configurations de(s) isomere(s) ) .
bactérie  mycobacterium

tuberculosis (ug/mL)

Meélange énantiomeres (R,S) et (S,R) 1,8

Enantiomere (R,S) 0,03

Enantiomere (S,R) 8.8

| —— Mélange énantiomeres (R,R) et (S,S) 44,1
/ Enantiomere (R,R) 4.4
Enantiomere (S,S) 8.8
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Pour d’autres couples d’énantiomeres, 1’ activité biologique est différente entre les 2 isomeres. Ainsi
I’ a-L-propoxyphene commercialisé par la société Lilly sous le nom de Norvad est un antitussif alors que

I’ a-D-propxyphene est un analgésique commercialisé par le méme laboratoire pharmaceutique sous le nom

Davron.

Enfin d’autres couples d’énantiomeres ont I’un des énantiomeres qui est actif contre une pathologie

et I’autre est toxique, comme la pénicillamine (figure-1.23) dont I’énantiomere (S)-(D) est un antiarthritique

H,N

alors que la (R)-L est extrémement toxique.

Figure-1 23: (S)- pénicillamine

Comme le rapportent N’Guyen et al. [79] dans un article consacré aux principes actifs chiraux, il
n’y a que tres peu d’exemples de molécules dont I’activité biologique des énantiomeres est identique. C’est
le cas de cyclophosphamide utilisé en chimiothérapie, la flécainide un antiarythmique ou la fluoxetine un

antidépresseur (figure-1.24).
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Figure-124: A (S)-cyclophosphamide, B (S)- flécainide, C (S)- fluoxetine

Afin d’éviter que la catastrophe liée a la thalidomide ne se reproduise, différentes juridictions [80]
[81] éditerent des regles quant a I'utilisation de composés chiraux en tant que principe actif : (i) toute
molécule doit étre étudiée pour déterminer la présence potentielle de centres de chiralité et donc
d’énantiomeres, (ii) tout doit étre mis en ceuvre pour isoler ces isomeres, (iii) 1’activité pharmacologique

de chacun d’entre eux doit &tre étudiée et enfin (iV) décider quel isomere doit &tre développé et
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commercialisé. Ceci provoqua un changement radical dans la maniére de développer un médicament et se
traduisit par une tres forte augmentation de produits énantiomériquement purs en développement. A titre
d’exemple entre 1998 et 2001 sur tous les NMEs (New Molecular Entities) approuvés par la Food and Drug
Administration (FDA), pres de la moitié des molécules comportait au moins un centre d’asymétrie. Sur
toutes ces molécules chirales, seul 14% étaient des mélanges racémiques. Et la tendance ne cesse de se
confirmer puisque dans le rapport de la FDA paru en 2014, il est écrit que sur les 127 NMEs accordés 64%
était des produits chiraux dont une trés grande majorité était des énantiomeres purs. Pour les laboratoires
pharmaceutiques dont les produits avaient déja obtenu leur autorisation de mise sur le marché en tant que
mélanges racémiques, il restait la possibilité de lancer sur le marché un nouveau médicament basé sur un
énantiomere pur. C’est ce qu’on appelle le « chiral switch » [77]. Si le laboratoire peut prouver par des
études cliniques, que la prescription d’un énantiomere pur apporte un plus haut niveau thérapeutique par
rapport au mélange racémique du fait d’une plus forte efficacité ou d’une moindre toxicité alors il peut
commercialiser ce composé sous un autre nom. Car en effet comme le disait E. Ariens [82] « pourquoi dans
certains cas devons-nous donner des doses aux patients alors que la moitié du contenu n’a pas d’effet ou a

un effet opposé ».

La liste ci-dessous regroupe quelques exemples de composés commercialisés sous une forme racémique

et une forme énantiomériquement pure :

« Ofloxacine (Floxin®) and Levofloxacine (Levaquin®)

o Bupivacaine (Marcaine®) and Ropivacaine (Naropin®)

« Méthylphénidate (Ritaline®) and Dexméthylphénidate (Focaline®)

« Cétirizine (Zyrtec®) and Lévocétirizine (Xyzal®)

« Albutérole (Ventolin®) and Lévalbutérol (Xopenex®)

o Oméprazole (Prilosec®) and Esoméprazole (Nexium®)

« Citalopram (Celexa / Cipramil®) and Escitalopram (Lexapro / Cipralex®)
o Zopiclone (Imovane®) and Eszopiclone (Lunesta®)

e Modafinil (Provigil®) and Armodafinil (Nuvigil®)

En examinant le marché de I’industrie pharmaceutique, on s’apergoit qu’en 2016 [83], sur les 15 produits
les plus prescrits dans le monde, 5 sont des « petites » molécules c’est-a-dire qu’elles sont issues de la
syntheése chimique et non de la biotechnologie et parmi ces 5 molécules 4 sont énantiomériquement pures.

D’autre part, en 2001 sur les 410 milliards de dollars de chiffre d’affaires de 1’industrie pharmaceutique, la
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part consacrée a des formulations basées sur énantiomeres pure représentait 147 milliards de dollars. Dans
le méme temps le marché de la chiralité, comprenant les techniques d’analyse, de séparations et de syntheses
asymétriques représentait en 2015 pres de 40 milliards de dollars et pourrait atteindre 120 milliards de
dollars en 2024 [84]. Les techniques d’analyses et de séparations devraient connaitre une croissance de 12%

entre 2016 et 2024.

6. Propriétés physiques et analyses des énantiomeres

6.1.Généralités
Les énantiomeres ne différent I’un de 1’autre que par la disposition dans I’espace des atomes, soit
autour d’un centre stéréogene soit de part et d’autre d’un axe ou d’un plan de chiralité. Ceci signifie que les
distances et donc les interactions entre les atomes non liés sont identiques Cette similitude, leurs confere
des propriétés physiques équivalentes, c’est-a-dire qu’ils ont la méme température de fusion, température
d’ébullition, densité, solubilité, méme pKa.... Lors de leur analyse, les 2 énantiomeres donneront les mémes

spectres RMN, UV ou infrarouge.

6.2.Le pouvoir rotatoire
La seule propriété physique permettant de distinguer 2 énantiomeres est la propriété de faire tourner
le plan de polarisation d’une onde polarisée rectiligne qui les traversent. On dit que ces molécules possedent
un pouvoir rotatoire. Deux énantiomeres possedent la propriété de faire tourner le plan de polarisation de
la lumiere d’un angle égal en valeur absolue mais dans des directions opposées. Si le composé fait tourner

la lumiere vers la gauche il sera Iévogyre et s’il fait tourner la lumiere vers la droite il sera dextrogyre.

6.3.Le polarimeétre
L’instrument qui permet de mesurer les rotations optiques est le polarimetre. Le principe en est le
suivant (figure-1.25) : une lumiere monochromatique est émise en créant simultanément un champ
électromagnétique et un champ électrique perpendiculaire a la direction de propagation et en vibrant dans
toutes les directions. Grace a un polariseur qui a la propriété de ne laisser passer que la composante des
ondes vibrant selon un plan déterminé, la lumiere est polarisée. La lumiere traverse ensuite une cellule
contenant 1’échantillon en solution dans un solvant et en fonction de la capacité du composé a faire tourner

la lumiere, un angle o correspondant a la rotation du plan de polarisation de rotation sera enregistré par
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Figure-1 25: schéma d'un polarimetre

Le pouvoir rotatoire est déduit de 1’angle de déviation o par la loi de Biot (eq.3)

(eq.3)

1 a

L’unité du pouvoir rotatoire est ° dm'g"! cm?
: angle de rotation du plan de polarisation de la lumiere en degré
: longueur de la cellule contenant 1’échantillon en dm

o
L
C : concentration de la solution traversée par la lumiére en g/cm’
A : longueur d’onde a laquelle a été réalisée la mesure

T

: température a laquelle a été réalisée la mesure

6.4.Pureté optique
La mesure du pouvoir rotatoire d’un échantillon peut dans certains cas permettre de déterminer la
pureté optique. Grice au pouvoir rotatoire obtenu pour un échantillon et si le pouvoir rotatoire d’un des 2
énantiomeres purs est connu, il est possible de déterminer la pureté optique d’un mélange composé des 2

énantiomeres (eq.4).

[a] éch (eq'4)

po : pureté optique
[a]ech : pouvoir rotatoire de 1’échantillon a analyser
[a]wr : pouvoir rotatoire de 1’énantiomere pur

La valeur de pureté optique peut varier de -1 a +1. La valeur pour un mélange racémique est 0
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Le polarimetre peut étre utilisé, comme décrit ci-dessus, en préparant un échantillon et en le placant
dans une cellule de mesure mais il peut également étre connecté a un systeme chromatographique en aval
d’une colonne chirale. Contrairement aux autres détecteurs tels que le détecteur UV, le spectrometre de
masse ou le DEDL qui donneront des pics positifs de méme surface pour les 2 énantiomeres d’un mélange
racémique pour une quantit¢é de soluté donnée, un polarimetre a la particularité de différencier les
énantiomeres en générant un pic positif pour 'un des énantiomeres et un pic négatif pour 1’autre
énantiomere. La connexion en ligne d’un détecteur chiroptique avec un systeme de chromatographie permet
simultanément de séparer les énantiomeres, de savoir quel énantiomere est élué en premier et enfin de
connaitre le pourcentage de chacun dans le mélange. Il existe un deuxieme type de détecteur chiroptique :

le détecteur a dichroisme circulaire.

6.5.Le détecteur a dichroisme circulaire

Pour le détecteur a dichroisme circulaire (figure-1.27), la discrimination est basée sur la différence
d’absorption de la lumiere polarisée droite et gauche par un énantiomere. Un composé optiquement actif
n’absorbe pas de la méme facon la lumiere polarisée droite et gauche. Le principe est donc de polariser une
lumiere incidente (lampe Xe-Hg) et de la moduler alternativement en lumiere polarisée circulairement
gauche-droite a une fréquence de 5S0kHz grace a un quartz. Ces ondes lumineuses vont ensuite traverser
I’échantillon qui va plus ou moins les absorber. Le signal fourni est la différence d’absorbance entre les
deux lumieres polarisées. Les molécules analysées doivent donc posséder des chromophores pour que le
rayon polarisé entre en résonance avec les doubles liaisons et absorbe une partie du rayon lumineux. Ce
détecteur permet d’enregistrer simultanément les signaux de dichroisme et UV ce qui permet de calculer le
facteur d’anisotropie g (rapport des deux). Ce facteur est proportionnel a I’exces énantiomérique et est
indépendant de la concentration. Ce facteur g permet notamment de calculer des exces énantiomériques en

chromatographie achirale et donc sans séparation des énantiomeres [85].

Ap

L
L

Echantillon ;'-,n A
optiquement actif

Figure-1 26: principe optique du dichroisme circulaire : AA= différence d’absorbance entre la lumiére polarisée gauche et droite
(extrait du mémoire de these de Marie Lecoeur-Lorin 2008 université Orléans-ICOA)
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Les 2 types de détecteurs chiraux ont été évalués et comparés par L. Kott ef al. [86]. Le détecteur
CD (dichroisme circulaire) est souvent considéré comme plus sensible que le polarimetre, a condition que

la molécule contienne des groupements chromophores.

6.6.Pureté énantiomérique
Quel que soit le détecteur utilisé, chiroptique ou pas, il est possible grice a une analyse par
chromatographie de déterminer la pureté énantiomérique d’un mélange. Celle-ci correspond au pourcentage

de I’énantiomere majoritaire dans un mélange d’énantiomere. Elle est déterminée par I’équation 5

Cr (eq.5)

Penantior = Gt G *100

P€ ¢nantio R © pureté énantiomérique de 1’énantiomere R
Cr : concentration de 1’énantiomere R dans le mélange
Cs : concentration de 1I’énantiomere S dans le mélange

Exces énantiomérique

Généralement I’exces énantiomérique noté ee est utilisé a la place a la pureté énantiomérique (eq.6)

Cr — Cs (6)
eeg iorR = ———* 100
énantio R CR + CS
1l existe d’autres méthodes pour caractériser des €énantiomeres, mais elle repose sur la formation de

diastéréoisomeres, soit simplement par complexation soit par liaisons covalentes.

Parmi ces techniques on peut citer la spectroscopie RMN. Le réactif de Mosher [87] est
couramment utilisé pour former des diastéréoisomeres labiles qui seront ainsi identifiables par RMN. Une
autre méthode a été décrite récemment, utilisant un acide boronique, le (R)-1,1 -2-binaphtol et I’amine a
doser [88]. Des complexes de lanthanides chiraux (sels d’ammonium d’europium ou néodymes) peuvent
également étre utilisés. De nouvelles méthodes mettant en jeu des cristaux liquides ont été développées

[89].

L’autre maniere de différencier des énantiomeres et de connaitre 1’exces énantiomérique d’un
mélange est d’utiliser une méthode séparative telle que la chromatographie ou 1’électrophorese capillaire.

Comme c’est le cas en RMN, des diastéréosiomeres sont formés soit en amont de 1’analyse de maniere
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covalente soit en ajoutant un agent chiral a la phase mobile afin de former les diastéréoisomeres in situ.
L’autre solution est d’utiliser des phases stationnaires chirales, la séparation se faisant par formation de

diastéréoisomeres labiles entre le sélecteur chiral situé sur la phase stationnaire et les énantiomeres.

7. Obtention d’énantiomeres purs

Il existe différentes méthodes pour obtenir des énantiomeres purs : soit en utilisant des procédés de
syntheses asymétriques, soit en utilisant une voie de synthése non énantiosélective mais en partant de
composés énantiomériquement purs ou enfin en utilisant une voie de synthése menant a un mélange
racémique mais en complétant la syntheése par une étape de cristallisation sélective, ou de séparation par

chromatographie.

7.1.La synthese asymétrique
La synthése asymétrique ou stéréosélective consiste a préparer un composé énantiomériquement
pur en partant de matieéres premieres achirales et en orientant la synthése de telle maniere a obtenir
majoritairement ou totalement un seul énantiomere. Pour se faire il est nécessaire d’utiliser soit des

auxiliaires chiraux soit des enzymes.

7.1.1. Auxiliaire chiral
La synthése peut étre orientée en utilisant un auxiliaire chiral qui est un composé
énantiomériquement pur qui va étre introduit dans la structure d’une molécule afin d’orienter 1’addition
d’un électrophile par exemple et ainsi favoriser un énantiomere par rapport a un autre. Cet auxiliaire peut
étre utilisé en quantité steechiométrique ou catalytique (lorsqu’il est utilisé en tres faible quantité) comme
dans I’exemple ci-dessous (Schéma-I.1) décrivant la réduction énantiosélective d’une fonction cétone en

une fonction alcool par action d’un sel de ruthénium.

0] 0]
H2

02 P
P .. - d
-~

RuCL[CH3-BINAP] (0,05 mol %)
MeOH

Schéma-I 1: réduction énantiosélective d’une fonction cétone en fonction alcool
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La synthese asymétrique permet de préparer des molécules complexes. Par exemple, la synthese
totale du taxol comportant 12 centres d’asymétries, fut réalisée en 11 étapes a partir de matieres premieres

relativement simples [90].

La synthese asymétrique est également utilisée pour produire des composés a I’échelle de la
production. Ainsi BASF a développé une méthode de synthese asymétrique pour préparer le L-menthol en

partant soit du nérole soit du géraniole (Schéma-I2)

/‘\/\/‘%'\@ Ru((R)-Binap
Nérole H
\ /‘\/\/‘\/\O 2H (R) catalyseur
/\

(R) o
(+)-(R)-citrnolelol ‘
/‘\/\/K/\O H i

Ru((S)-Binap)
Géraniole (+)-(R)-citronellale

(O
/\

-)-isopulegole

Schéma-I 2: Synthese asymétrique du menthol par le procédé développé par BASF [95]

7.1.2. Résolution enzymatique
Une autre voie de syntheése asymétrique consiste a utiliser des enzymes. Les enzymes sont des
protéines c'est a dire des enchalnements d'acides aminés plus ou moins ramifiés. Dans cette structure
tridimensionnelle, il existe des poches réactionnelles ol les réactions biocatalysées se produisent. Parmi les
nombreux types d’enzymes, les lipases sont les plus utilisées pour préparer des composés
énantiomériquement purs car elles peuvent &tre recyclées et elles sont peu cheres. Les lipases sont entre
autres utilisées pour la séparation d’acides [91] et d’alcools racémiques par hydrolyse de ’ester

correspondant.

Ainsi en faisant réagir de I’acétate de vinyle sur le 1-phényléthanol racémique en présence
d’acylase issue de 1’Aspergillus melleus, seul 1’énantiomere R réagit donnant I’ester correspondant
énantiomériquement pur. L’énantiomere S ne réagissant pas peut ensuite étre isolé par chromatographie

achirale [92] et I’énantiomere R peut quant a lui étre isolé par hydrolyse de 1’ester.

Quelle que soit la méthode utilisée, il est important de savoir qu’une syntheése asymétrique nécessite
d’une part un long développement afin d’obtenir une méthode énantiosélective et d’autre part requiert 2
voies de synthese afin d’obtenir les 2 énantiomeres. C’est pourquoi cette méthode est tres peu utilisée en

recherche pharmaceutique notamment pendant 1’étape de « hit to lead » voire celle de « lead optimization ».
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En revanche lors de 1’étape de développement, ol le composé est déja sélectionné, 1’eutomere a déja été
identifié et les quantités de produit nécessaires aux études d’activité et de toxicologie sont importantes, le

développement d’une synthése asymétrique peut étre bénéfique.

L’autre voie permettant d’obtenir des énantiomeres purs est d’utiliser une synthése non
énantiosélective soit en partant de «pool chiral » (auxiliaires chiraux) afin d’obtenir des composés
optiquement purs soit en réalisant une synthése non énantiosélective suivi d’une séparation des

énantiomeres.

7.2.« Pool chiral »
Par nature une réaction chimique n’est pas asymétrique et conduit logiquement a la synthese de
composés racémiques. En revanche en partant de composés énantiomériquement purs (pool chiral) et en

réalisant différentes étapes de synthése non racémisante, on peut parvenir a synthétiser un énantiomere pur.

Il existe de nombreuses petites molécules qui peuvent servir de point de départ dans une synthese.
Notamment tous les acides aminés naturels qui sont tous énantiomériquement purs (S-valine, S-proline),
des amino-alcools naturels ou des acides tels que 1’acide tartrique, 1’acide lactique ou I’acide malique ou
encore a partir des sucres. Des molécules naturelles plus complexes peuvent également étre utilisées comme

le menthol, le camphre, ou la quinine.

Lorsqu’une voie de synthése non énantiosélective est utilisée en partant de synthons non
énantiomériquement purs, le composé préparé est logiquement un mélange racémique. Il existe alors

différentes méthodes pour les séparer telles que la cristallisation ou la chromatographie.

7.3.  Cristallisation
7.3.1. Dédoublement par cristallisation de sels de diastéréoisomeres
La méthode de résolution par cristallisation la plus répandue est la formation de sels de
diastéréoisomeres aussi appelée résolution Pasteurienne car développée par L. Pasteur pour la séparation

des énantiomeres de I’acide tartrique par ajout des amines quinicine ou de cinchonicine (figure-I1 27) [93] .
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Figure-127: acide tartrique 2: quinicine 3 : cinchonichine

Le principe est de mélanger en solution un énantiomere pur de I'agent de réstlldiorélange
racémique a séparer pour former des sels diastéréoisomerasdpsismlubilités différentes. Cet agent est
soit un acide ou une base selon que le mélange racémique est respectivement une lzsdeoafimnde
former un sel. Cette technique nécessite un développement assez long afimdaatélermeilleur agat
de résolution, le solvant qui permettra a la fois de solubiliser le méladgecastalliser sélectivement un
des 2 diastéréoisomeéres et enfin la concentration a la fois en agent deorésoleiti mélange racémiques
permettant d'obtenir le meilleutaux de récupération. La résolution par formation de sel de
diastéréoisomeére est la méthode de prédilection pour I'obtention d’énant® purs a I'échelle de la
production. D’une part parce qu’elle permet de gérer de grandes quaatitétaghge racémigupar unité
de temps et d’'autre part parce qu’elle est moiritecse que la séparation par chromatographiiele
I'agentde résolution étant régénéré aprés la séparation. En revanche cetdeméttessite un agent de
résolution ultra pur au niveau @s énantiomériqgue et mene a un rendement maximum de 50%. En effet
seule la moitié du matériel engagé peut étre récupéré contrairement a la @syhEtaque pour laquelle,
une fois que la voie de synthése a été développée, seul I'énantiomére gindéleist Cet inconvénient
peut étre contourné en trouvant un moyen de racémiser I'énantiomére irldégiiatera a nouveau mise
en présence du I'agent de résolution. Cette opération peut étre réaliséerpliass afin de se rapprocher
d'un taux de réupération de 100% en énantiomére désiré. De nombreux brevets de résolution
d’énantioméres par formation de selsladestéréoisomeramt été déposés car ce sont souvent des méthodes

de productions de principes actifs [94-96].

7.3.2. Dédoublement par cristallisation d’énantiomeres

Un mélange racémique peut cristalliser de différentes maniéres

- s0it les cristaux sont composés des 2 énantioménegparlealors de cristallisation hétérochirale. Dans
ce cas seul le procédé d'enrichissement préf@emiermet d’obtenir les énantioméres purs.
L’enrichissement préférentiel consiste a obtenir par cristallisation detaux ayant un exces
énantiomérique trés faible mais dont les eaux meres issues de cette cristallisatiinua exces
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énantiomérique npche de 100%. Des cristallisations successives permettent d’obtenir aleeneativdes

eaux meres avec un exces énantiomerigue tres élevé de chaque énafigmere

- soit les cristaux sont composés d’'un seul énantioméretyfize de cristallisation est alors appelé

homochirale.

Lorsque les cristaux sont composés d'un seul énantiomére on parle de corgldaéra
cristallisation homochiral¢98] ne représente que 5 % des cristallisations des compbgésix. Les
cristaux de chaque énantiomére ayant des formes différentes, il est posséparee les énantiomeres en
triant les cristaux. C'est d'ailleurs ce qu’avait fait Pasteur pour sépeseérlantioméres du tartrate
d’ammonium sodiunfi99]. Il va de soi que la technique du tri ne peut étre apm@igliéchelle industrielle.
En revanche, il est possible de cristalliser un des 2 énantioméres en utilisétiidde de la cristallisation
préférentielle[100]. Il faut pour cela préparer une solution saturée en racémique et 'ensemencesavec de
cristaux de conglomérat de I'énantiomere désiré. Pendant une période seul umé&manta cristalliser.
La premiére observation de ce phénomene remonte a 1866 et flt réaliBé&parez101] et depuis a
été développée et améliorée notamment avec le procédéSAeated Polythermic Programmed
Preferential Crystallisation (AS3PC) développé par G. Coqlied2] dans lequel la cristallisation d’'un

des 2 énantioméres est provoquée par un refroidissement de la solutiés. satur

7.4.Les méthodes séparatives

7.4.1. Les membranes
Des membranes énantiosélectives peuvent étre utilisées pour séparer des composéSattérau

membrane peut étre un solide composé d’un support inerte et d’'une fine couctivesd@leun liquide. La
membrane solide pe#étre soit un polymere qui intrinsequement est chiral comme I'albumine ou un
polysaccharide, soit une membrane compa¥un polymere imprégné d’'un sélecteur chiral tel que les
éthers couronnes ou les cyclodextrifle®3]. Dans le cas d’'une membrane liquide, ecellest compos

d’un solvant organique contenant un composé chiral jouant le rétardggorteur d’énantiomeres dans la
membrane. A titre d’exemple D. Stedaal. [104] ont séparé les énantiomeres de I'acide mandélique avec
cette technique en utilisant la cinchonidine comme transporteur e¢langa doécane/octanol comme

membrane liquide.

7.4.2. Electrophorese capillaire chirale
Le principe de I'électrophorése est la migration de substances chargéesifoaad® d’'un champ

électrique intense (de 300 a 500 V/cm) continu dans un tube capillaire effiositice de 50 & 100um de
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diametre rempli d’'un électrolyte. Les ions migrent sous l'influence dhamp électrique et la vitesse de
migration est fonction a la fois de la charge de l'ion et de sa taille. L'@pdairése capillaire peut étre
utilisée pour I'analys d’échantillons biologiques pour quantifier des acides aminés ou desgsot@is
aussi pour de petites molécules pharmaceutiques ou de ions inorganigteesecdeique a I'avantage
d’étre peu codteuse a la fois au niveau de I'équipement et du fonctionnettepstEacile & mettre en
ceuvre et la gamme de pH d'utilisation est trés vaste permettant I'ionisatioasiteyt tous les composés.
L’électrophorése capillaire peut étre utilisée pour la séparation diémemes par ajout d’'un sélecteur
chiral dans I'électrolyte. La cyclodextrine est souvent utilisée en tant queaesél@hiral. Grace a
l'inclusion plus ou moins forte de chaque énantiomere, -cemxigrent plus ou moins rapidement. Les
cyclodextrines neutres sont utilisées pour séparer des énantiomeéres iamsési@ldes cyclodextrines
ionisées pourront étre utilisées pour I'analyse de composéssigtrelques applications de séparations
d’énantiomeéres a I'échelle préparative ont été décrites dans latlitErpagélectrophoreseapilaire mais

se limitant a la séparation deelques milligrammes par heure [105].

7.5.La chromatographie
Des énantioméres peuvent étre séparés par chromatographie achirale, s'ils sablepréat

dérivés avec un composé énantiimuement pur afin de former une paire de diastéréoisomignessla
séparation chaque diastéréoisomére sera clivé afin d’obtenir I'énantiomé@efterméthode a I'avantage
d'utiliser des colonnes achirales greffées par exemple octadécylevdircheelle requiert une étape de
synthése en amont de la séparation et une étape de clivage posatiurifin cas de chromatographie
préparative, dte étape de clivage devant en plus étre non racémisante. D'autre part elle nécessite
I'utilisation d’un agent chiral énantiomériquement pur qui devra réagisi bien avec I'énantiomére R que

I'énantiomére S du composé a séparer.

L'autre méthode consiste a injecter le couple d’énantioméres sur une colonnendataraphie
sans traitement préalable. Une fois de plus la séparation sera haséfosuation de diastéréoisomeres
mais ceuxci ne seront que transitoires. Soit I'agent chiral permettant defates diastéréoisomesra
ajouté a la phase mobile soit la phastationnaire possédera unffgme chiral pour donner une phase

stationnaire énantiosélective

Pour la méthode consistant a ajouter I'agent chiral dans la phase motiilgation de @lonne
Cis est suffisante comme dans I'exemple de la séparation des énantiomiEnesddpa sur une colonne
Lichrospher Gg en ajoutant a la phase mobile ecomplexe cuivre L-phénylalanine [10&. Bielejewska
a combiné les thodes en utilisant une phase stationnaire chirale, en I'occurrence la cGlursleel OD

et en incorporant un agent chiral dans la phase mobile I'acide camphorpudf@aiur séparer différents
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composés pharmaceutiques tels que le sulconazole ou leaztei07]. Le méme procédé a été utilisé
parO. Gyllenhaal [108n chromatographie en phase supercritique pour la séparation des énantiomeres du
méoprolol sur une colonne hypercarb en ajoutated@e L-(+) -tartrique a la phase mobile ainsi que par

W. Steuer pour la séparation fgidloquants en incorporant de la&ycyl-L-proline [109] Ces méthodes
consistant a ajouter un agent chiral dans la phase mobile npasoutilisée a I'échelle préparative car

elles nécessitat de grandes quantités d’agent chiral, cenjest économiquement pas réalisable et d'autre
partcette technique nécessite un traitement post purification pour sépaest Kdural de I'énantiogre

pur.

La méthode de chromatographie la plus répandue, notamment a I'échelletiweparsiste a utiliser
une phase stationnaire chirale. Le mélange d’énantioméres est injelet&€aionne et la formation d’'un
diastéréoisomeére entre le soluté et le sélecteur chiral greffée ou déposésuppolt sera plus favorable
pour I'un des 2 énantiomeéres, générant une séparation. Les phases stesiatiales disponibles sont

trés nombreuses et leur descriptsema réalisée dans le chapitre suivant.

V La Chromatographie énantiosélective

1. Phases stationnaires chirales

1.1Introduction

Méme si le marché des phases stationnaires chirales est largement dominé par les phases a base de
polysaccharides, de nombreuses phases avec des structures variééspanitties. Quelle que soit la
phase stationnaire utilisée, la séparation des énantiomeres est toujours baséensatida transitoire de
complexes diastéréoisomeériques entre le soluté et le sélecteur chiral durant ke gassaglyte a travers
la colonne. Comme I'explique E. Francoftel0,111] I'utilisation de phases stationnaires chirales pour
tenter de séparer des composés optiguement actifs remonte a plus de 100 ans. C’'est é0@ffgueRr.
Willstatter réalisa les premiers essais de séparation d’isoméres sur des polymérestabstuyet de la
laine ou de la soifL12]. Il a fallu attendre les années 40 pour voir la premiére uidisde polysaccharide
en tant que phase stationnaire chirale desdravaux deG. Henderson eH. Rule qui réalisérent la
séparation des énantiomeres d’'un dérivé du camphre sur du [gd8keS’en suivitdifférents travaux
utilisant la cellulose pour la séparation d'acides amiflEs4-116]. Malheureusementes séparations
n’étaientque partielles et méme si W. Steckelbfdrtj7] parvint a séparer des atropoisomeres de délwés
biphényle sur de 'amidon de pomme de terre, la séparation a I'échelle ptéparestd trés laborieuse.
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Depuis de nombreux types de phases stationnaires chirales ont été développées et commercialisées par
différents fournisseurs. On peut classer les phases stationnaires énantiosélectives en 3 grandes catégories :
les phases constitués d’une molécule chirale fixée sur un support solide (phase de type I) ; les phases

polymériques (phase de type II) et les phases a empreintes moléculaires (phase de type III).

1.2.Phases stationnaires chirales de type 1
Ce type de phase est obtenu en fixant une molécule chirale sur un support solide qui, la plupart du
temps est a base de silice. Cette molécule chirale peut étre de nature treés diverse, avec notamment
I’utilisation d’acides aminés, de cyclodextrines, d’éthers couronnes ou de glycopeptides macrocycliques.
Les sélecteurs chiraux situés a la surface de la silice interagissent avec les solutés, généralement, de maniere

indépendante.

1.2.1. Phases de type « Pirkle »

Les phases stationnaires de type « Pirkle » ou « brush type » sont réalisées a partir de silice sur
laquelle a été fixée un dérivé d’acide aminé tel que la 3,5-dinitrobenzoyl leucine (DNBL) ou la 3,5-
dinitrobenzoylphenylglycine (DNBPG) dont les structures sont décrites dans la figure-1.28. William Pirkle

travailla beaucoup au développement de ces phases [118] [119]

A B

NG, ~ o
o~ H ?~si Hol~
~ 0, ) N 0L )
Figure-128: A: phase DNBL phase DNBPG B: phase (S,S) Whelk-O1(R)

Ces phases sont caractérisées par un mode de reconnaissance basée sur la regle des « 3 points »,
appelée aussi regle de Dalgliesh [116].

Ce mode de reconnaissance repose sur la formation de complexes diastéréoisomeres entre un
énantiomere et le sélecteur chiral. Deux énantiomeres seront séparés s’il existe 3 interactions simultanées
entre la phase stationnaire et les énantiomeres. Dans la figure-1.29, I’interaction entre 1I’énantiomere A et
le sélecteur chiral sera plus forte car il y a 3 points d’interactions possible alors qu’avec 1’énantiomere B

ces 3 interactions n’existent pas quel que soit le positionnement de la molécule, seuls 2 sont possibles.
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Figure-129: regle des 3 points d’interactions préférentielles entre I'énantiomére A et le sélecteur chiral

Ces phases ont soit un caractere m accepteur comme les 2 phases précédemment citées, soit un

caractere T donneur ou les 2 conjointement comme pour la phase Whelk-O 1 (figure-I 30).

7 stacking
Encombrement stérique
T l‘
\\__ S ‘\I#
HO e
MH ¥ H Liaison hydrogéne
pead 0= M4

_O-_.__ /‘\-/ o MO O
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MO, 7 stacking

Interaction dipdle dipdle

Figure-1 30: différents types d'interactions entre le soluté et la phase Whelk-O 1
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La formation du complexe entre la molécule chirale et la phase stat®ringlique une
combinaison de différentes interactions, telles que les liaisons hydrolgsneseractions dipéle dipdle,
le  stacking et 'encombrement stérique (ig-1.30).

Ces phases sont plus énantiosélectiiga-vis dessolutés comportamtes groupements facilitant
les interactions tels que des cycles aromatiques, c’est pourquoi il est parfoikeudiériver les composés
a analyser afin d’augmenter I'énantiosélectivité. Un des groupements les plusreuntauitilisé est le
dinitrobenzoye. Les phases de typePikle » ont comme principaux avantages d'étre compatibles avec
tous les solvants du fait du lien covalent qui unit le sélecteur chiral dide, si'étre résistantes
mécaniquement et chimiqguement mais également d’étre dispodéredes 2 configurations absolues ce
qui permet de choisir I'ordre d’élution des énantiomeéres. Il est en effetatgmént préférable d’éluer en
premier I'eutomeére lors d’'une séparation a I'échelle préparative du faisatesrimes de distribution du
soluté qui sont trés souvent de type Langmuir, alors qu'il est préférabldwde En deuxieme lors d’'une
analyse pour mesurer des exces énantiomértoggélevés. La plus connue et la plus utilisée d’entrg elle
est la phase-(3,5-dinitrobenzamido) -téahydrophénanthréne commercialisée sous le nom Whdlk
(figure-1.28) par la société Regis du fait den énatiosélectivité assez larggace a la présence combinée
de groupemestr donneur ett accepteurCette phase fut développée par Pirkle etC. Welch [120]
[121]. Les phases de type « Pirklesont en généralbien adaptées a I'utilisation en CPS et notamment a
I'échelle préparative car elles ont un taux de charge qui est relativernedi bardre de 1 a 50 mg purifié/

g de phase stationnaire chirale.

1.2.2. Phases échangeuses d’ions
Parmi ces phases liées par des liaisons covalentes a la silice et agissant de maniadaimdgpe
il est important de citer les phases échangeuses d’ions telles que les pirafmsk@NAX et Chiralpak
QD-AX (figure-1.31) pour les échangeuses d'anions ou la phase SCX CSkefti@2 pour les
échangeuses de catidd®2]ou enceoe les phases Chiralpak Zwix(+) et Chiralpak ZwiX{23] qui sont

des phases zwitterionigei€’'esta-dire qu’elles portent a la fois une charge négative et une charge positive.
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Figure-1 31: phases stationnaires chirale échangeuses d'anions QN-AX (gauche) et QD-AX (droite)

Les 4 phases Chiralpak sont basées sur le greffage de dérivés de quinine et ae guinidi

silice alors que la phase SCX est issue du greffagedé#tiné de I'acide syringique.
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Figure-1 32: phase stationnaire chirale échangeuse de cations SCX

Ces phases ont démontré leur efficacité en CPS pour la sépa@ttomposés a caractade
[124] et pour les composés a caractere baditi2g]. Ce mode de séparation nécessite I'ajout d'une base
ou d’'un acide jouant le réle de contre ion dans la phase mobile et les aateesseherches ont noté que
le log k (facteur de rétention) des solutés était proportionnel &b (Qg-concentration contre-ion), ce qui
confirme le processus de chromatographie de paires d'iongz BEl[126] avaient d’ailleurs montré que
l'ion carbonate de méthylissu de la réaction entre le €@t le méthanol de la phase mobile servait

également de contien.

1.2.3. Les phases a bases de cyclodextrines
Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques feraiéaités Dglucopyranose liées
entre elles par des liaisonsl,4 générant une structure en forme de cone tronqué possédant une cavité
centrale. La taille de la cavité varie d@ R a 95 A selon que la cyclodextrine est p ouy avec
respectivement &, et 8 unités glucopyranose. La forfiéfigured.33) avec 7 unités de glucose est la plus
utilisée. La sélectivitéerai régie par I'inclusion de la molécule a analyser dans la cavité ainsi gles pa

interactions avec les fonctions alcools secondded®ligosaccharide.
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Figure-1 33: B cyclodextrine. Dessin de droite (issue de la thése de Romain Jacquet (Cyclodextrines hydrophiles : caractérisation et
étude de leurs propriétés énantiosélective et complexante : utilisation de la chromatographie en phase liquide et de la
spectrométrie de masse. ICOA Orléans 2006)

Les cyclodextrines sont peu utilisées en CPS, par rapport a leur utilisation CLHP, méme si R.Q.
Wang [127] a démontré que des P cyclodextrines chargées positivement par I'intermédiaire d’un
ammonium (figure-1.34) pouvaient étre utilisées en CPS pour la séparation de nombreux composés comme
des dérivés de la flavone, des thiazides ou des acides aminés. Les interactions électrostatiques provenant
des fonctions chargées positivement sur le pourtour de la cyclodextrine tendent a améliorer
I’énantiosélectivité. Enfin il y a peu d’applications en chromatographie préparative du fait de leur faible

capacité de charge.
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Figure-1 34: Cyclodextrines chargées [127]

1.2.4. Ethers couronnes
Les éthers couronnes, sont souvent utilisées pour séparer des énantiomeres d’acides aminés
contenant une fonction amine primaire. L’une des phases commerciales disponible est la Crownpack CR-
(+) (figure-1.35). Tout comme pour les phases a bases de dérivés de cyclodextrines, la reconnaissance
chirale est basée sur I’inclusion dans une cavité. Celle-ci est réalisée par la formation d’un complexe entre
le sel d’ammonium et les doublets non liants des oxygenes de 1’éther couronne. Généralement les phases
mobiles utilisées avec ces phases sont principalement composées d’eau et d’acide perchlorique avec des

pH compris entre 1 et 2, ce qui explique qu’elles ne soient pas utilisées en CPS.
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Figure-1 35: Crownpack CR-I (+)

1.2.5. Les Phases a base d’antibiotiques macrocylciques
Ces phases sont basées sur des macrocycles glycopeptidiques telles que la vancomycine, ou la
teicoplanine commercialisée sous le nom de Chirobiotic V ou T ou en version aglycone (Chirobiotic TAG

dont la structure est présentée en figure 38. Ces macrocycles sont greffés sur la silice.
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Figure-1 36: A gauche : la vancomycine A droite : la teicoplanine aglycone

Quelques applications de ces phases en CPS ont été publiées, notamment dans des travaux de Liu
et al. [128] qui ont analysé une série de plus de 100 composés tres variés, comprenant des hétérocycles

azotés, des acides aminés dérivés ou non et des lactones.

1.2.6. Les phases stationnaires pour chromatographie par échange de ligand
Ces phases stationnaires chirales utilisent le principe de la chromatographie d’échange de ligand et
sont principalement dédiées a la séparation d’acides aminés dérivés ou pas et d’acides carboxyliques. La
reconnaissance chirale sur ces phases est basée sur la formation de complexes entre des ions métalliques

tels que I’ion Cu®* et I’ion Ni** et un o amino acide greffé sur silice. Une des phases commerciales est la
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ChiralpakWH dont le sélecteur est constitué d’'un complexe entre I'ion cuivrique gtoline liée de
maniére covalente & la silice. Cette partie ne sera pas plus développée car ces phasesestattosoai

pas compatibles avec la CPS en raideha nécessitd'utiliser une phase mobile aqueuse.

1.3. Les phases stationnaires chirales de type Hhases polymériques

Les phases stationnaires chirales de type Il ont comme point commun d'étrégs&ppartir
d’un polymeére. Ce polymeére peut étre utilisé tel quel en tant que phasenstatipau alors déposé ou
greffé sur silice.

A l'inverse des phases de type | qui agissent de maniére indépendante, la reconnaigsénce chi
avec les phases de type Il met en jeu l'action simultanée de plusieuastioter chirales des chaines
polymériques. L'énantiosélectivité de la phase peut étre due a la struttns®gque du polymére comme

dans le cas des phases polysaccharide.

1.3.1. Les polyacrylamides
Ces phases a base de polyacrylamides et de polyméthylacrylamides dévelop@e&igsahke
[129] ont été utilisées pour la séparation de différents types deos@spels que les benzodiazépines ou
les hydantoine$130]. La structure de polyacrylamide joue le réle de matrice achirales dometions

amides de centre de chiralité. Il n’y pas d’application en CPS de ces phases.

1.3.2. Les phases stationnaires chirales a base de protéines
Les protéines sont énantiomériquement pures et ont la particularité de idiscdes composeés
chiraux. Différentes phases stationnaires ont été développées a partitéideeproomme é—1-acide
glycoproteine (AGP), I'albumine de sérum hum@t$A) ou falbumine de sérum boviBSA), mais aussi
a partir d'enzymes comme la cellobiohydrolase (CBH | ou CBH Il) ou désogrd. Tout comme les
phases a base de polyacrylamides, ces phases ne sont pas adaptées ni a la CPS ni a laaphiematogr

préparative

66



chapitre 1: Synthése bibliographique

1.3.3. Phases stationnaires a base de polysaccharides

a. Cellulose triacétate microcristalline (CTA)

Cette phase est un polymére présentant des sites chiraux d’inclusion de différemtsselt de
différentes tailles et qui est utilisé pur en tant que phase stationnaire chirale. Cettenjrbdséd par
Hesse et Hage]131] fut pendant longtemps la plus utilisée a I'échelle préparative dardugdtrie
pharmaceutiqgue notamment par E. Franda®@]du faitde sa facilité de mise en ceuvre, defadlsie colt
et de sa forte capacité de charge. En revarad®phases font preuve d’'une trés faible efficacité. Tout
comme les cyclodextrines et les éthers couronne, la reconnaissancesehfeggoar inclusionu soluté
entre les chaines de cellulose. D'aprés les études de E. Frdt8&itda structure cristalline de la CTA
influence les propriétés chromatographiques. Selon que la CTA escrigalliine ou amorphe, la
reconnaisgace chirale sera différente, avec parfois méme des inversions d’ordre d'éluttie les 2110].

Les phases mobiles les plus couramment utilisées sont composées d’eau et;@ales@éparations sont
généralement mise en ceuvre a faible pression et faible débit. Toutes ces t&séftifitique les phases
CTA ne sont pas appropriées pour la chromatographie en phase supercritique. Ibrdgiasda littérature
d’exemplesd’utilisation de CTA en tant que phase stationnaitedCPS excepté une application en tubes
ouverts comparables a ceux utilisés en chromatographie en phase gazeuse daseunelgle composée

a 100% de CQJ[133].

Afin d’améliorer I'efficacité de ces phases stationnaireseautonservant leur énantiosélectivité,
des procédés permettant de déposer le polysaccharide sur silice furent d&svetdpmment pas I'équipe

de Y.Okamoto[134]. Ces phases se révélerent trés énantiosélectives et plus efficaces.

b. Phase a base de polysaccharides déposées.
i Généralités
Développée par Y. Okamoft34], cette classe de phastationnaire chirales est la plus utilisée
dans l'industrie pharmaceutique que ce soit a I'échelle analytique ou prépatats phases sont réalisées
a partir de cellulose et d’amylose (fig-1.37) qui sont les polymeéres chiraux les plus abondants sur terre.
Afin d’améliore la capacité de reconnaissance chirale, les fonctions hydroxylesdibpesysaccharide

sont dérivés afin d’obtenir entre autres des esters ou des carbamates.
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Figure-137: Structure de la cellulose (a) et de I'amylose (b)

I Polysaccharides dérivés benzoates

Certaines phases sont des dérivés benzoates, commailaseeltis(4-methylbenzoate) connue
sous les noms de Chirald@0 ou Lux cellulos8. La reconnaissance chirale de ces pbhast influencée
par la naturde nombreet la position des substituasisr legroupemenphényle. Ainsi I'énantiosélectivité
estaméliorée lorsque ce groupement est électrodonneur comme un méthyle, pararappgroupement
électroattracteur comme un halogéne. En revanche I'amylose benzoate montngs faiblgl capacité a
séparer les énantioméres. D'aprés Y. Okamoto ceci astdmute di a la plus grande flexibilité de
conformation de I'amylose dérivée par rapport a la cellulose, généranunimpsius grand nombre de

conformeéres réduisant de ce fait la capacité de reconnaissance chirale de I'amylose.

il. Polysaccharides dérivés carbamates

La deuxieme grande série de phases stationnaires a base de polysaccharides est baséeésur les dériv
phéylcarbamates de cellulose et d’amyloseuifieg.38). Parmi les dérivés de polysaccharides phases
sont cellesayant la plus grande capacité de reconnaissance chirale notamment pour les déf8/Bs tris
diméthylphénylcarbamate) d’amylose (ADMPC) commercialsgus les nomsle Chiralpak AD, Lux
amylose 2Kromasil Amycoat, Regispack ou Amyle€e ou tris (3,5diméthylphénylcarbamate) de
cellulose (CDMPC) plus conmasous le nom de Chiralcel OD, Lux cellulose 1, Cellulose C, Registz|
phases stationnairesont capables de séparer les énantioméres de nombreux composés avec des
caractéristiques chimiques différentes (acides, acides artactme f-bloquantsdes dérivés d'acide 2

aryl propionigue (ibuproféndétoprogne...).
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(a) (b)
X
0
4 —f
0 o_
OH Ho”  OFo—

HO
Figure-1 38: (a) Cellulose et (b)amlylose dérivé phénylcarbamate

La cellulose phénylcarbamate substituée présente d’ailleurs une meilleure capacité de
reconnaissance chirale que la phase dont le groupement phényle n'est pas substitus, Re pl
reconnaissance chirale des phasemylbarbamates dépend tres largement de la natule la position
des substituants sur le phényle. En effettroduction de ces substituants induit une modification des
interactions entre les énantiomeres et le groupement carbamate, pointactéatmhaissance chirale. Par
exemple, l'introduction de groupements électroatitnas tel qu'uratome d’halogéne, pourra engendrer
une augmentation de l'acidité du proton NH de la fonction carbamdes que dans le cas d'une
substitution par des groupements électrodonneurs comme un groupement m8thdend.3),
laugmentation dela densité électronique de Il'oxygene du carbonyle du carbamate générera

potentiellement des liaisons hydrogénes plus fortes.

@j@rﬁ

7B

Schéma-I 3: interactions entre une phase diméthylphenylcarbamate et des composés donneurs de liaisons hydrogénes et

accepteurs de liaisons hydrogénes
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L’ensemble des structures des phases stationnaires et leur nom commeltcragsmpésdans le

tableau |.6

Tableau-I 6: Phases stationnaires chirales a base de polysaccharide

Polysaccharide

Sélecteur chiral

Cellulose

Amylose

o

QL

Tris(4-méthylbenzoate)

Chiralcel O3 Lux Cellulose 3

. Chiralcel OO Lux cellulose | Chiralpak AD* Lux Amylose %
\JI/ \Q/ Tris(3,5-diméthylphénylcarbamate) Cellulose C RegisCelt Amylose G RegisPack
Chiralpak 1B Cellulose SB Chiralpak IA  Amylose SB
/U\NH k@ Tris (S)-a- méhylbenzylcarbamate Chiralpak AS Chiralpak IH
N o
\cﬂ/ \Q/ Tris(3,5dichlorophénylcarbamate) Chiralpak IC Cellulose S€ Chiralpak 1B
H
N a . Chiralpak I3
\fﬂ/ \©/ Tris(3-chlorophénylcarbamate)
N o Tris(3-chloro-4-
\c[l/ \©i méthylphénylcarbamate) Lux cellulose 2 Chiralcel OZ | Chiralpak AZ Chiralpak I
\n/ﬁ Tris(3-chloro-5-
< \Q/ méthylphénylcarbamate) Chiralpak 1G
i Tris(4-chloro-3-
\cﬂ/ \EJ\/c méthylphenylcarbamate) Lux cellulose 4 Chiralcel OX
|
Tris(5chloro-2- Chiralpak AY!  Lux amylose

r”ﬁ;

méthylphenylcarbamate)

22
RegisPack CLAL*

1: Daicel (Chiral Technologies) ? : Phenomenex 3 : YMIC “ : Regis Bleu : déposée Rouge : immobilisée

En plus de la nature des substituants sur le phényle, leur position sur le cgabdgabement un

réle important pour la reconnaissance chirale. Les positions en ortheeimdygnéralement une plus faible
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reconnaissance chirale que les groupements &n Ne@mamote: al. avaient d’ailleurs noté qu’une phase
phénylcarbamate avec un haut pouvoir de reconnaissance éinadit un cristal liquide en solution a
haute concentration, indiquant que la capacité de reconnaissance chiraergiaement assiée a la
formation d’une structure organes®r les phases substituées en ortho ne formpésde cristaux liquides
[135]. Les substituants généralement utilisés sont I'atome de chlore ou le menipméthyle, soit
séparémencomme pour la phase tris (3Jnéthylphéylcarbmamate) d’amylose soit associés comme
pour la phase trigb-chloro-2méthylephénylcarbamate) de cellul§$86]. Généralementes 3 fonctions
hydroxyles libres sont déées avec la méme fonction, mais trés récemment, I'équipe d’Okfb3deest
parvenue a introduire des substituants différents aux 3 positions du cyclegloocosint par exemple des
phases de type  -l@enzoate-3-(3,5-diméthygnylcarbamate) ou 2benzoate-6-(3,5-
dichlorophenylcarbamate). Ce procédé de dérivatisation ouvre la voienauvedle génération de phases

stationnaires chirales qui ne sont pour le moment pas commercialisées.

Enfin, les substituants n'optarfois pasé méme effet qu'il s’agisse de cellulose ou d’amylose, et
ce certainement du fait d’'une différence de structure hélicoi@al@ golysaccharide€omme expliqué
précédemmenta capacité de reconnaissance chirale des phases amyloses et cellulosesedétieées
la structure intrinséque du polysaccharide avec la forme en hélice et les céeitadans cette structure et
non pas comme pour les phases de typiekte » a un ou deux centres asymétriques sur le sélecteur chiral.
Il existe pourtant unelase a base de polysacchasicemmercialisée qui posséde un carbone asymétrique
en plus de ceux du cycle glucose, 'amylosel(®renylcarbamate (Chiralpak ASCette phase ne présente
pas une capacité de reconnaissance chirale supérieure a celle petauingas deentre stéréogénique
supplémentaire mais est souvent complémentaire des autres phases. Il ¢éshirdporoter que la phase

amylose (R)L-phénylcarbamate est moins énantiosélective et n'est donc pas commercialisée

c. Phases a base de polysaccharides immobilisées
i Généralités

Les phases a base de polysaccharides déposés sur silice se montrent extrémement effitaces po
séparation d’énantioméres, notamment I'amylose tris{@Brethylphenylcarbamate) ou Chiralpak AD qui,
au sein de nogrlaboratoire a permis de résoudre prés de 50% des séparations de mélanggsestcémi
I'échelle préparative (fige-.39) En revanche, du fait de leur mode de préparation, ces phases ont
'inconvénient d’'étre incompatibles avec certains solvants. En effetémemre de solvants tels que le
dichlorométhane, I'acétate d'éthyle, le dioxane ou le THF entresals dérivés de cellulose et d’amylose

gonflent voire se dissolvent, limitant de ce fait la gamme de solvants Uisstbtant que phase mobile
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M Chiralpak AD

M Chiralpak IC

M Chiralcel OD

M Chiralcel OJ

B Whelk 01

m Chiralpak 1A

 Chiralpak AS

i Lux cellulose-2
Lux cellulose-4

 Lux amylose-2

Chiralpak IG

*Basé sur 4162 séparations

Figure-1 39: ratio d'utilisation des phases stationnaires chirales en CPS préparative. De 2005 a 2017 au centre de R&D Janssen

Certaines phases déposées sur silice sont méme incompatibles avec les alcools, telles que la
cellulose tris-(3,5-dichlorophénylcarbamate) ou 1’amylose tris-(3-chlorophénylcarbamate), interdisant leur
utilisation ou tout du moins leur commercialisation en dépit d’une bonne capacité de reconnaissance chirale
[138,139]. Afin de contourner ce probleme, des versions immobilisées sur silice de ces phases ont été
développées. C’est-a-dire que des procédés ont été développés afin de fixer ou réticuler le polysaccharide
a la silice. Ces phases ont 1’avantage d’ouvrir la porte a une plus large gamme de solvants offrant des
sélectivités différentes. L’utilisation conjointe de ces phases stationnaires avec des solvants moins
conventionnels s’avere dans certains cas, tres bénéfique en générant de meilleures sélectivités comparées a
celle obtenues sur des phases déposées avec des alcools comme phase mobile [140]. Ces phases apportent
également un avantage a I’échelle préparative, ou la faible solubilité du soluté est souvent un frein a la
productivité (ce point sera abordé dans le chapitre consacrée aux phases mobiles sur les phases stationnaires
polysaccharidiques). Plusieurs phases immobilisées sont maintenant disponibles: la tris-(3,5-
dimethylphenylcarbamate) d’amylose appelée Chiralpak IA (ou Lux-i Amylose-1 ou Chiral ART Amylose
SA) et de cellulose appelée Chiralpak IB, qui sont les équivalents immobilisés respectivement des phases
déposées Chiralpak AD et Chiralcel OD. D’autres phases stationnaires composées de polysaccharides
dérivés phénylcarbamate substitués par un ou plusieurs atomes de chlore ont été développées. Ces phases
ne sont pas disponibles en version déposées pour les raisons d’incompatibilité avec les solvants évoqués

précédemment. Ainsi les phases Chiralpak IC (ou Lux-i cellulose 5 ou chiral ART cellulose SC), Chiralpak
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ID, Chiralpak IE, Chiralpak IF, Chiralpak IG et Chiralpak Bént dorénavant a la disposition des

utilisateurs.

Il est important de noter que pour un méme sélecteur chiral, les phases deuatdeiséhiral est
immobilisé sur la silice peut présenter une sélectivité différente et généralgmefdible de celles dont
le sélecteur chiral est déposé sur la silice que ce soit en Ql44R42]ou en CP$143]. Le diagramme
ci-dessus (fiurel.39) illustre bien la supériorité des phases déposées sur les phases immobilisées. En
la phase Chiralpak A@ui est une phase déposée représente 47% des sépaahiisngue la phase
Chiralpak IAqui est I'équvalent de la phase Chiralpak ABais en version immobilisée ne représente que
5% des séparations réalisées. La deuxieme phase la plus utilisée est unemploadesée, la Chiralpak
IC mais certainement plus, du fait de sa spécificité liée a la suiostipdar deux atomes de chlore sur le
groupement phényle gu'a son immobilisatidn. Thumberg [144]fit la méme observation en notant
également une plus forte rétention des compawec la Chiralpak IA par rapport a la Chiralpak Alen
conclutque les interactions achirales étaient plus fortes conduisant a une plus éraniiteret a une plus
faible énantiosélectivité. Il existe cependant quelques exemples materandilleures énantiosélectivités
sur les phases immobilisées notaemt avec la phase Chiralpak [245,146] Ceci s’explique par une
modification de la structure du polysaccharide due a I'immobilisatiémé@lement le sélecteur chiral
immobilisé est lié chimiquement a la silice par I'intermédiditame fonction hydroxyle du pgdaccharide
ce qui provoque une modification du polysaccharide.

ii. Les méthodes d’immobilisation

Méme si la commercialisation de la premiere phase immobilisée ne remonte@’'&3emiére
tentative d'immobilisation de polysaccharsdgur silice a été misée en 1987 par. Okamoto[141].
L'immobilisation est réalisée par I'intermédiaire d’une liaison coualentre le sélecteur chiral et la silice.
Comme décrit par Shen dans un article de 2044, il existe différentes méthodes d'immobilisatiddoit
() par I'intermédiaire d’un dérivé diisocyandtbe41] permettant de lier le sélecteur chiral aux fonctions
amines de la silice. Ce mode d’'immobilisation impactant négativement laneéssence chirale par rapport
a la phase déposée correspondante du fait des nombreuses liaisons entre le palgsatdesupport.
Soit (ii) par réaction avec I'hnydroxyle terminal de I'oligomére denjtose oxydé en cétori@48]. La
lactone ainsi générée est ensuite polymérisée et liée de maniére covalentecaaeasit d’étre dériveen
3,5 diméthylphénylcarbamate. Une autre méthode développéde . prancotte[149, 150] est (iii)
I'immobilisation par photo irradiation. Le polysaccharide est d&égas silice puis est irradié via une lampe
UV. Enfin la derniére méthode utilisée est I'immaodidliion par polymérisation radicalaire de plusieurs
polysaccharides portant une fonction vinyle. Le challexse’introduire la bonne proportion de fonctions

vinyles sur la cellulose ou I'amylose. En effet il faut a la fois assez dedsctinyles pourque le
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polysaccharide soit immobilisé correctement sur la silice mais pas triggae de diminuer la capacité de

reconnaissance chirale de la phe$ .

d. Mécanismes de reconnaissance chirale sur phases stationnaires a base
polysaccharides

Pour les phases de typ&ikle » ou pour les cyclodextrines, les mécanismes de reconnaissances
chirales ont été étudiées et des modeles ont été proposés. En revancke,giagds polymériques a base
de polysaccharides, la compréhensies interactions mises en jeu est beaucoup plus complexe car le
nombre de sites d’'interactions est trés important. Les mécanismes de reconnaissdacaeattent en jeu
simultanément plusieurs sites chiraux et font intervenir des cavités chirales ale da structure du
polymére. Comme expliqué précédemment pour la cellulose tris(phénylcagharaatphases forment des
cristaux liquides lorsqu’elles sont en solution trés concentrée, @m@@iMeur arrangement de maniére
réguliere. Cet arrangement@trés certainement un réle dans la reconnaissance chirale. Cenptigue
M. Laemmerhofef152], les mécanismes de reconnaissance chirale entre une phase polysaccharide et u
soluté ont ététudié a la fois par analyse atmatographique, mais aussi par études spectroscopiques
comme l'infrarouge ATR153] ou la RMN[154]. L’analyse par diffraction de raysiX sur des mono
cristaux de complexe sélecteur chiégalantiomeére, a été utilisée pour des phases de tygiddex> [155]
ou cyclodextring156] mais pas a ma connaissance sur des polysacchandesegquels seule la structure
du polymére a été étudié par rayons X [157]. Enfin la modélisation mokécalaté employée pour tenter
d’élucider de comprendred interactios mises en jeu entre un soluté et une phase paiaade[158].
Suite a lutilisation d’'une approche QSERR (Quantitativtructure Bantioselective Retention
relationship),T. Booth etl. Wainer [159] [160] émirent I'hypothése d’'une complexation solptéase
stationnaire chirale en 2 étapesune premiére étape non énantiosélective pendant laquelle les 2
énantioméres se lient de maniere équivalente a la phase stationnaire et nde éeqme qui induit une
modification de la conformation d’un des 2 énantioméres pour se liérgmééllement au sélecteur chiral.
Plus récemment C. Weldt61-165] a écrit une série de 5 articles sur la rétention et la recxsamaie des
phases stationnaires énantiesfivesa base de polysaccharides en se basant sur la méthode LSER (Linear
Solvating EnergyRelationship) en utilisant les descripteurs d’Abraham, E (interagtion S (interactions
dipdle -dipdle), A et B (liaisons hydrogéne donneurs et accepteurs) et V (lmeale la molécule)
auxquels ont été ajoutés 4 autres parametres, F pour la flexibilité, G pdobudaxté, D pour les
molécules chargés positivement etpdur les molécules chargées négativement. Ces différentes études
permettent de comprendre peu mieux quels sont les facteurs influencant la rétention et la recamuaiss
chirale; en revanche, il est encore difficile voire impossible pour le moment degrduk séparation

chirale.
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e. Phases stationnaires a base de polysaccharides pour la chromatographie
préparative

Pour la chromatographie préparative, la capacité de charge de la phase statesiidire la
quantité de mélange racémique qu'il est possible de séparer pour une goant#é de phase stationnaire
est un critére tres importa Or, bien que les phases stationnaires chirales a base de polysaccharides soient
les plus performantes dans ce domaine avec des valeurs de charges comprisemgretelQ0mg par
gramme de phase stationnaire, le rapport reste relativement fagoieesCdlentre autreswu fait que, la
guantité de polysaccharide déposé ne représente que 20% de la masse totalasged@tmnaire, le
reste étant constitué de silice qui ne participe pas a la reconnaissance chirale. Dans |e-passeétte.
[166] développa des phases a base de cellulose benzyle pure sans dépét sur silice. Ces phas#s montrére
une plus grande capacité de charge que les phases a base de polysaccharides dépo$éEsinsaisamednt
se révélérent tres fragile d'un point de vue mégami Plus récemment, I'équipe d’Okam{t67] a repris
la méme idée de phase sans billes de silice mais, afin d’améliorer la tenue de ldapassséon, ils ont
élaboré des billes de phases stationnaires hybrides compet¥% de polysaccharide et 31% d’un dérivé
a base de silicium conférant aux billes une bonne résistanceiméxafifin de confirmer I'efficacité de
cette phase, ils ont comparé la séparation de 50mg detZ|R@o-1-(anthryl) éthanol sur une phase
hybride & base de cellulose dérivée tris (3,5 diméthylphenylcarbamate) eestolomne ChiralpakB
(phase avec le méme sélecteur chiral mais immobilisée sur silice). La phase stattoybwiade permit la
séparation totale du mélange alors qu’avec a colonne Chiralpak IB,alailypas de retour a la ligne de

base entre les 2 pics.

Un dernier type de phase stationnaire énantiosélective peut étre utiliséumaés rgntre dans
aucune des catégories de phases précédemment citées. Ce sont les pogm@neistes moléculaires.

1.41es Polymeéres a empreintes moléculaires
Les polyméres a empreintes moléculaires sont constitués a partir de monomeresnalisgis
réticulables qui sont polymérisés en présence du composé a amgbyssta polymérisation kinalyte est
enlevé laissant une empreinte ayant la forme du composé a analyser. Les polyméres segmpreint
moléculaires peuvent étre réalisés de 4 maniéres différestés par liaison covalente, liaison ron
covalente, serrtovalente ou électrostatiquis méthode non covalente étant la plus populaire. Les

premiers travaux sur |'utilisation de polyméres a empreintes moléculatré®ogalisés p&s. Wulff [168]
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dans les années 70. Les principaux avantages de cette technique estdélbetinvgé pour la molécule

cible et le faible colt de fabrication de la phase par rapport au prix des gtatsonnaires chirales.

La premiére utilisation d’'un polymere a empreintes moléculaires en CLltiechiété réalisée
parB. Selergren[169] en 1985 pour la séparation d’acides aminés. Et depuis de nombreux composés ont
été séparés grace a cette technjdaephénylalanine pat. Zhang [170] I'acide mandéliqug¢171] ou le
kétoproféene [172]Concernant I'utilisation de cette technique en chromatographie en phasgisgper
peu d'applications ont été publiées. En 2012, Angell. [173] ont utilisé des polymeéres a empreintes
moléculaires comme phase stationnaire en CPS pour la séparation d'éphédsneéstitats étaient au

moins aussi bons que ceux obtenus en CLHP.

Il N’y a que trés peu d’apgiation de polyméres a empreintes moléculaires en &PFSlwanger
[174] analysa le roprolol et le propranolol avec cette technique. Il démontra que les polyméres a
empreintes moléculaires pouvaient étre utilisés en CPS en revanche, les pics sifrieinés larges avec
un impact négatif sur la résolution du fait de la cinétique d’échangelamalyte et la phase stationnaire

qui est trés lente.

2. Phase mobile

2.1.Introduction
Le CQO; constituant principal de la phase mobile est stocké soit dans un cylindre soihdaok u

de cylindres pour les systémes analytiques ou les petits systemes préparddifs ales réservoirs de
plusieurs mpour les gros systemes préparatifs. A titeexédmple, pour un débit de 50 mL/min un cylindre

de type B50 ne permettra I'alimentation pendant seulement 15 heuresleaysseme de CPS est équipé
d’'un module de recyclage du GQ.e systéeme CPS peut, selon les modeles étre alimenté £ligGide
etdans ce cas le cylindre sera équipé d’'un tube plongeur ou £ga2CSi le systeme est alimenté en,CO
gaz celuici devra étre refroidi et amené a une pression supérieseviP3, afin d’étre liquéfié. Cependant

du fait de la faible polarité du G@uiest comparable a celle de I'hexane, il est souvent nécessaire d’'ajouter

un cosolvant dans la phase mobile afin d’'augmenter la force éluante.

2.2 Co-solvant

2.2.1. Nature du co-solvant
La plupart du temps, un solvant organique, tel qu’un alcool a bas point diéhudit utilisé en

tant que cesolvant. En CPS chirale, en augmentant le pourcentage-stevemt (le constituant le plus
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polaire de la phase mobile) les temps de réteniimimdent. Par exemple le facteur de rétention de la 1
(1-naphtyl) éthylamine est 29,5 avec 7,5% d’éthanol dans la phase mobile &&; % figure-1.40).
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Figure-I 40: Analyse 1-(1-naphtyl) éthylamine Chiralpak IA 100x4,6mm 3um Phase mobile : CO,/ EtOH A : 7,5% EtOH, B : 10%
EtOH, C:15% EtOH, D : 30% EtOH

La proportion du co-solvant peut parfois monter jusqu’a 70% pour certaines applicatigreutO
donc estimer que bien souvent la phase mobile est a I'état subcstigaehangement radical des
propriétés physiques du fluide (viscosité, densité et diffusivité). SelBerger [175dans des conditions
standards d'utilisation adela de 16% de esolvant a 50°Cle CGO; est a I'état subcritique. En fait, le terme
chromatographie en phase supercritique est utilisé plus pouredécertechnique que pour définir I'état
du fluide.

En plus d’'une modification des temps de rétentibrAsberg[176]a démontré que le pourcentage
de cosolvant pouvait également avoir un impact sur la sélectivité et geenadification était dépendante

du composé a analyser.

De plus, contrairement a la CPS achirale, pour laguelle la modification dute du cesolvant
impacte généralement peu la sélectivité, en CPS chirale sur phase stationndoeéectite a base de
polysaccharides, substituer un -smlvant par un autre peut changer de maniére importante

I'énantiosélectivit§165,177] L’exemple figurel.41 montre I'analyse d’un mélange d’énantioe®sur la
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colonne Chiralpak I@vec une bonne résolution lors de I'utilisation de I'isopropandant que cgolvant,

simplement un retour a la ligne de base entre les 2 pics avec I'éthanclie¢ a@paration n’est observée
avec le méthanol.
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Figure-141: Analyse d’un composé de recherche Janssen. Colonne: Chiralpak IC 100x4,6mm 3um débit: 3,5 mL/min Phase mobile :

CO,/Alcool de 95/5 a 35/65 A: Isopropanol B: Ethanol C: Méthanol

La méme observation fut faite p@r. White [178] montrant qu'il était important d'utiliser le
méthanol, I'éthanol et I'isopropanol lors d’'ariblage écreeninydes conditions analytiquesur optimiser
un développement de méthodie séparation d’énantiomerésn changemerde cesolvant peumodifier
I'énanticsélectivité jusqu'a provoquer un changement de l'ordre d’élution des énamform@mme
présenté figure-1.48t observé paD. Gyllenhaal[179].

Les alcools peuvent également étre utilesésnélange afin d’améliorer I'énantigectivité. Ainsi
sur I'exemple présenté en figukd3, la séparation est meilleure en utilisant un mélange 50/50 v/v de

méthanol et d'isopropanol par rapport a celle obtenue avec chacun des altie@lsaut.
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Figure-1 42: Analyse d'un composé issu de la recherche Janssen. Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6mm. Phase mobile : A :
CO,/iPrOH 75/25 B: CO,/EtOH 75/25. Haut : analyse de I'énantiomeére R. bas : analyse du mélange racémique

Il estimportant de noter qu'il egbssible d'utiliser des phases mobiles compos€&iéméthanol
car ces 2 solvants sont miscibles, alors qu'’il n’est pas possible de le faire axaod'lfou I'heptane) et le
méthanol en CLHP chirale. L'utilisation tlacétonitrileen tant que cgsolvant donnsouvent desésultats

décevant mais pedtre tout de méme une solution dans un deuxieme temps, notamment lorsgugdes t
de rétention avec les aldeont tres faibles.
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Figure-1 43: analyse d'un composé issu de la recherche Janssen. Colonne: Chiralpak AD-H 150x4,6mm phase mobile A:
CO,/Methanol/isopropanol, B: CO,/Méthanol, C: CO,/isopropanol

Pour des raisons pratigyesguls des mélanges de-savant 50/50 sont utilisés mais nous avons
démontré que le ratio donnant la meilleure sélectivité pouvait étre vgridble Il est important de noter
gu’il est possible d'utiliser des mélanges £0@&thanol car ces 2 solvants sont miscibles, alors qu’il n’est
pas possible de le faire avec I'hexane (ou I'heptane) et le méthanol en cbiitdle. L'utilisation de
I'acétonitrileen tant que co-solvadbnne souvent des résultats décevant maisgtsutout de méme une
solution dans un deuxiéme temps, notamment lorsqueetegstde rétention avec les allsoeont trés
faibles. L'eau qui est un solvant trés polaire peut également étre utilisE®8nEn revanche, I'eau ne

peut étre utilisée qu’en tres lide proportion et diluée dans un autresodvant car elle n'est pas miscible
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avec le CQ. Il y a différentes applications de I'eau en CPS achiralemmoént pour I'élution de composés
trés polaires et hydrophiles tels que les acides anfii®d3 des nucléobasg$82] ou les peptidefl83].

En revancheil n’y a que tres peu d’applications de I'eau en CPS chirale. En CLHP chiesla,dst trés
souvent ajotée dans la phase mobile notamment avec les phases a base de polysaccharides qui peuvent
étre utilisées en mode phase invetsedintermann [184hvait également remarqué que I'eau a I'état de
traces pouvait influenceta séparation en chromatographie chirale en mode phase normale. En effet I'ajou
de Q05% d’'eau dans la phase mobile a peraiséparation d’énantioméres de dérivés de flavones sur
ChiralcelOD qui n’était pas séparés avec des solvants anhydres. lltpaixierser I'ordre d’élution des
énantiomeéres du phosphak sur la colonne Chiralcel Gimplement en ajoutant de I'eau au mélange
heptane/isopropanol. En CPS, il n'y a, @ ma connaissance, qu'une application puhlligdisation de

'eau en CPS surolonne énantiosélectij@85]. J. Liu ajoutal0% d’eau au méthanol pour séparer des
épimeéres de la nangin sur ChiralpakC a la fois a I'échelle analytique et préparative. Le but dans ce cas

fut d’améliorer la solubilité daomposé a séparer.

En remplacant une partie du €@ar de I'hexane (ou heptane) dont les polarités sont similaires, on
observe généralement une augmentation des temps de rétention. Au niveaémrdtonl'effet est
variable avec pour certainsompcés, une amélioration de I'énantiosélectivité et pour d’autres une
dégradation. Pour T. Warj@86]et R.M. Weslow[187], la différence de sélectivité en changeant de co
solvant est la conséquence d'ummdification de I'environnement de la cavité chirale de la phase
stationnaire chirale par les différents modificateurs polaires de la phbge.ri@a été ainsi démontré qu’en
CPS chirale, la nature du-solvant est aussi importante que le choix dpHase stationnaire chirale
[177] [165] C’est pourquoi il est essentiel de réaliser des screenings avec différentesatasemires

et différents cesolvantsafin de trouver le meilleur coupfghase stationnaire/phase mobile.

Pour les phases a base de polysaccharides immobilisés et pour les phgges<Békle », le
choix de solvant est plus large puisqu’il n’y a aucune restriction liée abditt de la phase stationnaire.
Des solvantgels que le dioxane, le dichlorométhane, dgahydrofurane, I'acétate d'éthyle, I'éther
éthylique ou I'éther ethykrr-butylique peuvent étre utilisés conduisant parfois a des isélestifférentes
[143,188189] Cependant ces solvants ne sont généralement pas assez polaires pour peutaisdks

composés et doivent souvent étre associés a un alcool.

2.2.2. Choix du co-solvant en chromatographie préparative.
En chromatographie préparative en plus de la sélgctjii est bien sdr le point clé, différents
criteres doivent également étre pris en compte dans le choixshivamt et notamment la solubilité de

I'échantillon dans le cgolvant. En effet en chromatographie préparative, I'injection de gsandmtité
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de soluté est nécessaire afin d’avoir une bonne productivité, ce qui rameédoonne solubilité. Il est
évident que la dissolution de I'échantillon dans la phasgilenn’est pas facile en CPSeda la présence

du CG. De maniere générale, le-solvant est utilisé pour dissoudre I'échantillanéme si ce n’est pas
toujourscelui permettant de moins impacter la forme des[f@8]. Il est important de noter qu’'une bonne
solubilité dans le cgolvant ne signifie pas obligatement une bonne solubilité dans la phase mobile. Et
comme on peut I'imaginer facilement, il n’est pas aussi aisé qu'&P@e mesurer la solubilité en CPS.
Gahmet al. [191] ont développé une méthode en utilisant une coloampliepour évaluer la solubilité
dans différents cgolvants étonranment, ils ont noté que la solubilité était parfois meilleure dans un
mélange CQ/ co-solvant que dans le emlvant seul. L'opposést également vrai pour d’autres composés.
Une faible solubilité dans le esolvant ou dans la phase mobile a donc un impact direct sur la productivité.
Mais en plus d’'une faible productivitén peut observda cristallisation du composé dans le systé@ue

dans la colonne obligeant a stopper la production.

L’avenement des phases immobilisées a été bénéfique pour la chromaeograpphase
supercritique préparative. En effet méme si certains travaux monteelgsgsolvants chlorés peuvent étre
utilisés pour dissoudre les échantillofis92,193]voire étre utilisé comme cesolvant (assocga des
alcools)[194,195]sur des phases stationnaires a base de polysaccharides déposés sur silaectiamtro
des phasesnmobilisées a permis d’élargir la gamme de solvants utilisables que ce tait gune phase

mobile ou simplement pour dissoudre I'échantillon.

En utilisant des phasesationnaireglites immobilisées, des solvants tels que le dichlorométhane

ou le THFpeuvent étre utilisés en tant quesmvant. Da Silvar al. [196] ont montré que les solvants non
conventionnels pouvaient étre mélangés aux alcools pour améliorer la pres et ainsi la résolution.
De cette maniere, méme si la sélectivité est moins bonne, les solvants vemtioomels peuvent donner
une meilleure solubilité conduisant & une meilleure productji ®&]. Ainsi, L. Miller montra que la
productivité d’'une séparation chiraleyvait é&tre améliorée en utilisant du dichlorométhane dans la phase
mobile. En effet pour la séparation d'un composésue de la recherchede son laboratoire
I'énantio®lectivité était de 2,38ur la colonne Chiralpak ABvec du méthanol en tant quesdvant. Le
transfert a I'échelle préparative fut un échec en raison de la trés fdililditgodu soluté dans le méthanol,
menant a une déformation de la forme des pics et a une mauvaise séparation. Avec un mélange
méthanol/dichlorométhane 1/1 avecdalonne ChiralpakA (méme sélecteur chiral gula colonne
ChiralpakAD mais immobilisé sur silice), la productivité fut multipliée par 5 et la comsation de solvant
divisée par 8 en dépit d'une plus faible sélectivité1,59) [198].

Une autre solution est de garder un solvant standard tel que le méthanol, I'éthkisopropanol

en tant que cgolvant afin de conserver une bonne sélectivité mais d'utiliser le diodtihane ou un
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meélange dichlorométhane/alcool simplement pour dissoudre I'échan@iétte stratégie permet d’avoir a
la fois une bonnénantiosélectivité et une bonne productivité.

L’addition d’'un additif dans le egolvant peut parfois également améliorer la solubilité. En effet
le fait d’ajouterun acide dans le solvant lors de la purification d’une base ou inverseajeut d'une base

lors de la purification d’un acide permet de former une paire débagsi améliorer la solubilité.

Comme expliqué au début de ce paragraphe, le choix d’'tsoleant en chromatographie
préparative n’est pas dicté uniquement par la sélectivité, mais d'auteesscdoivent étre pris en compte
comme la solubilité mais aussi la stabilité du soluté dans les conditions ahgoapaiques. Ainsi le choix
du cosolvant peut étre dicté par la nécessité d'éviter |'estérificatiomatesestérification, la dégradation
voire la racémisation du soluté. Il gsar exemplepréférable de séparer un acide carboxylique en utilisant
I'isopropanol en tant que esplvant plutdt que le méthanol. Byraeal. [199] ont étudié I'utilisation du
2,2,2 trifluoraghanol en tant que esolvant en lieu et place de I'éthanol pour la séparation de composés
sensibles aux alcools. En effet les atomefiude ont pour effet de diminuer le caractére nucléophile de
I'oxygene de la fonction hydroxyle.

2.1.L’additif

2.1.1. Généralités

D’aprés A. Grandsuillaume Perrenoud, parmi les @00 produits pharmaceutiques recensés dans
le world drug index, 75% sont des composés basifR00] C’est pourquoi le développement de méthodes
analytiques par chromatographie pour ce type de produits est primordial. Il menréepas moins que
'analyse d’amines par chromatographie en phase gazeuse ou en ofgraptdt en phase liquide a
toujours été délicate du fait de la polarité et de la basicité de ce type de cotnpasélition peut conduire
a des pics larges et asymétriques. En chromatographie liquide chirale seirspiteonnaire a base de
polysacchddes, I'utilisation d’'un additif dans la phase mobile est la solutionaroonent utilisée pour
obtenir des pics fins et symétriques et avoir une bénaaticélectivité[201-204]. Le constat est le méme
pour la chromatographie en phase supercritique. n@omprésenté dans le chapitre précédent la phase
mobile est composade CGQ et d'un cesolvant qui est souvent un alcool qui sert a augmenter la force
éluante[205,206] Cependant ce modificateur polaire ne suffit généralement pas a I'élaiaohposés
basiques ou a I'obtention de pics fins et symétriques. Lorsque la CPS était utdisémaphase mobile
composee a 100% de ¢Qa possibilité d’analyser des amines avec cette technique était conteoversé
Certains auteurs affirmaient que les amines ne pouvaient étre éluées en CP&ededaitéactivité avec
le CQO, qui conduisait a des composés insolubles alors que dans le méme temps d’antedsl cAshraf
Khorassani réussissaient a analyser des amines en CPS sur des phases araildaioyds important

de noter que les amines analyséeshMpaAshrafKhorassan{207] étaient @s dérivés d’aniline avec des
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pKa relativement faibles. Dans le méme temps Darfi@@®] reporta qu'il y avait uneelation entre la
basicité des amines et leur réactivité avec le,@6tmant que les amines ayant ung#e I'acide conjugué
supérieur 5 réagissaient avec le G ne pouvaient donc pas étre analysées par C&&sultat pouvait
expliquer la différencele conclusion visivis de I'analyse d’amines en CPS. Ensuite I'addition d’'un co
solvant polaire dans la phase mobile permit d’élargir la gamme de pradaiysables en CPS mais avec

toujours des difficultés pour les composés plus basiques.

Par analogieavec 'analyse de composés basiques en C[29R,202] des analyses d’amines
furent réalisées en ajoutant dans le modificateur polaire, une Hatieereent forte (triéthylamine,
méthylamine,...J209-212]. Cet ajout &t pour effet d’améliorer significativement la forme des pics (moins
de trainéset pics plus fins). L'introductionde composés basiques fut également éeada séparation de
mélanges racémiques par P. San@H13] et parP. Biermanns [214pour la séparation dibloquants sur
colonnes a base de polysaccharides.

L’ajout en petite quantité de I'ordre de 0,1% a 1% dé&asiemeconstituant appelé additif, est
trés largement répandu pour I'élution des composés basiques en @Rfteirede cet additifpeut étre

trés variée

2.1.2. Effet de I’additif

Avant de se poser la question du réle de l'additif, il faut tenter de eowm@ pouguoi les
composés basiquest une rétention si granéa CPS et pourquoi leur élution génére des pics aussi larges.
Comme expliqué au début de ce chapitre, la premiere hypotipdisavait été émiseest lice a la
nucléophilie des amines qui peuvent réagiec le CQ pour former des acides carbamiques ou des
carbamates’ammonium insolubles dans la phase mof#@8,215] D’aprésJ. Blackwell [216], la perte
d'efficacité des composés basiques en CPS serait liée aux propriétéparcs de liaisons hydrogénes
des silanols de la silice (phase stationnaire) interagissant avec les amines quirgsriatestdonneurs de
liaisons hydrogénes. Il y aurait donc des interactions tréssfate types liaisons hydrogeestre les
composeés basiques et les silanols provoquant de fortes rétentions et tegeicA. Grandsuillaume
Perrenoud [200gstime de son coté que I'élargissement de pic est également la conséquence d’interactions
ioniques entre les solutés basiques positivement chargés et les silanolgdmdativement chargés. En
effet, il est trés largement admis que le &0percritique en présence d’un alcool aaractere acide du
fait de la formation d'acide alkylcarboniqi#24,217,218] et que donc dans ces conditions de pH, les
amines sont protonées. D’autre part, du fait également de I'acidité de la pirkse ipourrait y avoir un
équilibre entre la formprotonée et la forme déprotonée de I'amine provoquant des vitesses de migratio

différentes entre les 2 espéces et induisant ainsi un élargissement[@&gjics
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Mais ce ne sont certainement pas les seuls phénoménes engeantardans ce cas, I'ajout d’'amines dans
la phase mobile provoquerait une déprotonation du soluté avec comme conséquediteinution
systématique des temps de rétention or ce n’est pas toujours Raca&xemple, la rétention deol-
méthylbenziamine sur colonne Chiralpak ABst plus forteenajoutantune amine cyclique dans la phase
mobile quepar rapport a une phase mobile sans add@iif]. En plus des réactions entre le £ les
amines pour former des acides carbamiques ou des carbdmaate®nium certains auteurs ont démontré
gue les amines et le GQouvaient former des complexes et notamment les aminolsilels que lef-
bloguants qui possedent une fonction alcool et une fonction amine-cCpeaxvent se lier par liaisons
hydrogénes aux 2 oxygéenes duL0a solvatation des amino alcools par le;G@ mise en évidence par
analyse RMN[220-223] Il est difficile de dire si ces complexes facilitent ou empéchenttibél des
composés basiques en CPS en revanche, il semble qu’ils soient responsables elbedae m
énantiosélectivité en CPS par rappoceie observée eGLHP [224]. En effet ces complexes conferent
une certaine rigidité a 'amine ce qui améliorerait la reconnaissance cBirdlest162,218] ad’ailleurs
démontré récemment par une analyse LSER que la rigidité d'une molédilitaifda reconnaissance

chirale.

2.1.3. Parametres chromatographiques affectées par I’ajout d’un additif

a. Temps de rétention

Depuis le début de I'utilisation des additifs en CPS a la fin des annéesf20econnu que ceux-
ci peuvent permettre I'élution de certains composés ou tout au moins de téduemps de rétention
(méme si ce rble est plus dévolu a la concentration @olgant). Selon Yer al. [225], I'additif basique
diminue la rétention des composés basiques car cet additif est en compgétde soluté pawse lier
avec les sites d’adsorption que ce soient les silanols oweldeadd chiral. Dans une autre étudeeYel.
[219] remarquerent que l'effet sur la rétention des amines était dépendamtaderk de la base utilisée
tant qu’additif. Il pouvait tout aussi bien y avoir réduction ou augmentatiotedegs de rétention. Par
exemple, les amines primaires a chaine aliphatique non ramifiée ont pour effetimeedies temps de
rétention des 2 énantiomeres dedeéthylbenzyhmine analysée sur la colonne chiralpak, Ars que
des amines cycliques provoguent une augmentation de la rétention. D’aritrda patention est
proportionnelle a la taille du cycle de I'amine avec une rétentiafpite avec la cyclocotylamine qu'avec
la cyclohexylamine par exemple. Ces différences de rétention observées entre les phiEsesomimant
une amine a chaine aliphatique linéaire et une amine cyclique ne sont pas dues anedifi€pl entre
ces différentes amines oczelle-ci est trop faible (tous les pKa sont supérieurs a 9). Il en résulte que I'état
d’ionisation des solutés dans ces différentes phases mobilestagteament le méme. D’autre patans

la méme étude Ye et Strigham ont montré ggsdemps de rétenti des aminesters étaient tres fortement
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affectés par la présence d’'une amine dans la phase mobile. Ehestiet méthylique de la tyrosine voyait
le facteur de rétention du second énantiomere élué passer de 6,73 sahsa &@5 avec de la
cyclooctylamine dans la phase mobile. D’aprés®#. |'augmentation des temps de rétention de certains
composes avec un additif peut s’expliquer par I'inclusion de cet additfldgohase stationnaire ce qui
empéche le ceolvant de déplacer 'analyt19,226] Toujours selon l'auteur, cette hypothése est
renforcée par le fait quéalugmentation detemps de rétention provoquée par I'addistplus importante
avec l'isopropanol qui est un alcool ramifié d’ou des problemes déctiestrd’acces. L'impacsur la
rétention peut également varier en fonction de I'additif basiquséutitais ce point sera abordé dans la

partie consacrée a I'impact de la nature de I'additif.

b. Efficacité
En plus de l'effet sur la rétention, les additifs basiques péwatessi améliorer la forme des pics
[109,207,21®13214220,227-230]en facilitant 'adsorption et la désorption des composés basiques du
polysaccharide. Koer al. [213] analysérent le propranolol sur la Chiralpak AD en CPS et alors que
I'analyse avec du méthanol donnait un seul pic trés large, I'ajout de @,8B4tldylamine permit I'obtention
de 2 pics fins parfaitement résolus. Il est a noter que les temps de ré&iBansensiblement les mémes
avec ou sans additif basique et que le principal point d’amélioratidrdétes la forme des pics avec a la

fois des pics plus fins et une asymétrie moins importante.

c. Sélectivité

Que ce soit en CLHP ou en CPS chirale, le bénéfice de I'additif est généralensiéi@dcomme
se limitant da réduction des temps de rétention Baéliorationde I'efficacité. L'impact de I'additibur
I'énantiosélectivitésur les phases stationnaires a base de polysaccharides est géméraiégligé.
Plusieurs études ont d'ailleurs permis d'arriver a la conclusion que i¢i$satidvaient que peu d'effet sur
la sélectivitd214 224]. L'additif apour effet d’interagir préférentiellement avec les silanols qui contribuen
a la rétention non spécifique des énantioméres plutdt qu'avec les sites stérénggrtdins auteurs dont
Blackwell [216] pensent pourtant quiadditif peut avoir un effet négatif sur I'énantiosélectivité, entétan
un compétiteur du soluté visvis des sélecteurs chiraux. En fait, il y a plusieurs exemples dans la littérature
d’amélioration de la sélectivité par ajout d’'un additif dans la phase moleigeétDdes ont été réalisées sur
des phases macrocycligues antibiotiq2@4], des phases a base de protéj2dg], ou des phases de type
« Pirkle » [233] ou I'utilisation d’additif permit d’améliorer I'énantiosélectivité. Pour ae@rs auteurs,
I'additif pouvait avoir un petit effet positif sur I'énantiosélectivia¥ en bloquant les silanols, il va diminuer

les interactions entre cewgx et le soluté et de ceifgpermettre au soluté d’avoir plus d’interactions
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énantiosélectiveavec les sites chiraux de la phase stationiji22®234-235]. Yeer al. [219] notérent que

la réduction des temps de rétention du premier énantiomére élué pouvait étrebjpuguia celle du
deuxiéme induisant une légére augmentatioredeuticsélectivité. D’autres études ont montré que I'ajout
d’'un additif pouvait accroitre significativement la sélectivité. &fet, 'additif pouvait provoquer une
augnentation des temps de rétention des 2 énantioméres mais avec une plus forteatiognpentr le
second énantiomére élué que pour le premier induisant un accroissement dé\aééRest le cas pour
I'ester méthylique de la g@mylalanine sur la Chigak AD, pour lequel les facteurs de rétention des 2
énantiomeéres ont crl respectivement de 164% et de 237% en ajoutant de I'oetglans la phase mobile
faisant passer la valeur de I'énantiosélectidigél a 1,27219]. Cd exemple est intéressant a plusieurs
titres : premiérement I'addition d’'une base dans la phase mobile a permis d'obtenir uraicemes
énantiomeéres ce qui n’était pas le cas sans additif donc, I'ajouitd’adgnéré une reconnaissance chirale
ente la phase stationnaire et les énantiomgdesixiemement, le mélange racémique séparé n’était pas
trés basiquepKa=7,2) et donc il est peu probable que I'additif ait eu un réle sur d&tatisation de la
molécule. Il y a donc une autre raison a Edioration de la sélectivité par ajout d’un additif. Selor¥e
[237], 'augmentation de la sélectivité pouvait étre attribuée a une différenaecdedcité a rompre les

liaisons hydrogénes du complexe sélecteur chimahtomeére.

2.1.4. Mode d’action de I’additif
D’'aprés les différents travaux réalisés sur les additifs en CPS, il en résultadylii lagit de
différentes manieres. Il peut

(a) couvrir les silanols (b) affecter la structure du polysaccharide) changer la polarité de la phase
mobile; (d) supprimer l'ionisation des solutés/modifier le pH de la phase mafg)eformer des paires
d’ions[238] [239].

Dans des conditions opératoires proches du point critique et lors disdtith de CQ pur,
I'adsorption du CQ@sur la phase stationnaire est maxi@j240]. Parcheer al. Suggéréentqu’un film fin
de CQ pouvait recouvrir la phase stationnaire. En revanche en présence d’'un mélange Qiglaicodl,
Strubingetrer al [241] montrérent que c’était le esplvant qui s’adsorbait fortement a la phase stationnaire.
On peut penser que I'additif basique qui est tres polaire doit en faire de é&taekwell [216] estimait
d’ailleurs que toute substamcqui pouvait bloguer stériguement l'accés aux groupements silanols
améliorerait I'efficacité. Ainsi en s’adsorbant sur la phase stadiosy I'additif masque les silanol¢a),
qui sont des sites contribuant aux phénomenes de rétention non spé¢#ij2$6,219] De ce fait

I'additif permet de diminuer les interactions non spécifiques eptrsoluté et la phase stationnaire.

86



chapitre 1: Synthése bibliographique

T. Berger[242] estimait d’ailleurs que la polarité de I'additif était telle, que le sallgeait pas la faculté

de déplacer I'additif de la phase stationnaire. T. Beli2y3] tenta de mesurer la quantité d’additif acide

qui se déposait sur la phase stationnaire et détermina gu’elle dépendait akselatptionnaire @buvait

aller de Q033umol/m? de phase stationnaire pour une phase cyanopropyl a 1,7 pmol/m? pour une phase
diol. Les résultats furent similaires avec un additif basique avec envinamdl/n2[209]. D’autre part

T. Berger enconclu que la quantité d'additif déposé sur la phase stationnaire étaieimdite de sa
concentration dans la phase mobile mais qu’elle était inversement propoltianngburcentage de-co
solvant dans la phase mobile. Le fait de diminuer les irtterascnon spécifiques, augmente la probabilité
d’interactionsénantiosélectives. En revancheet additif peut également entrer en compétition avec le

soluté pour se lier sur les sites responsables de I'énantiosélectivité et deiserfadrda séparatn.

Tout comme la nature de l'alcool utilisé comme-sotvant peut modifier la structure du
polysaccharid¢244], [187] il est possible que I'additif adsorlmluise un changement de conformtion
du polysaccharide (b)qui modifierait les cavités dans lesquelles se font les reconnaissances [24files
Bielejwska[107] avait d’ailleurs émis la méme hypothése affirmant qu'en se liagtobsaccharide,
I'additif pouvait modifier la phase stationnaire soit danstsacture 3D soit dans ses sites d’interactions.
Une différence de structure hélicoidale entre la cellulose et I'amylose peut mmgdesl différences
d’interactions avec I'adtif de la phase mobilg234] et de ce fait provoquer des effets différents en fonction
du polysaccharide utilisé. Il est d'ailleurs important de noter*quot [213] put éluer sans additif basique
desB-bloquants sur la phase chiralcel OD qui est un dérivé carbamate de cellulose alajsuquiddditif
fut indispersable sur la phase Chiralpak Ai est un dérivé carbamate d’amylose En revaichée et
R. Stringham avait noté que l'additifavait que trés peu d’effet sur I'énantiosélectivité des composés
neutres, ce qui pourrait indiquer que contrairement a ce qui a été dit précédéandeii ne change pas

fondamentalement la nature ou la conformation de la phase stationnaite. chir

L'additif peut égalementmodifier la polarité de la phase mobile (c) Des études
solvatochromiques réalisées par T. Berger ont montré que l'ajout sldail##es proportions d’acide
trifluoroacétique pouvait changer de maniere trés importante le posebmant d'un mélange
CO./Méthanol[207,242243]. Pourtant en 2016, C. Wg&18] réalisa une étude basée sur I'évolution de
I'énergie de transition (basée sur la longueur d’'onde d’absorption niekioha Nile Red en milieu
supercitique en fonction du pourcentage de méthanol contenant ou pas un additielesjae Energie
de transition diminue lorsque le pourcentage dsateant augmente ce qui traduit une augmentation de la
polarité du mélange. Or il n'y a que tres peuit&rence d’énergie de transition entre le mélaagscun
additif ousanset ce, quel que soit I'additif. Cela signifie que le faible pourcentagealitifagiouté au

mélange n’affecte pas sa polarité.
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L’additif est égalementesponsable de l'ionisation ou pas de I'analyte (dComme expliqué
préecédemment, le GOsupercritigue en présence d'un alcool présente un caractére acide du fait de la
formationde I'nydrogénocarbonate alkyle. Le pH est estimé aux alentours dgLB6]. Sans additifle
soluté basique est certainement protoné. Lorsqu’un additif basique eét Eadluté ne se protone plus
[228,246] Y. Ye etR. Stringham [219]remarquérent que I'incorporation d’'un additif basique altérait
l'acidité de la phase mobile en CPS. En effet certains analytes acides ne popiaiditte €lués en

présence d'un additif basique dans la phase mobile.

C. West[218] a réalisé une étude approfondie Bestimation dupH de la phase mobile en CPS
grace a une méthode speptiotanétrique avec des indicateurs colorés et a observé que plus le pourcentage
de cosolvant était important et plus le pH était bas. Cette augmentation de€gmdiraiétre liee a une
concentratia plus importantenhydrogénocarbonatialkyle. D’autre part, C. West remarqua que l'ajout
d’un additif permettait d’augmenter Iégérement le pH de la phase mobile maitaam t@st de méme
inférieur a 7 et que de plus, avec une quantité fixe d'addtifs le cesolvant, I'augmentation du
pourcentage de ce -@mlvant ne provoquait pas de baisse du pH comme observé sans additif. L’additif

ajouté dans la phase mobile pourrait neutraliser I'acide alkylcapsd’ou une stabilité du pH.

Lorsqu’un additifacide est ajouté a la phase mobile pour analyser un composé basique d'autres
interactions sont mises en jeu. En effet, le dépdt d'un additif acida phase stationnaire chirale peut
créer des échanges de types ioniques avec I'additif basiquad@fbd7] et d’autre part la présence d'un
additif acide dans la phase mobile avec un composé basique peut engdodreatian de paires d’'ions
(e)[238,239]qui vont interagir différemment avec les sélecteurs chiraux. |l né@alément pas négliger
le réle de I'hydrogénocarbonaté’alkyle issu de la réaction du GGur I'alcool utilisé en tant que €o
solvant qui peut étre la source d’autres anions et donc de-caméreD. Wolralj95,122] et R. Pell[124]
avaient d'ailleurs mis en évidence le rble de ces ions lors de I'utilisation de phasesaitats chirales

échangeuses de cations et d’anions en CPS.

Enfin lorsqu’'un mélange d'additifs est utilisé, I'explication e des additifs est encore plus
complexe, car en plusudéle de chaque additif décrit précédemment, les 2 additifs peuvent infgvagir
former des sels tels que le déddt De Klerck [234] dans le cas de l'isopropylamine et I'acide
trifluoroacétique. Il y a alors un équilibre qui se crée entre le sel de trifluortaddsopropylammonium
et les formes non complexées d’'isopropylamine et d’acide trifluoroacétigualub la présence de toutes

ces especes a un effet sur le pH de la phase nuphigst difficilede quantifier.

Au vu des différents travaux réalisés sur de I'additif en CPS pour I'anaysenaposés basiques,

il est clair qu’il joue un réle essentiel sur I'élution. Ces additifgvpat affecter a la fois la rétention,
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I'efficacité et la sélectivité la maniére dont agissent les additifs est sujet a de multiples hypotheses. II
semble que l'additif agisse de différentes maniéres a la fois sur le solptéada mobile et la phase
stationnaire. La multiplicité des roles de l'additie permet pas de tirer des conclusions quart au
mécanismes exaatiaction de celuci. Le fait que la CPS mette en jeu un fluide supercritique en présence
d’alcool, ajoute a cette complexité en introduisant d’autres espéces comme les iomateatldkyl issws

de la réaction du COsur I'alcool, des acides carbamiques et des carbamates d’ammonium issue de la

réaction du C@sur les amines (additif ou soluté)

2.1.5. Effet mémoire des additifs

« L'effet mémoire» des additifs sur les phases stationnaireshdematographie est un point qui
est régulierement rapporté dans la littérature, notamment quand il s’agibidesslvméme colonne peut
étre utilisée avec des phases mobiles acides, basiques et neutresditéesi les additifs sont facilement
éliminés de la phase stationnaire. Il semble qu’aprés avoir utilisée uif addiune colonne a base de
polysaccharide, I'effet de I'additif persiste partiellement.efffet, il arrive que la séparation qui avait été
obtenue avant que la colonne n’ait gtise en contact avec un additif ne soit pas retrouvée méme apres
avoir rincée la colonne avec unsolvant sans additif. Cette effet mémoire peut étre temporairéfioitil
[245, 247] Certains protocoles de rincage ont été mis au point et notamment un qui corsisiged la
colonne avec un acide quand calia été utilisée avec un additif basique. Une des raisons qui expliquerait
cette effet mémoire serait une modification de la structure du polyméyesdpadharide) par I'ajout d’'un
additif. Il n'y a semblet-il pas d'effet mémoire avec les colonnes de tyfirkde » oudu moins avec la
colonne Whelk©1[248]. O. Gyllenhaal [24%ffirme gu'il n'y a pas d’effet mémoire en CPS.

2.1.6. Nature de I’additif

a. Additifs basiques

Pourl'analyse de composés basiques en CPS, la régle qui prévaut est duniladditif basique.
En revanche, il ne semble pas y avoir de consensus quamataiia de la base a utilis€omme pour la
plupart des auteurs, téle de I'additif basique était principalement d’éluer les solutésladoame de pics
fins et symétriques, le choix de I'additif s’est porté sur des petites amiressparentes dans I'UV aux
longueurs d’ondes couramment utilisées en CPS, certtilisant la diéthylamine, la #thylamine ou
l'isopropylamine. De nombreux travaux sur I'analyse en CPS de ca@spasiques ont été publiés dans
lesquels différentes amines ont été utilisées sans se préoccuper de I'impact de la ratiditifd@insi,
en 1991 T. Berger utilisa I'hydroxyde deétrabutylammonium pour analyser la benzylamine sur une
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colonne cyanopropyR09], puis I'isopropylamine pour analyser des stimulants (amphétamines etejocain
sur la méme colonn@12] tout comme Biermann®14]. En 1994, Bargmabeyder analysa la viloxazine
sur la colonne Chiralcel OD en incorporant 1% daeropylamine dans la phase mobile. Dans le méme
temps d’autres rechetges ont été initiées pour étudier 'impact de la nature de I'additif séparation.

Le but de ces études était de déterminer si la nature de I'additif avait un eféeté&ention, la forme du

pic voire I'énantiosélectivité. Ainsi, en 1992 Sieetal. [224] analyserent plusieuf$-bloquants sur une
phase ChyRoSiRA avec 6 amines différentes comme additifs dans la phase mobile. Le principal paramet
impacté fut la hauteugquivalented’un plateau théorique qui futoubléeentre la Rpropylamine et la
triethylamine alors qukénanticsélectivité restait inchangée. Il en résultait un fort impact seéstlution.

J. Blackwell [216] fit la méme observation lors de I'analyse de Hdaaphtybmine sur la colonne Chirex
3012. En revanche contrairement aux résultats obtenus parc®istta triethylamine qui généra la plus
forte efficacité comparée a une amine primairbgrylamine) A. Kof213] pour sa part, teatdifférents
additifs lors de la séparation chirale déaprolol sur la colonne Chiralcel OD et une nouvelle fois ne nota
pas de différence’énanticsélectivité entre la diéthylamine, la triéthylamine et I'isopropylaminés mar
contre la tréthylamine dnnait la plus faible efficacité. En 2003 Phinngyal. [235] comparérent la
triéthylamine et I'isopropylamine pour I'analyse d’'une série de compues@diélement sur une colosn
Chirobiotic Tet sur la colonne Chiralpak AD. Quelle que soit la colonne, la sulmstitgi la triéthylamine

par I'isopropylamine ne permit pas de changer de masignéicativel’énanticsélectivité. En effet méme

si certains composés étaient mieux séparés aveprdpylamine alors que d’autres donnaient une
meilleure sélectivité avec la triéthylamine, le gain de sélectivité entre |elitiPsagtait en général inférieur

a 1,5%, et aucun des 2 additifs ne permit la séparation d’'un composé qui n&éppee ac l'autre
additif. J.A Blackwell[250] compara également I'effet de la nature de I'additif mais sur une série bien
spécifique de dérivés d'oxazoline. Encore une fois [l'utilisation soitladdriéthylamine, de la
triéthanolamine ou de I’hexylamine ne provoqua pas une modification radiedlénanticélectivité. M.
Maftouh [251]et C. White [178] déterminérent que I'isopropylamine était le meilleur additif caré la
triethylamine, la diéthylamine ou la-8iméthyléthylamine, notamment grace a un gain au niveau du
nombre de plateaux théoriques et que de surcroit I'isopropylamine avait tia’goulition plus bas que

les autres et gu'il était donc plus aisé de I'éliminer par évaporation aprésafats#en CPS préparative.

Plus récemment A. Aranyk al. [252] ont comparé l'effet de différents additifs basiques sur une
série d’homologues de la naphtylamine analysés principalement sur fneoChiralpak IBet la
diéthyléthanolamine donna la meilleure efficacité. L’hypothése émise partdéessafut que cette grande

efficacité était due a la présence simultanée d’un proton sur ladieratiine et d’'une fonction hydroxyle
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surl’additif, formant des liaisons hydrogeada fois avec la fonction amine et la fonction alcool de I'analyte

réduisant ainsi les interactions entre I'analyte et les silanols résidualpliase stationnaire.

A la vue de tous ces résultats la naturéatigitif ne semble pas avoir un impact important sur la
sélectivité. Pourtant aprés avoiraysé des dérivés de la @tylalarine sur la colonne chiralpak ABn
HPLC, R. Stringham elY. Ye [253] étaient arrivés a la conclusigue la nature de I'additif pouvait avoir
une influence sur I'’énantiosélectivité. Pour I'analyse de ces composés, lesmmealditifs étaient les
amines primaires cycliques telles que la cyclopropylamine. Quatre ans aprés cette preéeiks é
réalisérent une étude similaif@19] mais cette fois en chromatographie en phase supercritique et ils
arriverent a la méme conclusion, c*@dire que les additifs permettant d’obtenir les meilleures sélggtivi
étaient les amines primaires cycligues. A titre d’exemple le facteur de\s&eamivtenu lors de I'analyse
de l'ester méthyligue de la phénylalanine sur la colonne Chiralpak éfdt de 1,75 avec la
cyclopentylamine comme additif alors qu'il n’était que de 1,12 avecbatylamine ou la-hexylamine.
Stringhamet al concluent que la taille et la forme de I'additif influencaient fortement la rétentes
analytes.

Méme si l'isopropylamine est 'amine la plus souvent utilisée, son utilispgat s’avérer délicate
dans le cas de la CPS préparative. En effet, en dépit de soml’@bualition relativement bas, des traces
d’isopropylamine peuvent subsister aprés I'étape d'évaporation, ce qui pesgditeaies traitements plus
ou moins long pour les éliminer totalemghi8]. C. White émis I'hypthése que la difficulté d’élimination
de I'isopropylamine était due a sa réaction avec le f6nant le carbamate d’isopropylammonium. C’'est
pourquoi C. Hammarj254] et A. GrandGuillaume PerrenoudR00] substituerent cette amine par de
'ammoniaque aqueux avec des résultats trés satisfaisants. L'étude comparatiee aydlie différentes
amines et 'ammoniagy@54] ne montrérent pas de réelles différences au niveau de la résolution et d’autres
part aucune trace d’'ammoniaque ne fut détectée par RMN dans le composé pesfiéliapnation du
solvant. Cette étude fut suivie par une autre de M. Vef@b&] qui utilisa pour sa part de 'ammoniaque

en solution dans le méthanol pour éviter I'apport d’eau occasionnéarpardniague agqueux.

Méme si 'ammoiac semble étre une solution intéressante notamment en ce qui concerne la CPS
préparative et que d’autrasnines peuvent se montrer plus efficaces dans des séparations particuliéres, il
ressort de ces différentes étufek9, 256]que les amines primaires et notamment I'isopropylamine sont

souvent considérées comme étant de meilleurs additifs comparés aux amines secondtiiesst te
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b. Additifs Acides

La regle générale veut que I'analyse d’'un composé basique nécessited’an additif basique
dans la phase mobile. Or différentes études, notamment par Stringh&té, réatisées montrant qu’il était
possible d’analyser des composés basiques par CPS en milieux acide et e ldengadditif avait un
impact a la fois sur la rétention et I'énantiosélectivitéYe et RStringham [225, 257-25%t d’autres
[204][107, 260263] avaient déja réalisé différentes études en CLHP sur l'utilisation dfadxtitdes avec
des composés basiques. Entre autres, des séries d’aminoalcools, d’acides aminésest avaisint été
séparésg sur ChiralpaldD en ajoutant 0,1% d’acide éthanesulfonique dans-tob@nt [225donnant des
résultats au moins aussi bons gu’avec un additif basique voire meilleurs daims @=s. C'est le cas pour
la séparation des énantiomeresl’dster méthylique de la tyro® sur la colonne Chiralpak Apour
laguelle I'énantiosélectivitétait de 9,86 avec I'acide éthanesulfonique alors qu'il n’était que de 1,06 ave
la butylamineR. Stringham [236}eproduisit donc ces expériences en CPS et obtint également des résultats
intéressants avec I'acidg¢hanesulfoniqueNotamment sur le chlorhydrate de la chloramphétamine dont les
énantiomeéres n’étaient pas séparés sur la colonne Chiralpah Aflisantcomme cesolvant I'éthanol
alors gu’'une résolution de 3,99 était obtenue en ajoutant 0,1% d’'acide éthanesulfoaigature de
I'acide est apparue comme étant un facteur déterminant pour madréégrtion. L'acide ayant le pKe
plus faible n’étanpas celui permettant I'élution la plus rapide des énantiom8téte a ses travaux en
HPLC,R. Stringham pensait que I'action de I'acide éthanesulfonique sur |'ésétgctivité était due a son
adsorptiordans la phase stationnaire créant ainsi desditeésractions supplémentaires avec la fonction
amine de l'analyte. Or il semble qu’en CPS l'acide agit plutdt comme uredomntrde I'amine chargée
positivement formant ainsi une paire d’ions stable. Cette paire d'ionsagéngie reconnaissance charal

beaucoup plus importante visyés de la phase stationnaire.

L'hypothése de la formation de paires d'ions avait déja été émisd. @dreng [264]ors de
I'utilisation de sels comme additif. En effet plusieurs travi@®6, 266]Jont démontré qu’il était possible
de séparer des chlorhydrates d’ammonium (sans ajout d’additifs basiquesjagtsdrver les composés
sous forme de sel a l'issue de la séparation et de I'évaporatidmanyi [252] démontra que la nature de
I'additif acide avait un impact sur la séparation. Eetefibrs que I'utilisation de I'acide trifluoroacétique
avaitpermis d’améliorer'énanticsélectivité, I'acide formique et I'acide acétique conduisirent a urte pe
totalede séparation. Il émit I'nypothése que du fait de leur plus faible caractées laatide formique et
I'acide acétique n’étaient pas totalement dissociés contrairement & ltéticedacétique et de ce fait ne
pouvait former efficacement des paires dions avec l'amine a analyser. L'effetif pmsit
I'énantiosélectivité d’un additif acide provoquant la protonation de letifimmamine du soluté observé par

Stringham va a I'encontre des derniers travaux réalisés par C. WesffeEétude LSER (Linar
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Solvating Energy Relatioship$218] réalisée pour différentes phases stationnaires chirales a base de
polysaccharidea montréguela capacité de séparation de ces phsts¢®nnaires visi-vis d’'une molécule

chargée positivement (amine protonée) était généraletadriorée.

c. Additifs ioniques et mélanges d’additifs acides et basiques

Puisque a la fois un additif basique et un additif acide pouvaient meren@dibration de la
résolution d'un mélange racémique d’umyaosé basique, certaines recherches furent entreprises sur I'effet
gu’aurait I'utilisation conjointe de ces 2 types d’addit@gla signifie qu’'une amine et un acide sont ajoutés
au cesolvant. Les premiers a avoir utilisé ces mélanges d'additifs enltiR&sont Kokr al [213] et A.
Medvedovici et P. Sandf267] pour la séparation de séries de composés, certains ayant un caractére acide
et d'autres une fonction amine. Par la suite K. De Klerck notamment étadieco I'effet d’'un mélange
d’additif en CP9234,268, 269]L'idée d'utiliser un mélange d’addisifavait déja été appliquée en CLHP
chirale [204, 263270] afin d’améliorer la séparation des composés basiques et par M. Mgag]dans
le but de simplifier le développement de méthode. Le premier objectif De Klerck ¢ait de trouver un
screening générique permettant de déterminer les meilleures condei@@paration des énantiomeres
applicables a tous les solutés quelles que soient leurs caractéristigodsaamues. En effgjusqu’alors
un additif basique éta#tjouté pour les composés neutres, amphotéres et basiques ettifim@ddipour
les composéscades, ce qui nécessitait 2 senéng distincts. Avec le mélange d’additifs le méme screening
pouvait s'appliquer a tous les types de solutés. Il s’avéra glusndu gain de temps, la séparation des
composeés basiques était parfois meilleure avec le mélange d’additifs qu’avec un seutl’@xemple sur
une série de 59 composés pharmaceutiques (basiques, neutres ou acides) anklyisés seifulose 2,
moins de 19% des séparations avaient une résolution supérieure a 1,5 avec soitrdpyllgsome soit de
I'acide trifluoroacétique dans la phase mobile alors que le ratio était de @%eamélange d’additif.
Plusieurs auteurs émirent I’'hypothése queladditifs avaient 2 fonctions bien distinctes.

Le rbéle de I'amine était

o De diminuer les interactions non spécifiques entre le soluté et les silasidlgels de la phase
stationnaire (favorisant indirectement les interactions énantibiséls)[226, 235, 236]
e De supprimer l'ionisation des composés basiques, ce qui avait peudeffaciliter 'adsorption

et la désorption de ces composés du polysaccharide et ainsi de générer des piss plus f

Alors que I'acide améliorait I'énantiosélectiviié 2 manieres
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e En facilitant les liaisons hydrogénes entre la fonction amine du composé eblgements
carbonyles de la fonction carbamate du sélecteur chiral du fait de lagtiaode la fonction
amine[225] ;

o Enforman des sels avec le composé basique chargé positiverasrsiels pouvant mieux interagir

avec la phase stationnaire chirale et étre séparécupérgsous cette formg236].

De Klerck[269] remarqua que les phases qui donnaient de bons résultats avec le mélangés d’addit
étaient a base de cellulose alors que toutes les phases a base d’amylose générailatitedaux de
séparations avec un seul additif (un additif basique pour les composés basiquadditif acide pour les
composés acides). Il I'expliqua par la différence de structure entre 'amylose etllaseelll en résulte
une structure en hélice pour I'amylose alors qu’elle est plus linéairdgoalulose. Cette différee a
certainement un impact sur I'inclusion des énantioméres mais aussi de |daldktile réseau formé par le
polysaccharide. Les paires d’ions qui se forment lorsque 2 additifs sa#aémblent mieux se lier avec
la cellulose qu’avec l'amylose générant une meilleure reconnaissance chirale.férandd de
comportement entre la phase a base de cellulose et celle a base d’'amylospaséde généralisée car
R. Geryk[256] avait remargqué au contraire que les mélanges d’additifs étaient plus efficaces sur les phases

a base d’amylose.

En plus des avantages des mélangasiditifs précédemment cités, I'équipe de Maftouh [226]

remarqua qu’en CLHP, I'effet mémoire de I'additif était moindrsque le mélange d’additif était utilisé.

Il faut tout de méme noter une limitation a l'utilisation des mélangesdd’'ast de base en tant
gu’additif : les sels formés avec ces 2 espéces peuvent avoir une solubiléé tirans le COsupercritique
et de ce fait peuvent cristalliser dans le systéme. Ce phénomeéne fut observé paré&cki@Bd4]lors de
I'utilisation conjointe d’'isopropylamine et d’acide trifluoroagéke et la nature du sel de trifluoroacétate
d’isopropyammonium fat confirmée par spectrométrie de masse. La solution estsdiutiline
concentration en sassez faible, de I'ordre del® de chaque additif en volume afin d’éviter toute

cristallisation.

Comme on I'a vu dans le paragraphe précédent, mélanger une base et powcaiair un additif
«universeb> permettait de simplifier les développements de méthode en amnéliter surcroit parfois la
séparation. En revanche I'inconvénient majeur deangses et de ces acides a bas poids moléculaire est
leur faible compatibilité avec la détection en spectrométrie de masse. En effitiéslzbiques générent
beaucoup d’adduits en électrospray et les acides tels que le TFA ont tendancendesUppignal en
masse. C’est une des raisons pour laquelle plusieurs travaux awdtak$és sur l'utilisation de sels

d’ammonium volatils tels que l'acétate d’ammonium, le formiate d’amwmonbu le carbonate
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d’ammonium [238, 271, 272Ces sel®nt en effet ne meilleurecomptabilitéavec la détection en masse.
En plus de 'amélioration de la détection en masse, ces additifs ioniques seswésmes efficaces pour
I'élution de composés trés polaires voire ioniques. Zheng. [239, 273]sont parvenus a éluer des
halogénures d’ammonium quaternaires grace a I'ajout d’alkylsulfonate dersddns la phase mobile.
L’efficacité de ces additifs ioniques tend & prouver que I'additif n’agispalement en tant que suppresseur
d’ionisation du soluté. En effet, on peut penser que I'additif ionique agit amstant qu'agent
d’appariement d'ioa Zhenget al avaient d'ailleurs émis I'’hypothése qu'il y avait formation d’une paire
d’ions entre I'amine chargée (le soluté) et I'ion alkyl sulfonate chargé négagint. Mais on peut penser
gue cela permet d’introduire une charge positive sur la phase stationnainbgtdution d’'une partie des
hydrogénes des silanols par des ions ammoniumsldars de sels d’'acétate oungtirogénocarbonate
d’ammaium. Cette hypothése a été confirmé par analyse RMN du solide. En effetlapiars d’'une
solution d’acétate d’ammonium dans une colonne de silice vierge pendemh@@s, I'analyse RMN
révéla que 28% des protons des silanols n’était plus détecsécalam pourcentage équivalent d’'ion
ammonium apparaissait sur le spectre.

Donc méme si la régle qui prévaut est d'utiliser un additif basique agesotidés basiques, il peut
parfois étre utile d'utiliser un additif acide, des additifs ioniques oera®s sels d’ammonium voire un
mélange composé d’'un additif acide et d’'un additif basique.

Plusieurs études ont été réalisées pour savoir sur quels paramétres chromgtogafsbtention,
efficacité, sélectivité) I'additif agissait et s'il avait un effet simpletsem la phase stationnaire, sur la phase
mobile ou sur le soluté ou s'il y avait une action simultanée sur plusieurs deriies gian systeme

chromatographique.

2.1.7. Effet de la concentration en additif

L'additif a donc un r6le important dans I'élution des composés basiques et le cheixatilitif
peut impacter la rétention, la largeur et la forme du pic et pado@nticélectivité. En ce qui concerne la
guantité d'additif utilisée, elle est souvent guidée par des habitudes de, eawastrarement modifiée
d’'une analyse a l'autre. Certains travaux reportés dans la littéoatugeé réalisés avec 0,1% d’additif dans
la phase mobile d’autres avec 0,2% voire 1% mais le fait de passer d’un pegecean autre est rarement
étudié. La gammde concentration en additif est généralement limitée afin de resfgscsgreécifications
fournies par lesabricants de colonnes. En effet, 'augmentation de la concentration effi basiijue
notamment a pour conséquences de potentiellement augmenter le pH de la ghikseanqui est
généralement peu compatible avec les phases stationnaires a base de silgzendveGassiof272] fit

des essais en CPS non chirale, dans lesquels il montra que la modifiedti@odentration en additif (en
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'occurrence de l'acétate d’ammonium) avait un impact sur la rétention des sEsripasiques sur une
colonne 2ethylpyridine. Dans une autre étude en CPS achirale, la rétentioné@yltéetzenesulfonate de
sodium sur une colonnéise vierge fut augmentée en accroissant la concentration en acétate d’'ammonium
alors qu’elle fut diminuée sur une colonne cyanopr¢pyB]. Lors de la séparation des énantioméres du
N-méhyl propranolol sur une colonehirale mais avec de I'acide tartrique agissant comme un contre ion
dilué dans la phase mobil¢augmentation de la concentration en contre ion provoque une augmentation

de la rétention des énantiomeres et une amélioration de la sélgto@Lé

En ce qui concerne la séparation sur phase stationnaire énantiosélective, R28hknalysa les
énantiomeéredu diltiazem sur Chiralcel OD en faisant varier le pourcentage de diéth@la®i®% a 1%
dans le cesolvant et nota un trés faible effet siémhnticsélectivité et une Iégére amélioration de la
résolution. En revanché. Ye [219] analysa I'ester méthylique de la phénylalanine sur la Chiralpa&tAD
le fait de passer de 0,1% d’additif a 1% eu un effet bénéfique sur I'é&elatitvité (figire-1.44).

Figure-144: Analyse de I'ester méthylique de la phénylalanine sur Chiralpak AD sans additif, avec 0,1 et 1% d'isopropylamine [219]

Il est important de noter que les temps de rétention des 2 énantiomeres agaremtéwlu fait de
cette modification de la concentration en additif mais plus fortementg@@i€nantiomere élué que pour
le premierd’otl une augmentation de la sélectivité. Il en fut de méme penalyse des énantioméres de
I'ester méthylique de la tyrosine. Il est a noter que dans lescdsulanalyse sans additif ne donnait aucune
séparation. Ce phénoméne n’est pas exclusif @& camlN. Matthijs [226] et K. Dossou [261avaient
déja observé ce phénoméne en CLHP avec des phases stationnaires chirales a basea®apdis pour
'analyse dep—bloguants. Dans les 2 cas les meilleures résolutions n’étaient pas obtenues avec la

concentration en additi& plus importante.
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En dehors de ces différents exemples montrant I'effet de la modification deckentation en
additif, une seule publicatig@@ ma connaissance) est entierement consacrée a I'impact de la concentration
en additif en CPS chiral@27]. Différents composés basiques furent analysés sur une phase chikdbiotic
et une colonne Chiralpak AD. Le faitaugmenter de 0,25% a 1% la quantité d’additif dans la phase mobile,
eu pour effet dans la totalité des cas, de diminuer les temps de réterteitet. sur la sélectivit@st moins
prononcé. Méme si dans 67% des cas sur la colonne Chirobiotic V e5@fandes sépatians pour la
Chiralpak AD, I'’énantigélectivité a été améliae&n augmentant la proportion d’'isopropylamjmelle-ci

reste limitée car en moyenne I'énantiosélectivité n'a progressé que de 8% 25#6ec0,1% d’additif.

3. Le COz2 dans la phase mobile en CPS

En dehors de la faible viscosité ou la forte diffusivité de la phase moade g I'utilisation du

CO; supercritique, I'utilisation de ce fluide, induit d’autre spécifité

3.1.Polaritéde la phase mobile
3.1.1. Introduction
La polarité du CQ supercritique, est un parameétre important, pour son utilisation en tant que
principal constituant de la phase mobile en GB8nme déja expliqué, la polarité du £Dpercritiqgue est
proche de celle des alcang¥4] et que donc le COsupercritique seul ne permet pas I'élution des
composes polaires. La force éluante de la phase mobile en CPS peut étre trés foremerde par

I'ajout d’'un cosolvant et plusieurs travaux ont été entrepris pour tenter d’évalpeideaté des phase
mobiles constituées de GQétat supercritique.

3.1.2. Solvatochromisme
Une des méthodes permettant la mesure de la polarité est liée a l'utilidatmmenomene de
solvatochromisme. Le phénomene de solvatochromisme est lié a la capaeittaohs composaschanger
de couleur en fonction du solvant dans lequel ils sont dissous. Ce phénomeni gpaadaun soluté
dissout dans des solvants de polarités différentes manifeste un changenoetaninge la position de
l'intensité et de la forme des bandeal8orption spectrale. Un déplacementhoghromique (rouge) ou

hypsochromique (bleu) avec une augmentation de la polarité du solvant eétragpekttivement effet
solvatochromique, positif et négatif.
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Typiquement un composé solvatochromique peut étgtgiar 2 structures dont les répartitions
électroniques sont a I'opposé l'une de l'au2&5], une forme étant quinoidale, npolarisée et non
aromatique (figurd.45-A) et l'autre étant zwitterionique, polarisée et aromaidfigure-1.45B). Le
changement dans la bandelsarption avec un solvant se produit suite a une variation de la contribution
de chaque forme dans la résonnance totale, les 2 formes n’étant pas solvatés&nae maniere. Si avec
une augmentation de polarité du solvant, I'espéce non polarisée est mieux stalpbgde solvant que

I'espéce zwitterionique alors un effet solvatochromique négatif egbgué.
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Figure-145: dérivés merocyanine. 2 formes de répartitions électroniques opposées

Depuis longtemps on sait que le spectrdsbaption UV/vis d’'un composé peut étre influencé par
le milieu I'entourant et que donc un solvant pouvait induire un changement di@&mptdeement, I'intensité
et la forme tne bande d’bsorption. Brookerr al. [276] furent les premiers & émettre I'idée que le
phénoméne de solvatochromisme pouvait étre utilisé pour évaluer la polantéaivant La premiére
échelle de polarité basée sur cengipe fut établie paE. Kosower[277] en 1958. Cette méthode était
appelée I'échelle Z et elle utilisait Baorption de transfert de charge intermoléculaire ekhyl4-
(méthoxycarbonyl)pyridinium iodide. Depuis lgghénoménes de solvatochromisme ont été largement

étudiés et compilés dans plusieurs re\j@&s,278 279].

La mesure du déplacement du maximum d’absorption par rapport a une donnée de ré$érence
directement liée au pouvoir de solvatation du solvainmdice de DimrothReichardtE+r (30) peut étre
utilisé pour évaluer sa polarité, si on considére que la polarité d’'un solvdarétpedéfine comme sa
capacité de solvatation. L'indicerE30) est basé sur Il'utilisation du coloraNtphéolate lEtaine
pyridinium chromique {fure-1.46) et est défini comme I'énergie de transition électronique molécdaire
ce compose dissout. Cette énergie est mesurée en kilocalories pataaldheq]) & température ambiante

et sous un bar de pression selon I'’équation 7 :
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28591.44 7)
Er = hevpaxNy = ———
max

Avec

h: Constante d®lanck= 6.63 13*J. s
Na : Constante d’Avogadro = 6.02 %0
c=3.10%cms?

Amax= longueur dabsorptiormaximale

Vmax eth max €tant respectivement la fréquence et la longueur d’'onde d’absorption megon@spondant a

la transition d'un électron d’'une orbitale lianté& une orbitale anti liante* de ce composé.

=

.
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Figure-1 46: structure du N-phénolate bétaine pyridinium chromique servant a calculer Ex(30)

Cette méthode est largement utilisée pour évaluer la polarité d’'un solvanoetlolenx colorants

ont été étudiés et sont utilisés en @ut composés solvatochromiques [279].

a. Etude solvatochromiques en milieu supercritique

En ce qui concerne les fluides supercritiqukslyatt [280] fut le premier a classer le GO
supercritique sur une échelle de polarité comme tous les solvants organiquiéisagr des composés
solvatochromiques. Différents composés ont été utilisés, notanmerizmitfoanisole, pour étudier I'impact
de la pression sur la densité de différdhtisles supercritiques purs (eau, fréon, ammoniac;) @Dpar
conséquent sur leur polar#81]. Le composé utilisé par Reichardt pour son étude a I'inconvénient de ne
pas étre soluble dans le €€ ne peut donc, de ce fatre utilisé pour mesurer la polarité de ce dernier.
En revanche un composé trés proche, le pemthutyl bétaine, est soluble a la fois dans le giQuide ou
supercritique et a permis de déterminer que la polarité @ proche de celle duéthylcyclohexane
[280] avec une valeur d’énergie de transition)(Eroche de33,8 Kcal/mol
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C. Yonker [281] étudia pour sa part, I'effet de la pression sur la polarité de mélangeebinai
composés de COet de méthanol. La premiere observation est que I'ajout du méthanol fieun e
bathochrome, c’esi-dire que la fréquence de la bandebd@ption maximum d-nitroanisole diminue
(ou la longueur d’'onde dsorption maximum augmente), traduisant une augmentation de la polarité.
D’autre part il nota que I'effet de 'augmentation de la pression sur la polarité de la piasle était

dépendant du pourcentage mhéthanol.

J.Deye efT. Berger[274, 282]ont quant & eyutilisé le Nile Redf{gure-1.47), pour connaitre la

force éluante de mélanges g@@éthanolfigured 48).
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Figure-147: Structure du Nile Red
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Figure-1 48: force éluante mesurée en fonction du pourcentage de méthanol dans le CO,[283]
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b. Additifs et polarité

On sait que I'un des effets des additifs est de réduire les temps de rétention de®s@malysés.
La question est de savoir si cette diminution des temps de rétentiore st gas a une augmentation de
la polarité de la phase mobile. T. Berd2d?2] estimait que le méthanol n’était en fait pas trés polaire et il
affirma que I'ajout d’un troisiéme constituant plus polaire powasir un impact sur la polarité de la phase
mobile. Il analysa des acidagdro benzoiquesur une colonne cyanopropyle et des polyacides sur une
colonne diol[284] ; il observa une importante diminution des temps de rétention lors de kbgmide
citrique dans la phase mobile composée de €0de méthanol. Il natque lorsqu’il augmentait le
pourcentage de esolvant contenant I'acide citriguées temps de rétention diminuaient mais qu’en
revanche, 'augmentation de la concentration en acide citrique pour undédantiée de esolvant avait
pour effet de [ég&ment augmenter les temps de rétention contrairement a ce qui aurait pu étre&envisag
Dans un autre articl€. Berger [13] a étudié la polarité de différents mélanges ternaire8M@OH/TFA
avec des proportions de TFA dans lesotvant allant jusqu’a 26. Il s’avere que la forte concentration en
TFA a un léger effet sur la polarité de la phase mobile. En effet la phase mobiieiéertst 60% de CO
et 40% de méthanol contenant 10% TFA ¢MBOH/TFA 60/36/4) a la méme polarité qu’une phase
mobile compoée de 40% C@et 60% de méthanol pur. En revandaec un cesolvant moins polaire tel
que le dichlorométhane, I'effet de I'additif est plus important avec unetpaapérieure au méthanol pur
pour un mélange CZDCM/acide trichloroacétique 80/18/Raprés T. Berger, la diminution des temps
de rétention par I'ajout d’additif est due a un effet de egléila fois sur les silanols, sur I'ionisation des
solutés et sur la polarité de la phase mobile. Plus récemment C[20&ist réalisé une évaluation de la
polarité de phases mobiles composées de €@ercritique et de méthanol contenant de l'acétate
d’ammonium dissout dans 'eau. L'étude solvatochromique avec élREd a mis en évidence que pour
une concentration d&0 mM d’acétate d’'ammonium dans le méthanol et pour des proportionssoéveot

allant de 0 a 100%, I'ajout d’un additif n’avait que trés peu d’effet sur laitgotie la phase mobile.

3.2. pHet CQ
L’expérience prouve que contrairement a I'analyse par CPS des composésdasiaecessite
bien souvent I'ajout d'un additif dans la phase mobile, 'analyse dessguie se faire dans la majorité
des cas, sans l'addition d'un acide dans la phase mobile. Ceci est di-siérmblearactére acide de la

phase mobile lorsque celte est composée de G@t d'éthanol (ou de méthanol)
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En effet tout comme I'eau réagit avec le Q@ur former I'acide carbonique suivdatschéma réactionnel
décritdans le schéma.4, en présence de GBupercritique, éthanol formd’ hydrogénocarbonatééthyle

correspondnt selon la réaction suivante

+ +
(a) H,O Co, — H,CO, —> H* HCO, — 2H* CO32'
O
b) R__OH * & R_O
(b) CO;, -~ 4<) H
(0]

(6]
R _O - R_O / * H*
H ~ -
Schéma-1 4: (a), réaction entre I'eau et le CO, pour donner successivement des ions hydrogénocarbonate et des ions
carbonate. (b) réaction entre le CO; et un alcool pour donner I’hydrogénocarbonate d’alkyl correspondant ou le carbonate

On peut donc penser quen CPS, lalcool utilisé en tant qusoleant coexiste avec
I’hydrogénocarbonate d’alkgt lecarbonate correspondaRt.Pell etW. Lindner [124]ont montré lors de
travaux sur les phases stationnaires chirales a base d’échangeurs d’digéantCPS, gue carbonate
de méthyldssu de la réaction du GQur le méthanol agissait comme un contre ion et que le proton issu

de I'acide carbonique servait a protoner le sélecteur chiral permettsileanécanisme d’échange d'ions.

Le pH de la phase mobile en CPS est donc lié a la prédentgdrogénocarbmated’alkyl. Des
études ont été réalisées pour déterminer le pKa de ces acides, notamment paraVif285] qui ont
utilisé I'électrophorése capillaire. lls sont arrivés a la conclusion que le pKaydirogénocarbonate
d'alkyl était Iégérement supérieur a celui de la premiere constante de dissociation de |rhcidigwa
(pka = 6,37). lls ont également montré que la longueur de la chaine der’astet que peu d'influence
sur le pKa. Grace a une méthode spscopique, J. Gohres [28€3t parvenu a déterminer que le pKa
carbonate de méthytait de 5,7 dans le G@ubcritique.

Différentes études ont été réalisées afin de déterminer le pH d'une phase emoliPS. La
premiére idée qui vient a I'esprit est d'utiliser une méthpatentiométriqueomme il est d'usage de le
faire en chimie des solutions. Cependant, il s’avere, que cetteqgeelse heurte a différents problémes,

tels que I'étanchéité de l'installation soumise a des fortes pressions ou lgésiakimesurd287, 288].

La spectrophotométrie peut également étre utilisée pour déterminer le pél slution sous

pression. C’est notamment la méthode qui avait été employée par Neuena@nj289] pour mesurer la
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constante de dissociation de différents acides tels que I'acide acéticacide cacodylique. Pour ce faire,

ils avaient utilisé des indicateurs colorés, ledistrophénol et lep-nitrophénol. La méme technique avait
été employée par Toewsal. [290] pour mesurer le pH de solutions agueuses en présence.d#aG®O

des conditions supercritiques. Les changements observés dans le speitirelél\de bromophénol utilisé

en tant gu'indicateur coloré avait permis de mesurer le pH de la solugsncdnditions opératoires
variaient de 25°C a 70°C et de 7 a 2Bdypour un pH mesuré allant de 2,8 a 2,95. L'acidité mesurée est la
conséguence de l'attaque nucléophile de I'eau sur @ @ant ainsi I'acide carbonique. Selon J. Hallett
[291], cette réaction ne se produit qu’avec une pression comprise Sntiteg MPaet I'acide carbonique
n’est stable a pression atmosphérique qu’en dessous de sa température de fusida-36°€sf292] En
2000, Wen et Olesik démontrérent qu'il était possible de mesupt d’'un mélange méthanol/eau/C0O

Les pH mesurés variaient de 4,2 a 4,7. Cependant ces valeurs ne présagent pasrogtastumobile

en CPS car la proportion d’eau variait de 25 a 30% et celle del€Da 20%, valeurs donc tres différentes
de celles utilisées en CPS. Plus récemment C. W8] a développé une méthode pour calculer le pH en
CPS basée sur la modification du spectre UV d’indicateurs colorés. ¢’'dagispectres UV du rouge de
méthyle et du bleu de thyrhen phase aqueuse a différents pH et dans les conditions supercritiques a permis
d'évaluer le pH de mélanges binaires fMeOH. D’aprés C. West, le pH serait aux alentours de 5.
L’augmentation du pourcentage de méthanol a pour effet d’augmenteatitEade la phase mobile
certainement par formation d’acide méthoxylcarbonique. Il a également étééothseant cette étude que
I'addition d’'un additif basique ne conduisait pas a une augmentation du pH vers des cobdgiques
mais qu’en revanche cela #vpour effet de stabiliser le pH lorsque la concentration esob@nt était

augmentée.

3.3Réactivité des amines avec le €0

En CPS, le fait d’utiliser du COcomme phase mobile peut avoir un impact direct sur le soluté
notamment si celedi possede une fonction amine. En effet lee@0es amines peuvent réagir pour former
différentes espéces selon les conditions opératoires et notamment des aciheisjgerhl y a quelques
années, du fait de la réactivité des amines avec e €&@iains auteurs tels gq8eFields[293], affirmaient
gu’il était difficile voire impossible d’analyser des amines en CPS. La ragivgit été émispar Dandge
et al. [208] en 1985, était que I'incompatibilité entre les amines et le &8ait liée a leur basicité et que
toute amine ayant un pKa supérieur a 9, réagissait avec,let@® ce fait ne pouvait étre analysp&€eS.
Fields fit des essais d’'analyses en CPS capillaire sur différentes ammeste que cette regle pouvait
s'appliquer aux amines primaires et aux amines secondaires sauf lorsqu’elles soptstd@tigncombrées

(dicylcohexylamine) mais pas aux i@s tertiaires. Sandea al. Confirmerent ces résultats en analysant
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des amines tertiaires telles queMa/-diméthylbenzylamine ou la triéthylamine a haute température. Les
questions qui restaient posées étaient de connaitre les réactions misenta jelCQ et les amines ainsi
gue les paramétres expérimentaux influencant ces équilibres. Plus récemnSanyar{294] a étudié la
réactivité d’amines supportées sur silice avec du €Omilieu anhydre par RMN. Il estrrivé a la
conclusion que dans ces conditions I'amine se transformait en isocyanate péis selan le mécamse

réactionnel décritahsle schémad.5 toutes ces espéces étant en équilibre.

Mechanism A: Formation of open-chain ureas

Ry Ry

H_on -0 o™ H_A
=g 2

R—NH; +C0, == R~ ¢~ =—=R_ € == R ¢~ "R,
| Route 1 N g
Carbamic acid Isocyanate Urea
"'t?% '6'9

K‘p H R
HN’RI H O *HuNT i
\.‘Rz R..f oy o RRE

!

Schéma-1 5: mécanisme réactionnel de formation d'urée par action du CO; sur une amine en milieu anhydre [294]

La réactivité du C@est essentiellement due a la charge partielle positive au niveau du carbone et
a la forte électronégativité des 2 atomes d’'@xgy De ce fait, il est susceptible de subir des attaques
nucléophiles de la part de molécules possédant un azote ou un oxygéne nucléophile. Daas igaiste
en 1990,0. Gyllenhaal [295]a analysé par CPS capillaire, différentes amines aliphatiques en utilisant
successivement du G@t du protoxyde d’azote en tant que phase mobile. Etonnamment, il ne nota pas de
différence entre I'élution de I'octylamine avec ces 2 phases mobiles, ne permatiae pe fait, de

confirmer ou d’infirmer la réaction entre le €€ les amines.

Afin d’élucider la question de la réaction entre le,@'état supercritique et les amines, Fischer
et al [296] ont réalisé des analysdeRMN couplée a un systeme CPS avec une phase mobile composée a
100% de CQ. Ce dispositif permettait d’étudier le comportement des amines en présercé,d
supercritique. Une série d’analogues de la benzylamine fut analysée. Au vu datsréisédtit clair que
la réactivité du C@sur ces amines était difféerente en fonction de I'encombrement stéliqoeton de
'amine. En effetpour laN-méhyl-benzylamine, il y avait formation d’acide carbamique alors qu'avec la
N-tertbutyl-N-benzylamine et d N-isopropylN-benzylamine, il n’y avait pas formation d'acide
carbamique. Faisant suite aux étudek.dgiret[224] et deN. BargmannLeyder[221], sur les interactions
entre le CQ et lesB—bloquants, Fischer étudia par RMN la réactivité potentielle dust©le nétoprolol.
Or, il s'avéra que le COne réagissait pas avec ce composé, du fait certainement de I'encombrement
stérique de I'amine. Sur un analogue moins encombré la réactivitésiiten évidence par la formation

d’un précipité blanc confirmant I'impact de I'encombrement stérigneevanchdes expériences décrites
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ci-dessus, ne mettent pas en jeu un solvant comme cela est quasiment toujours |dP&stateCe fait

ne reprodise pas exactement les conditions lors d’'une analyse erZCPifkstra[297] réalisa également
des analysede RMN (**N, 13C, H) d’amines dans le COsupercritique. L'étude sur l'isopropylamine
montra que la transformation en acide carbamique n’était pas totalEairement aux observations
réalisées par Fischer sur des dérivés de la benzylamine et que le rattadrade@que/amine dépendait de
latempérature et de la pression. Dijkstra a également fait barboter dda@®de I'isopropylamine pure,
provoquant la formation de cristaux blanc accompaghén fort dégagement de chaleur et en a conclu
guil s'agissait decristaux ¢acide carbamique. BErvanche pour Ethier al. [298]le résultat de la réaction
d’'une amine primaire pure avec le £€3t le carbamate de 'ammonium. En fait, comme décrit par Switzer
et al. [299], il s'agit de 2 réactions successives qui méme carbamate, dont I'acide carbamique est

I'espece intermédiaire.

0
1. R—NH, + co, = R“NJJ\OH
H
(9]
i . o OJI\ _R

2. R )J\ + R—NH, === R—NH;07 "N

N~ “OH

H o)

o] ]
3. © OJLN’R + R j\ — R_N?—|3 OJ\H,R
H

R—NH3 O N~ “OoH !
H H
o N
R = Si(Et3)CH,CH,CHy, Si(Prs)CH,CH,CH,, \"/ R
Orsi{HeX3)CHQCH2CH2
o]

Schéma-I 6: réaction entre le CO, et une amine primaire [299]

Comme décrit sur lechémd.6, la premiére phase de la réaction conduit a la formation de I'acide
carbamique par attaque nucléophile de I'amine sur Ig OO fait de I'absence de solvant, I'amine est en
trés large exces par rapport a I'acide carbamique et aulCqeide carbamique eslors déprotoné pour
former le carbamate d’ammonium de I'amine de départ (phase 2). Nous avons alere8 egprésence,
'amine, I'acide carbamique et le carbamate d’ammonium. Au fur et a mesure quecéstcation en
carbamate d’ammonium augmente cncentration en amine diminue et cadiine peut plus servir de
solvant ;il est remplacé par une quantité accrue d’espéces ionisées, qu'ils ont dénbquit «onique

réversible». Ce liquide ionique est stabilisé par I'acide carbamique présent grace aistasslihydrogenes.

En 2003 Hampeet al. [300] ont publié des résultats sur la réactivité des amines avec.len@i®
cette foisci en présence de solvant et a pression atmosphérique, donc une nouvelle fois pagrgxactem

dans les conditions CPS. Grace a une étude RMN et spectrofluorométriquemddioio d’acide
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carbamique et de carbamate a été mise en évidence. En faisant barboterddain<ne solution de 1
(aminométhyl) naphtaléne ou dd€dminonéthyl)pyrene) disout dans le DMSO, ils ont déterminé que les
acides carbamiques issus de ces amines se formaient. De méme en balayant cette solutioazote¢ de I’
la réaction était réversible avec une perte de QUsrégénération de 'amine qui captait instantanément
un proton de l'acide carbamique encore présent en solution, pour former le sel dmatmrba

d’alkylammonium sous la forme d’un précipité blanc.

De nouvelles études ont été réalisées quelques années plus tard pardAds{@i2l] mais cette
fois dans différerst solvants afin de comprendre I'impact du solvant dans la réaction dua@ les
amines. De la méme maniére duiélampe, ils ont fait barboter du G@ans une solution d’amine dissoute
dans différents solvants. lls sont arrivés a la conclusion que les espéces forsméedd réaction du GO
sur une amine était solvadépendante. En effet avec des solvants prdgplpolaires mais aprotiques tels
gue le DMSO, la DMF ou la pyridine, la formation de I'acidegbamique correspondant était quantitative.
Avec des solvants protops, aprotiques mais moins polaires comme le dioxane, un mélange contenant
majoritairement de I'acide carbamique et une faible proportion du carbamateat@um correspondant
était obenu. En revanche dans les solvants polaires et aprotiques comme l'acétmniapelaires et
aprotiqgues comme le benzéne ou le chloroforme mais également dans legelkqgols I'isopropanol ou
le méthanol qui sont des solvamolaires et amphiprotiges, la formation du carbamate d’ammonium
prédominait. Pour les alcools qui sont des solvants trés intéggsanta compréhension des réactions se
produisant potentiellement en CPS, il est a noter qu’en présence de tracesedgest, plus le carbate
d’ammonium qui se fane mais le carbonate dihydrogénocarbonatd’ammonium de I'amine mise en
jeu. Dijkstraet al. confirmérent ces résultats en 2007 par une étude RMN et infrarouge sur l'isapriogyl
réalisée dans différemolvants. La seule fiérence avec I'étude de Masuda, concerne la solution d’amine
dans le méthanol. En effet Dijkstra, affirme que le composé issu du barbotage darnS@ne solution
d’isopropylamine diluée dans le méthanol est du carbonate et non pas du carbamateniun, sans
toutefois préciser si le méthanol utilisé pour cette expériendeadtaydre ou pas. La présence de
différentes especes dans des proportions différentes selon les conditiotsiregésamble prouver que
ces réactions ntient en jeu un équilibracidobasique dans lequel une molécule d’amine et une molécule
de CQ forment une molécule d’acide carbamique alors que 2 molécules d’amines forreeninav

molécule de C@ le carbamate d’ammonium.

Ethierer al. [298] ont utlisé du*CO:; afin de suivre la réaction avec un dérivé de la benzylamine. lls ont
démontré que dans le méthanol il y avait a la fois formation de carbamate dmmnedidecarbonatele
méthyle d'ammonium. Au cours de cette étude ils ont également misompétition 2 bases dans

I'acétonitrile en présence de ¢Cn 'occurrence la-14-bromophenyl)ethan-amine avec 1 équivalent
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de 1,8diazabicyclo[5,4,0] undeg-ene (DBU). Le dérivé de la benzylamine étant la base de Lewis va réagir
avec le CQet le DBU jouant le rble de base de Bronsted en se protonant. Il s’avére que I'espdoe,atten

c’estadire le sel formé du carbamate du dérivé benzylamine et de I'ion amid{figure-1.49) ne se

forme pas.

P CR

Figure-149: ion amidinium

Une étude RMNH-3C HMBC ainsi qu’'une HSQ@H-N avec de la benzylamine marguéN

ont démontré que I'espéce issue de la réaction des 2 amines et étalf@ sel de benzylbicarbamate de

DBU (figured 50)
Jo Cs
o )\o /Hg

Figure-1 50: sel de benzylcarbamate de DBU

Br

Lorsque (b équivalentle DBUest ajouté, c’est alors le seldienzylbicarbamate de DB(flgure-

I 51) qui se forme

e

Figure-151: sel bis-benzylbicarbamate de DBU
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Ces mélanges de bases ayant chacune un role bien spécifique sont trés largemesitibtstiés
[302, 303, 3043t peuvent étre intéressants pour comprendre les réactions misesoesn jeudd séparation
par CPS de composés basiques en présence d’un additif basiquepla® faobile. Le but premier de
I'étude de ces mélanges de bases en présencedesCi® développement de procédés de captage du CO
afin de limiter le réchauffement climatique. En effet le;@5t suspecté d’étre le principal responsable du
réchauffementlimatique par effet de serrBarmi les nombreuses solutions développées pour capter le
CO,, telles que l'adsorption physique ou chimique avec des solvants, les membranes de s¢paration
I'adsorption sur des matériaux solidéa réactivité du C@sur les amines est un des principaux axes de
recherche. L'idée est de capter le Q@s de son émission au cours d’'un procédé industriel. Leé@s
peutétre mis en contact avec un support solide ou une solution aqueuse contenant des campseés a
afin de le piéger sous forme d’acide carbamique et d’éviter ainsi son émabatidn, est ensuite libéré
par chauffage et capté dans des puits de carbone. De nombreux procédés orelappéséiaisant
intervenir des amines primaires et des amines secondaires aew@ssocieeB805, 306, 307] Dans ces
différentes études, le principal objectif est de capter le maximum gdee€@onc de trouver I'amine ou les
amines, ainsi que les conditions opératoires permettant d’optimiser leleapiégeage. Si la réaction
déplace les équilibres réactionnels vers 'ammonium carbamate cela signifie qual 2aombles d’amine
pour piéger 1 mole de G@lors que si 'espece privilégiée est I'ammonium carbonate alors 1 mole-.de CO

sera captée par une mole d’'amine.

Au vu de tos ces articles publiés sur la réaction des amines avec.lel@& clair que la nature
de I'amine et les conditions opératoires jouent un rdle prédominantadayrsthese des espéces formées.
Et que comme le dR.Kortunov[308, 309] la nucléophilied’'une amine est tout aussi importante que sa

basicité dans sa réactivité avec le;CO
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| Introduction

En chromatographie en phase supercritique, la nature de la phase statiendai cesolvant utilisé
dans la phase mobile ainsi que son pourcentage ont un effet a la fois sunti@ndte sélectivité et donc
sur la résolution des énantioméres. [plas, comme précisé dans la partie précédente, il est parfois
nécessaire d’ajouter un additif dans la phase mobile afin d’analysginsezomposés, notamment ceux
ayant un caractere basique. En I'absence d’additif, ces composés peuvenétne @ags ou élués avec
des rétentions trés importantes, générant des pics larges, et/ou asymétedaisd’ajouter une faible
quantité d’additif peut modifier de maniere significative la rétentide ptofil du pic[1].

Les 4 chromatogrammes présentés en fijuleillustrent différents cas rencontrés lors de I'analyse de
composés basiques en CPS sur une phase stationnaire a base de dérivés pioliggpses;hsains ajout
d’additif dans la phase mobi{ehromatogrammes rouges pointillé) et aprés ajout d’'un additifasique,

dans notre cas l'isopropylamifehromatogrammes bleus en trait plein)
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Figure-ll. 1 : Chromatogrammes de 4 mélanges racémiques de composés basiques. Conditions : colonne : Chiralpak AD-3 100x
4,6 mm Phase mobile: CO,/EtOH avec 0,3% isopropylamine (chromatogrammes bleus) ou sans isopropylamine
(chromatogrammes rouges). Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C pression de sortie : 10,5 MPa.

(a): les énantiomeres rs@nt pas €lués ou avec un temps de rétention supérieuniautés sans additif

alors qu'ils sont élués et parfois séparés avec ajout d’additif.
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(b) : les énantioméres sont €lués sous la forme d’'un pic unidaegetavec une trés forte rétention alors
que les temps de rétentions sont beaucoup plus courts avec addit§wetmdét les énantioméres sont
séparés.

(c) : les énantiomeres sont élués avec des temps de rétention Iégérement inférieuuapiadditif par
rapport a ceux observés sansitidd’autre part, une amélioration trés significativelasymeétrie des pics
est observée en présence de I'additif.

(d) : Aprés ajout d’additif, les énantiomeéres sont élués avec des temiedtion similaires a ceux obtenus

sans additif, par conttes pics sont plus fins et une amorce de séparation est observée.

Les fortes rétentions ou les pics larges obtenus en I'absence d’additif géwasé mobile peuvent
s’expliquer par de fortes interactions entre les solutés et les silanolsetésid Igphase stationnaire et
plus particulierement les silanols les plus acides, méme si Faiechilabont démontrg2] qu’une grande
partie des silanols réagissent avec I'éthanol pour former des étlydes en condition anhydre. Les
composeés basiques et notamment ceux présentés en figure 1 sont certgretomedd du fait de I'acidité
de la phase mobile en CPS, larsqcelleci ne contient pas d'additif. Les amines alors chargées
positivement, peuvent établir des interactions électrostatiques avaalwls chargés négativement. Les
différences de cinétiques d'échange des interactions saltlEsteur chiral et des des interactions
décrites précédemment peuvent engendrer des élargissements de pics et desoéfoenztselles que
les trainées de pic. Le fait d’ajouter un additif change radicalement ldisatenh améliore la forme des
pics. L'ajout d’'un dditif basique a donc bien un effet sur I'élution des composés basique&SesuCdes
phases a base de dérivés polysaccharidiques. Dans ce chapitre, nous nous ingépEestiszement a
I'effet de la nature de I'additif sur la rétention et I'efficacfiéiis dans un deuxiéme temps nous aborderons

I'effet de la concentration en additif sur la rétention, |'efficacitééatantiosélectivité.
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II Impact de la nature de I'additif et de sa concentration dansdelecant sur la

rétention et I'efficacité

1. Influence de la nature de I'additif sur le facteur de rétention

Les mélanges d'énantiomeéres ont été exclus de la liste de produits a analyser &woide n
systématiqguement qu’un seul pic pour chaque échantillon analysé. De meusit,avons sélecinné que
des composés non chiraux ou des énantiomeres purs.

Les 44 composédont les structures sont présentéeararexe 1-aont été analysés sur la colonne
ChiralpakAD avec une phase mobile composée de 85% dee€C06% d’éthanol dans lequel a été ajouté
36mM disopropylamine (5,4nM d’additif au total dans la phase mobile). La liste des composés
sélectionnés contient des amines primaires, secondaires, tertiaires, des ahitles hétérocycles azotés
La gamme de basicité de ces composés est tres large avec des pKa des acides conjugussitglaos |
rapport nous parlerons de pKa sans préciser que c’est celui de I'acideuécetjngl’alléger le textellant
de 0,78 a 10,58e pKa, la polarisabilitde log P ainsi que le caractére donneur ou accepteur de liaisons
hydrogéne sont présentés en Annexellt)e dizaine d’amines de bas poids moléculaires en plus de
'ammoniac ont été utilisées en tant qu’'additif parmi lesquelles des aminesirpsrityclopropylmine
(cyPrA), éthylamine (EA), isopropylamine (iPrNi méthylamine (MeA), tesbutylamine (tBuA),
propylamine (PrA) et nbutylamine (nBuA)], des amines secondaires [diisopropylamine (DiPrA) et
diéthylamine (DEA)], et une amine tertiaire, la triéthylam(hEA) avec des pKa compris entre 9,1 pour
la cyclopropylamine et 11,07 pour la diéthylamine. Notre choix s’est pont&gaiement sur des amines
primaires car elles sont décrites comme celles permettant d’améliorer de maniaeesigrpficative le
nombre de plateaux théoriqué3] [4]. Les 44 composés basiques ont été préalablement analysés sans
additif afin d’évaluer la nécessité d’en ajouter ou pas dans la piuske. Il en résulte que faajorité des
composés ayant un pKa inférieur ou égal a 8 a été éluée sans additif. En revanche popo#sayant
un pKa égal ou supérieur a 8, la qutasalité de ceuxi n'a pas été éluée en I'absence d’additif dans la

phase mobile.
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Le tablea-ll.1 rassemble les facteurs de rétention pour les 44 composés basiques sékeetion

I'absence et aprés ajout der®®1 des 11 différentes amines sélectionnées.

Tableau-ll. 1 : Facteurs de rétention des 44 composés en fonction de la nature de I'additif ajouté dans I'éthanol. Conditions :
colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm Phase Mobile : CO,/EtOH (+36 mM d’additif) 85/15. Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C.
L’échelle de couleur illustre la variation de la rétention. Chaque couleur correspond a une augmentation de 10% supplémentaire
du facteur de rétention par rapport au facteur de rétention le plus faible. ND = non détecté

sans cYPRa NH3 ETA IPA MeA tBuA PrA nBuA TEA DiPA DeA
additif pka=9,1 pka=9,2 | pka=10,6 | pka=10,6 | pka=10,6 |pka=10,68 | pka=10,7 | pka=10,7 | pka=10,8 | pka=11,1 | pka=11,1
RA 117 0,78 17,72 17,38 16,8 17,09 16,98 16,89 17,32 17,22 17,19 16,88 16,98 17,14

composé pka

RA2660 | 2,6 0,74 0,30 0,8 0,79 0,30 0,80 0,80 0,80 0,30 0,30 0,80 0,80
RB1654 | 3,59 42 4,30 4,26 4,20 4,23 4,26 4,83 4,22 4,27 4,20 4,26 4,21
RA28 | 451 9,56 9,82 9,62 9,61 9,58 9,39 9,78 9,75 9,76 9,56 9,57 9,61

RAS07 | 4,51 1,65 1,64 1,66 1,63 1,65 1,65 1,65 1,71 1,64 1,65 1,63

RA19 | 5,16 0,73 0,82 0,79 0,80 0,81 0,80 0,82 0,81 0,83 0,81 0,30 0,80
RA1223 | 8,06 2,13 1,43 1,42 1,31 1,35 1,33 1,33 1,34 1,34 1,35 1,31 1,30
RA1224 | 8,06 2,00 1,35 1,29 1,22 1,27 1,24 1,25 1,25 1,26 1,26 1,23 1,22
RA281 | 8,18 3,55 2,82 2,81 2,76 2,75 2,99 2,95 2,86 2,96 2,99 2,78
RAG50 | 842 1,65 1,71 1,40 1,71 1,58 1,68 2,55 1,78 1,53 1,40
RA560 | 8,63 6,89 5,37 5,91 5,76 6,03 5,78 6,20 6,02 5,73 5,63 5,59
RA534 | 8,68 5,30 5,09 5,22 5,26 5,17 5,27 5,40 5,26 5,23 5,20 5,18

RAG% | 87 341 | 330 | 332 | 341 | 33 | 338 | 333 | 34 | 374 | 311 | 331
RAS49 | 871 357 | 300 | 307 | 305 | 310 | 308 | 327 | 318 | 304 | 279 | 297
RAOG2 | 8,71 1261 | 11,02 | 1200 | 11,12 | 1234 | 1110 | 1170 | 11,53 R 1217 | 1108

RA1004 | 8,76 3,70 3,77 3,39 3,91 3,63 4,05 3,59 3,70 3,75 3,52 3,35 4,05
RA2562 | 8,79 9,58 9,81 9,20 9,41 9,58 9,17 9,71 9,64 9,70 9,54 9,32 9,44
RA1218| 8,79 0,36 0,93 0,92 0,92 0,90 0,95 0,92 0,86 0,94 0,83 0,86 0,87

Rasor | 898 | 104 | 816 | 65 | 675 | 658 | 695 [ 665 | 74 | 675 655 | 643
RA294 | 9,01 439 | 35 | 435 [ 374 | 38 [ 373 [ 302 | 425 362 | 391
RA1167| 9,01 852 | 736 | 714 | 743 | 692 | 775 | 814 [ 755 | 724 | 672 | 679
RA1226| 9,04 2,4 187 | 2,23 18 | 258 | 1,791 | 240 | 204 | 169 | 169 | 164
RA978 | 9,05 763 | 511 | 546 | 542 | 557 | 58 | 632 [ 59 | 56 | 532 | 513
RA970 | 9,06 68 | 622 | 651 | 636 | 645 | 662 | 652 | 668 6,8 618 | 6,50
RA414 | 9.1 414 | 357 | 367 | 35 | 350 | 38 | 455 | 364 EEEN 378 | 357
RA733 | 9,12 143 | 131 [ 130 [ 130 [ 127 141 | 1,347 [ 132 130 | 126 [ 127
RA2575| 9,24 1264 | 1073 | 1093 | 1094 | 1098 | 11,95 [ 132 [ 2131 [ 1145 [ 1149 [ 10383
RA2448| 925 364 | 338 | 321 | 328 | 322 | 367 | 338 | 35 | 358 [ 300 [ 318
RA2 | 925 399 | 265 | 268 | 265 | 273 | 272 | 308 | 279 | 261 | 262 | 252
RAL111| 9,27 800 | 720 | 721 | 68 | 853 | 608 _ 6,58 ND 6,57 8,2
RA2567 | 9,29 8,1 58 | 603 | 58 | 607 | 62 | 645 | 630 ND 5,8 5,61
RA420 | 9,35 2,00 1,76 1,38 1,85 1,38 1,81 1,73 1,8 | 169 | 169 1,68
RA485 | 9,38 300 | 238 [ 240 | 240 | 258 | 235 | 305 | 248 ND 231 | 221
RA1 9,4 9,10 7,9 851 | 970 | 7588 | 68 7,3 7,2 806 | 706 | 7,07
RA1227| 94 300 | 231 | 281 | 239 | 245 | 246 | 265 | 256 | 239 | 222 | 220
RA1228| 94 270 | 155 | 244 [ 213 | 231 [ 219 | 242 | 247 | 246 | 207 | 229
RA1103 | 9,47 299 | 244 | 248 [ 244 | 243 | 266 | 266 | 253 | 250 | 268 | 239
RA2508 | 9,65 325 | 275 | 287 [ 28 [ 290 [ 29 [ 298 | 29 [ 277 | 260 | 265
RA191 | 97 575 | 479 | a62 | a7a | 442 [ 483 | 578 | 522 ND 445 | 444
RA720 | 9,72 3,89 3,26 3,24 3,21 3,31 3,40 3,25 346 | | 2m 2,97
RA213 | 9,81 950 | 79 | 760 | 769 | 741 | 738 | 891 | 69 ND 7,78 | 7,30
RA271 | 10,08 510 | 418 | 406 | 411 | a0a | a18 | 5722 | a3 ND 608 | 397
RA948 | 10,58 3,17 2,9 3,01 3,00 3,09 3,02 3,16 317 | 29 | 2m 2,83
RA1120| 10,6 2,01 1,81 1,91 1,98 | 188 | 18 | 197 1,99 ND 1,71 1,78

X2k>1,1X  X2k>1,2X X2k>1,3X X2k>1,4X X2k>1,5X X2k>1,6X X=k>1,7X Xek>18X EO
X=temps de rétention |gus faible pour chaque composé
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Concernant les facteurs de rétention, des composés ayant un pKa inférieurao8, égakture de
I'additif influence trés peu la rétention. En effet il y a moins de 5% detigarsasur les temps de rétention
obtenus avec les 11 additifs. Ces résuftatsont pas surprenants car ces composés étaient éluadditins
Pourles composés ayant un pKa supérieur a 8, on note un effet de la nature dédiadditrétention. Cet
effet est cependant assez limité car la variation des temps de rétention n'excede gémépalemplus de
30% (soit X>k>1,3). Toutefois, il est intéressant de noter que lesghled rétentions sont obtenues avec
la DEA et la DiPrA, qui sont les amines ayant les pKa les plus élevés. Yk [Beavait déja observé ce
phénomeéne de plus faible rétention avec la DEA par rappasoariopylaminegt I'avait expliqué pour sa
part par le fait que la DEA était un plus faible donneur de liaisons hydro§&nke. méme maniere, les plus
fortes rétentions sont obtenues en utilisant la cyclopropylamine qui estif'agldnt le pKa le plus faible. Il
est en revanche difficile de faire un lien direct entre la rétention des compadgésbasalysés et le pKa de
I'amine utilisée en tant qu’additif. En effetes rétentions généralement inférieures ont été observées lorsque
I'ammoniac a été utilisé comme additif par rapport a celles obtenueslbuilisation de la Fbutylamine
ou de la rpropylamine alors que le pKa de 'ammanie (9,24) est inférieur aeux des 2 autres additifs
respectivement égaux a 10,78 et 10,7. Il est a noter que nous avons utilisé une solutiomidpradans
I'éthanol et non une solution d’ammoniaque qu’afin d'éviter 'influence de la préskeau dans la phase
mobile.

Avec I'addition de triéthylamine, une partie des composés n'a pas étéddiect est sans doute
lié al'absorbancale la triéthylaminalans le domaine de I'UV qui a pour effetmdasquer la détection du
composé. En effet, le composé RA807 qui a un pKa de 4,51 n'a pas été déedet tagthylamine et

pourtant ce composé est élué en moins d’'une minuteagalits.

2. Influence de la nature de 'additif sur I'efficacité

Dans un duxieme temps nous avons étudié I'impact de la nature de I'amirstetdin tant
gu’additif sur I'efficacité. La premiere information que I'on perdrtde cette étude concerne les composés
ayant un pKa inférieur a 5. Les pics correspondant a cetteodatélg produits présentent le plus grand
nombre de plateaux théoriques avec en moyenne plus de 100000 plateaux théorrguésimetxiéme
observation pour ces composés est que la nature de I'additif n’a que trés peundéndluele nombre de
plateax théoriques obtenu (tableau.ll.2).

En revanche, pour les composés ayant un pKa supérieur a 8, le nombre de tlétm@ynes varie selon
les composés, de@0 a 9000par métre, soit un nombre toujours inférieur a celui obtenwlepasés

ayant un pka inférieur a 5.
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Tableau-ll. 2: Nombre de plateaux théoriques des 44 composés en fonction de la nature de I'additif ajouté dans I'éthanol.
Conditions : colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm Phase Mobile : CO,/EtOH (+36 mM d’additif) 85/15. L’échelle de couleur illustre
la variation du nombre de plateaux théoriques. Le dégradé de couleur correspond a une diminution de 10% supplémentaire du

nombre de plateaux théoriques par rapport a la valeur la plus élevée. ND = non détecté.

CcYPRa NH3 ETA IPA MeA tBUA PrA nBuA TEA DiPA DEA
pka=9,1 pka=9,2 | pka=10,6 | pka=10,6 | pka=10,6 | pka=10,6 | pka=10,7 | pka=10,7 | pka=10,8 | pka=11,1 | pka=11,1
RA117 | 0,78 | 10300 | 10500 | 10500 | 10500 | 10500 | 10700 | 10900 | 10700 | 10300 | 10500 | 10500
RB1654 [ 26 11100 | 10200 | 10300 | 10300 | 10900 | 10600 | 10900 | 10900 | 10200 | 10700 [ 10300
RA2660 [ 26 11100 | 11400 | 11600 | 11700 | 7900 | 10200 | 11200 | 10400 | 11300 | 8000 [ 11500
RA80D7 | 451 | 9400 | 20200 | 9600 | 10400 | 8900 | 9400 | 11000 | o500 [ETIE 7900 | 10500

RA28 | 452 | 11200 | 10200 | 10300 | 10300 | 10800 | 10900 | 10900 | 11100 | 9700 | 10900 | 10300

RA19 | 516 7500 | 8600 | 10100 | 10200 | 5200 | 7500 | 7300 | 7600 | 10100 | 5000 [ 9700
RA1223 | 806 7200 | 8700 | 9800 | 98000 | 8200 | 8800 | 8100 | 8900 | 7800 | 7900 [ 9600
RA1224| 8,06 7300 | 8300 | 9700 | 9600 | 7900 | s8so0 | 8100 | 8900 | 8900 | 7600 [ 9300
RA281 | 818 3200 | 3100 | 4700 | 3500 | 3900 | 3000 | 3700 | 4000 | 2800 | 3000 [ 3500
RA650 | 842 | 1000 RIS 400 | 3800 | 3800 | 2500 | 2200 | 2300 [JEEI 4000 | 3700
RAS560 | 863 4900 | 5500 | 6400 | 5900 | 5000 | 4600 | 4900 | 5800 | 5200 | 3900 [ 5200
RA534 | 868 5500 | 5700 | 4600 | 7000 | 7300 | 7000 | 5600 | 7300 | 6200 | 7000 | 6900

composé pKa

RA 696 8,7 3600 3200 6300 4300 3500 6700 4500 5800 4400 5700 5500
RA 549 8,71 1300 1300 1900 1700 1300 1600 1200 1500 700 1000 1300
RA 962 8,71 4900 4700 6100 5200 5800 3300 3000 5800 ND 3300 3700

RA 1004 8,76 1200 1000 1500 1400 1000 1600 1200 1300 600 1000 1200
RA 2562 8,79 8900 8200 9100 9000 8800 8800 8900 8900 8500 8400 9200
RA 1218 8,79 800 800 800 800 800 700 700 800
RA 801 8,98 4100 4100 5200 4400 5400 4100 4200 4800
RA 294 9,01 5400 5300 5700 5500 5900 3400 3800 5500
RA 1167 9,01 3500 3300 5300 4000 4800 2900 4600
RA 1226 9,04 2900 3200 4400 3600 3600 4000 3300 4500
RA 978 9,05 2300 2600 3500 2700 3200 2000 2700 3200
RA 970 9,06 3000 3000 3300 3800 2500 2800 2200 3200

RA414 | 91 | 1400 1500 | 1600 | 2200 | 1700 | 2200 | 2700
RA733 | 912 | 1800 | 12900 | 2300 | 2300 | 3300 | 1800 | 2600 | 3500
RA2575 | 9,24 1800 | 3400 | 2000 | 2200 | 3700 | 2700 | 2200 | 2800 | 3200 | 2700
RA2448| 925 | 1800 | 1800 | 3200 | 2200 2200 [JNE4000 2100 Tl 1500 | 2000
RA2 | 925 | 3500 | 3800 | 5300 | 4350 | 3200 | 2700 | 3400 | 4400 | 4400 | 3700 | 4500
RA1111| 927 | 12100 | 1000 | 1000 | 1200 | 900 | s00 | 1000 | 900 0 1000 | 1000
RA2567| 9,29 | 2900 | 2600 | 4600 | 2700 | 3400 | 2500 | 2300 | 3500 J 3200 | 3200
RA420 | 935 | 1800 | 1700 | 2500 | 1900 | 2600 | 1900 | 2000 | 2400 | 2500 | 2500 | 3000
RA485 | 938 |IN42000 1800 | 3000 | 2000 | 2300 | 2000 2600 Sl 1s0 [ 2000
RAL | 94 | 1100 | 1200 | 2600 | 1300 | 1300 | 1300 | 1300 | 1100 | 1500 | 1300 | 1200
RA1227| 94 | 4300 | 4200 | 6000 | 5400 | 4000 | a4soo |EVCCO 5e00 [METCOMN 3100 | 4000
RA1228| 94 | 1300 | 1300 | 1000 | 1700 | 1100 | 1400 | 900 | 1000 00 9000
RA1103| 947 | 3700 | 3800 | 5400 | 4500 | 4200 | 3800 | 3500 | 4500 3300 | 3000
RA2508| 9,65 | 3100 | 3400 | 4200 | 4000 | 2300 | 2400 3600 | 2600 | 3400 | 4100
RAL91 | 97 | 2800 | 3100 | 4100 | 3800 | 2900 3800 | 2800 2500 | 2600
RA729 | 972 | 2500 | 2100 | 3700 | 3400 | 2500 | 2000 | 2600 | 3300 | 1800 | 2800 | 3000
RA213 | 981 | 4000 6100 | 4800 | 5100 3300 | 3400 N 3500 | 3600
RA271 | 1008 | 2300 | 2300 | 2700 | 2500 | 2600 | 1900 | 2300 | 2300 Jl 220 | 1700
RA948 | 10,58 | 2300 | 2400 | 3400 | 3000 | 1600 | 2200 2400 | 2000 | 2600 | 3100
RA1120| 106 | 300 [NN20000| 300 | 400 600 | 300 | 500 D 300

[x2N>0,9%[0,9x>N>0,8x [0,8x=N>0, 7 [0, 7X=N>0,6X | 0,6X=N>0,5 [0,5%=N>0,4x [0,4X=N>0,3x [0,3X=N=0,2X [ RSNSOI

X= nombre de plateaux théoriquesplus élevé pour chague composé

De plus, méme si dans la plupart des cas le nombre de plateaux théoriques pour unadmmgose
ne varie pas fortement entre 'amine donnant la plus forte efficacitleetioanant la plus faible, on peut
observer certaines tendances. Notamment, il apparait clairement queaidtiey la rRbutylamine et
I'isopropylamine sont les additifs permettant d’obtenir les meilleureaeitis.

La meilleure efficacité observée pour les 3 bases précédemment citées, n'estiapagiliée au

fait qu’elles ont une valeur de pKa élevée car la triéthylamine qui a une valelia géug élevée donne

129



chapitre 2 |

de moins bons résultats. De la méme maniere, méme si ces 3 bases sont des aminas peimaise
semblet-il pas la nature de I'amine qui est le facteur détermioanka cyclopropylamine qui est aussi une
amine primaire donne, pour sa part, de plus mauvais résultats en termes d'effitaeitéble de plus, que
'additif permettant d’obtenir le plus grand nombre de plateaux théorgpiesomposé&épendant car
méme si I'éthylamine, la-butylamine et’ isopropylamine donnent généralement les meilleurs résultats,
pour d’autres composés, la meilleure efficacité est obtenue aveed’adtlitifs comme la diéthylamine
pour les composés RA1226 ou RA420 ou lahetylamine pour les composés RA2575 et RA1004. Ces
résultats confirment ceux publiés par Sieil [6], Blackweller al [7] et Koter al [8] qui avaient observé
des variations d’efficacités selon I'additif utilisé pour I'iys@ de composés basiques en CPS sur phases
stationnaires énantiosélectives sans toutefois émuw consensus sur 'amine permettant I'élution des
composeés avec le plus grand nombre de plateaux qoésri
Selon Aranyker al [9], les variations observées lors de la substitution d’'une amine par unsaatest en
partie dues a leur différence de pKa mais surtout a leur caractére doardiaisahs hydrogene plus ou
moins important.

Cette premiére étude confirme l'importance de I'ajout d’'une base comme addgiflal phase
mobile, pour I'analyse de composés basiques en CPS-dC@iéemet a la fois de réduire les temps de

rétention et d’obtenir des pics plus fins.

3. Influence de la concentration en additif sur le facteur de rétention et I'efficacité

Tous les essais réalisés précédemment ont été effectués avec 36mM d’additif daotventoCette
guantité d’additif est celle que nous utilisons régulierement lzardtoire pout’analyse &s composés
basiques. Aucune étude pousséeaitgusquela été entreprise au laboratoire pour connaitre I'effet de la
concentration en additif. Le bastde savoir si la concentration en addistun critere important et sal
concentration de 36mMst la concentration optimale. Le premier point était de déterrsinane
modification de la concentration en add{ghtre 9mM et 432mM) avait un effet sur la rétention et le
nombre de plateaux théoriques, lors de I'élution d’'une amine. ¢&dfiaire nous avons analysé les 44
composés utilisés dans I'étude précédente sur la colonne Chiralpakigdpropylaminea été choigen

tant qu’additif poutes2 raisonssuivantes

- L'isopropylaminefait partie des 3 amines qui ont permis d’obtégsrmeilleuesefficacitésa une
concentration de 3&M dans I'étude précédente.
- L'isopropylamine est utilisée quotidiennement au laboratoire et il était intéressant @'étudi

I'influence de sa concentration dans la phase mobile.
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3.1  Influence sur les facteurs de rétention

Avec ’ajout de 36mM d’isopropylamine, la totalité des composés a été éluée, quel que soit leur

pKa. En ce qui concerne I’effet d’une augmentation de la concentration en additif, la premiere observation

(figure-11.2) que 1’on peut faire est que la rétention de tous les composés n’est pas affectée de la méme

.y
maniere.
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Figure-ll. 2 : Variation du facteur de rétention des 44 produits en fonction de la concentration en isopropylamine. Colonne :
Chiralpak AD-3 100x4,6 mm ; Phase mobile : CO,/EtOH(+X% iPrNH;) 85/15 X= de 9mM & 432 mM. Débit : 3,5 mL/Min
Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5 MPa.

On distingue 3 groupes de composés. La rétention pour 48% des produits n’est quasiment pas
impactée par I’augmentation de la quantité d’isopropylamine c’est-a-dire que le temps de rétention varie de
moins de 10% sur la gamme de concentration d’additif étudiée. Pour 20% des composés, 1’augmentation
de la concentration en additif a induit une diminution significative de la rétention. Ainsi pour le composé
RAI I’augmentation de la concentration en additif a provoqué une diminution de 58% du facteur de
rétention (figure-I1.3). Enfin pour 32% des produits 1’augmentation de la concentration en additif a
provoqué une augmentation supérieure a 10% des temps de rétention. Ainsi pour le composé RA294, le
facteur de rétention est passé de 3,55 avec 9 mM d’isopropylamine a 4,76 avec 432 mM d’isopropylamine

soit une augmentation de 34% de la rétention (figure-IL.3).
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Figure-Il. 3 : Chromatogrammes des analyses des composés RA1 et RA294 avec différentes concentrations en isopropylamine.
Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6mm. Phase Mobile : CO2/EtOH (+X mM iPrNH2) 85/15 X varie de 9 mM a 432mM. Débit : 3,5
mL/Min Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5MPa.

Parmi les 21 composés dont la rétention est peu influencée par la quantité d’additif dans le co-solvant
(figure-11.2), on compte les 8 composés ayant un pKa inférieur a 5, mais aussi 6 composés ayant un pKa
supérieur a 9. Il est cependant difficile de faire un lien, entre le pKa des composés et la variation de leur
rétention sur la gamme de concentration en additif. En effet les 3 groupes de composés contiennent des
composés avec un pKa élevé et d’autre part, la rétention de composés ayant des structures tres proches ne
varie pas de la méme maniere. Ainsi alors que le facteur de rétention du composé RA414 diminue de 8%
sur la gamme de concentration en additif étudiée, celui du composé RA696 dont la structure est tres proche
de celle de RA414 (figure-11.4) augmente de 19% sur la méme plage de concentration. Les 2 molécules ont
pourtant des pKa tres proches, des log P et des polarisabilités équivalentes. Ainsi, nous n’avons trouvé
aucun lien entre la modification de la rétention en augmentant la concentration en additif pour chacun des
produits et les propriétés physico-chimiques de chacune des molécules étudiées que ce soit le pKa, le log P

ou la polarisabilité (voir annexe 3).

7\ 7 N\

=N Ha
Figure-Il. 4 : Structures des composés RA 414 (A) et RA 696 (B)

D’autre part, il n’y pas un comportement spécifique des composés chiraux purs car ceux-ci sont répartis
dans les 3 groupes de composés.

On peut supposer que 1’additif peut jouer plusieurs réles qui ont un impact sur la rétention : couvrir les
silanols de la phase stationnaire, modifier le pH de la phase mobile induisant le recul d’ionisation du soluté,

méme si nous n’avons pas pu établir une corrélation entre I’évolution de la rétention lors d’une

132



chapitre 2 |

augmentationella concentration en additif et le pKa des solutés. D’autre part I'additifd&taméme nature
que le soluté, il pourrait aussi éwempétiteur du soluté vigvis des sites d'interactions de la phase
stationnaire provoquant une diminution des tempgéiention Enfin I'additif pourrait au contraire

favoriser d’autres types d’interactions par modification de la strucéul® phase stationnaire.

Afin d’illustrer I'intérét de modifier la concentration exditif pouraméliorer la séparation de deux
composeés basiques, un exemple est présenté figbre-

Méme si la finalité d’'une phase stationnaire telle que la Chiralpak AD est de séparer des
énantiomeéres, I'augmentation de la concentration en additif peut éiséeauflour séparer des mélanges
autresque les couples d’énantioméres. Ainsi dans I'exemptiessous, Ielérivé binaphtyléhylamine et
la furfurilaminene sont pas séparés faicolonne Chiralpak AD, avec une phase mobile composée de 85%
de CQ et de 15% d'éthanokontenant 36mMd’isopropylanine En augmentant simplement la

concentration eisopropylamineil est possible de séparer complétement ces deux composés.

Ethanol + 36 mmol IPA

Ethanol + 72 mmol IPA binaphtylamine

f:‘(\ furfurilamine

R R BTGETTER

Ethanal + 432 mmol IPA

impureté j

Figure-ll. 5: Chromatogrammes de I’analyse du mélange de la binaphtyléthylamine et furfurilamine a 3 concentrations différentes
en isopropylamine Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm Phase mobile : CO,/EtOH (X mM iPrNH ). En haut : 36 mM, au centre :
72 mM et en bas : 432 mM. Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5 MPa

Cette stratégie pourrait étre utilisée pour I'analyse et la purdicate composés de recherche dans le

laboratoire.

3.2 Influence de la concentration en additif sur I'efficacité
Avec la concentration en additif dem®M qui estla plus faible utilisée dans cette étude, le nombre de

plateaux théoriques pour les composés ayant un pKa inférieur a 5 estusLgp&0600.
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Tableau-ll. 3 : nombre de plateaux théoriques en fonction de la concentration en isopropylamine pour I'analyse des 44 composés.
Conditions : colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm Phase Mobile : CO,/EtOH (+36 mM d’additif) 85/15. L’échelle de couleur illustre
la variation du nombre de plateaux théoriques. Le dégradé de couleur correspond a une diminution de 10% supplémentaire du
nombre de plateaux théoriques par rapport a la valeur la plus élevée. ND = non détecté.

Nth [iPrNH,] dans le co-solvant
composé pKA LogP 432mM | 216mM | 180mM | 144mM | 108mM | 72mM 36mM 18mM 9mM
RA 117 0,78 4,2 10000 10600 10600 11100 11500 10800 10500 10300 10500
RA 2660 2,6 2,74 8800 10500 10600 11200 11500 10700 10300 10500 11600

RB 1654 3,59 2,75 10300 10700 10800 11100 11000 11000 11700 10000 10000
RA 807 4,51 2,91 9600 11000 10400 11100 11000 10200 10400 9500 10300

RA 28 4,52 3,3 10700 10800 11700 11500 10100 9800 10300 10000 10600
RA 19 5,16 2,62 7200 7400 7700 8100 8500 7900 10200 9000 9800
RA 1223 8,06 6,58 7800 9000 9100 9100 9500 9500 9800 9000 9500
RA 1224 8,06 6,58 7500 8900 9100 9200 9400 9500 9600 8900 9400

RA 281 8,18 0,89 4200 3700 5100 5000 4000 4100 3500 2400 1600
RA 650 8,42 4,54 4900 5000 5300 4900 5800 4500 3800 3000 2000
RA 560 8,63 0,19 4800 5900 6200 6200 5900 5800 5900 5300 4700

RAS34 | 868 | 156 | 7300 | 7400 | 7500 | 7200 | 7200 | 7200 | 7000 | 6700 | 7300
RAGO6 | 87 | 003 | 4200 | 3900 | 5000 | 5100 | 6000 | 4500 | 4300 | 3200 | 2400
RAS49 | 871 | 112 | 2700 | 3500 | 3400 | 3300 | 3000 | 2600 | 1700 | 1000 [N
RAO62 | 871 | 267 | 6800 | 5800 | 6700 | 6800 | 5500 | 6500 | 5100 | 3900 | 2900
RA1004| 876 | 342 | 1000 | 2500 | 2600 | 2600 | 2500 | 2300 | 1400 | 900 | 500
RA2562| 879 | 212 | 8800 | 8600 | 8900 | 8900 | 9200 | 9100 | 9000 | 8900 | 9600
RAS0L | 898 | 092 | 4500 | 5400 | 5400 | 5700 | 7100 | 5400 | 4400 | 3700 | 2200
RA204 | 901 | 148 | 4400 | 6000 | 5500 | 6200 | 5500 | 6000 | 5500 | 4400 | 3700
RA1167| 9,01 | 114 | 4400 | 5700 | 5400 | 5900 | 5000 | 5300 | 4000 | 3400 | 2700
RA1226| 904 | 174 | 3500 | 5100 | 5600 | 5500 | 5300 | 5700 | 3600 | 3000 | 2000
RAG78 | 9,05 | 28 | 3900 | 3700 | 4200 | 4200 | 3600 | 4000 | 2700 | 2500 | 1600
RAG70 | 9,06 | 232 | 3300 | 2800 | 4100 | 4300 | 3900 | 3100 | 3800 | 3200 | 2400
RA414 | 91 | 003 | 2900 | 2600 | 3500 | 3300 | 2400 | 2500 | 1600 | 1600 |100700
RA733 | 9,12 | 025 | 3000 | 3800 | 4600 | 4600 | 3400 | 4100 | 2300 | 2300 | 1500

RA2575| 924 | 101 | 3800 | 3300 | 4000 | 3800 | 2700 | 2000 | 2000 | 1500 |[NNCO
RA2443| 925 | 053 | 2500 | 2500 | 3300 | 2800 | 2900 | 2500 | 2200 | 2400 | 2050

RA 2 9,25 1,36 4100 4600 5200 5500 5000 5200 4400 3700 2500
RA 1111 9,27 0,84 900 1000 1200 1000 1200 800 1200 1100 700
RA 2567 9,29 -0,03 3900 3000 4400 4000 3600 3000 2700 2400 1900
RA 420 9,35 1,95 1700 2000 2300 2400 2400 2600 1900 2200 2300
RA 485 9,38 1,052 2400 3300 3500 3800 2600 2800 2000 1500 800

RA1 9,4 2,09 1600 2400 2400 2200 1400 1370 1300 200 100
RA 1227 9,4 3,1 3800 5100 5600 6000 5600 5500 5400 4100 3400
RA 1228 9,4 31 1700 1900 2000 2000 2100 2000 1700 1100 700
RA 1103 9,47 1,14 4100 3900 5200 5100 3700 4400 4500 2500 1500
RA 2508 9,65 2,05 3000 3800 5100 5000 4600 4300 4000 3300 3200
RA 191 9,7 1,18 2200 3000 3900 3900 3400 2800 3800 2900 1700
RA 729 9,72 2,05 3100 3300 4800 4500 4000 3900 3400 2800 2600
RA 213 9,81 1,81 5700 5900 6200 6300 5600 5300 4800 4300 3000

RA 271 10,08 1,67 2800 3000 3300 2900 2900 2900 2900 2000 1100
RA 948 10,58 2,92 1800 2500 2800 3200 3000 2900 3000 2800 2300
RA 1120 10,6 0,09 150 220 205 175 155 140 400 110 100

X<N<0,90X 0,9X<N<0,8X 0,8X<N<0,7X 0,7X<N<0,6X 0,6X<N<0,5X 0,5X<N<0,4X 0,4X=N<0,3x[0,3%xN<02x B
X=nombre de plateaux théoriques le plus élevé pour chaque composé
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En revanche pour tous les autres composés, l'efficacité est inférieure ou éda@ aldteaux
théoriques (tableall.3). Pour ces composés, le faible nombre de plateaux théoriques s’accomipagne
certains cas d'une asymétrie de pic importante avec des valeurs sup&i8uremme pour RA111
RA485 (voir annexe.3). Il est important de noter que les plus forts facteuymétai® sont obtenus pour
les composés ayant les plus $qggKa, comme pour RA1 qui a un pKa de 9,4 et RA948 qui a un pKa de
10,58 avec respectivement un facteur d’'asymétda 10,9 et 7,3. En revanche, ces résultats ne font pas
apparaitre de lien direct entre la forte asymétrie des pic$ogt Rdes composés. Ainsi pour les composés
RA696 et RA414 les valeurs des facteurs d’asymétrie sont proches de 1 avec des vilglrggies a
-0,03 pour chacun des composés alors que le pic du composé RA948 a un facteur d’asymétrie de 7 avec
une valeur déog Pégale a 2,45. Il ne semble donc pas que le faible nombre deugl#téariques pour

certains composémit lié a leur lgdrophobicité.

Lors de l'ajout de quantités croissantes d’add®ifjroupes de produits se dégagent. Ceux dont
I'efficacité varie de moins de 20% sur la gamme de concentratimo@mpylaminedtudiéeet ceux dont
le nombre de plateauthéoriquesdépendsignificativementde la concentration en additif. Le premier
groupe de compos@st constitué des produits qui ne nécessitaient pas d’additif dans la phasepmabil
étre élué (pKa<5) et qui avaient les plus grands nombres de plateaux théoriques9 aveéc
d’isopropylamine En revanche méme si la variation du nombre de platdsiaxiquesest relativement
faible, il existe tout de méme une concentration cgiéqui se situe selon les composés entrenkR et
144 mM.

Le deuxiéme groupe est constitué desposésiont le pKa est supérieur a 8, avec des efficacités
qui sont fortement influencégar la modificationde la concentration en additfPour ces composée
nombre de plateauthéoriqguesest en moyenne multiplié par 2 entre la concentraiisopropylamine
donnant la plus faible efficacité@tlle donnant la plus forte. Pour certains compdsémmbre de plateaux
théoriquegeut étre multiplié par 20 comme pour le composé RAL. Bacomposgfigure-11.3), I ajout
de quantités croissantes ddtif fait passete nombre de plateaux théoriques de 2000 plateaux théoriques
par metre pour M d’additif & 24000 pour 216nM. Cette augmentation du nombre de plateaux
théoriques s’accompagne d’'une forte diminution de I'asymétrie d# egt.a noteque I'augmentation du
nombre de plateaux théoriques avec I'accroissement de la concentratioitien’addpas spécifique de
l'isopropylaminecar la méme tendance est observée lors de I'augmentation de la concentratioa d'autre

additifs tels que la diéthylamine ou I'éthylamine (les résultats ne sontgsenpes dans ce manuscrit).

Bien que le nombre de plateatheéoriquessoit fortement amélioré pdraccroissement de la

quantité d’additif, il n’'en demeure pas moins inférieur aux nombres deypkdteoriquebservés pour

135



chapitre 2 |

les produits ayant un pKa inférieur a 5. En effet pour les plus fortes concentrations en additif, alors que
pour le premier groupe de produit le nombre de plateaux théoriques était proche de 11 000, I’efficacité pour
les composés ayant un pKa supérieur a 8 est en général aux alentours de 6 000 plateaux soit quasiment la
moitié alors que les pics sont quasiment symétriques. Méme en augmentant tres fortement la concentration
en additif, le nombre de plateaux n’atteint pas les valeurs obtenues pour les composés neutres. L’effet
inverse se produit méme avec les plus fortes concentrations en additif avec un élargissement du pic comme
pour le composé RA1226, dont le nombre plateaux théoriques diminue de 37% entre 180 mM et 432 mM
(figure-11.6).

composé RA1226

[iPrNH,]
e 1 44 MM
= 180mM

216mm

432mM

I

1 15

=]

Figure-ll. 6 : Chromatogrammes des analyses de RA1226 a différentes concentrations en isopropylamine Colonne : Chiralpak AD-
3 100x4,6 mm phase mobile : CO,/EtOH(+X iPrNH;) 85/15 X= de 144 mM a 432 mM. Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C
pression de sortie : 10,5 MPa

Ce phénomene est moins prononcé pour les composés neutres ou tout du moins pas de maniere aussi
significative, ce qui signifie que cette perte d’efficacité n’est sans doute pas due qu’a une modification de
la phase stationnaire. Phinney et al [10] avait observé ce phénomene de réduction du nombre de plateaux
théoriques au-dela de 100mM d’isopropylamine dans le co-solvant lors de I’analyse de I’alprénolol et de la
tropicamide sur une phase Chiralpak AD en CPS sans toutefois apporter d’explication. La gamme de
concentrations pour laquelle le nombre de plateaux théoriques est le plus important se situe entre 144 mM
et 180 mM, et aller au-dela provoque une légere diminution de 1’efficacité. En revanche il est tres
défavorable d’utiliser une concentration d’additif comprise entre 9 mM et 36 mM car c’est dans cette zone
que les nombres de plateaux théoriques sont les plus faibles. Il est a noter que la concentration de 36 mM

est celle qui était utilisée jusque-la au laboratoire que ce soit a I’échelle analytique ou a I’échelle préparative.
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[Il Impact de la concentration en additif sur I'élution de mélanges d’énantiomeres

de composés basiques

L’effet de la concentration en additif sur la rétention efitatité a été clairement démontré dans les
paragraphe précédents. Il est intéressant de mesurer l'impact de la concentration &ih saddi
I'énantiosélectivité. Au vu des travaux déja publiés dans ce domaine sur les phdsesastes
polysaccharidiques, I'effet est diverspour certains auteufg] I'augmentation de la quantité d’additif a
un effet négatif sur I'’énantiosélectivité du fait d’'une compétitionedetsoluté et I'additif pour se lier au
sélecteur chiral, pour d’autres auteurs I'augmentation de la concentration t#freadieffet sitif [11]
car au contraire I'additif va couvrir les groupements silanol limitant desatiens norénantiosélectives
entre le soluté et les groupements silaBofin, un effet faible et variable a été reporté dans d’adtaeaux
[10, 17. En dehors de quelques études ou I'impact de la concentration ehaétitiétudié, la quantité
d’additif est choisie généralement en se basant sur les recommandations des fournissienrssdestsur

I'expérience de chaque utilisar.

Pour étudier 'impact de la concentration en additif sur I'énantioséitéctnous avons sélectionné
27 couples d’énantioméres (les structures sont présentées en aarfieiedue nous avons analysés sur
la colonne Chiralpak AD avec 8 concenwat différenteen isopropylamine. La concentration la plus
faible utilisée est 36M (0,3% en volume) car c’est celle que nous utilisons au laboratgimistavons
vu dans I'étude précédente que pour des concentrations inférieures a cettd'effileacjté était souvent
faible notamment pour les composés ayant un pKa supérieur a 8. La concentratienftatplestl
200mM (10% en volume). Il est important de noter que cette concentration eségrgania concentration
maximale préconisée par le fournisseur de colonnes. En effet, la sociétécbassdlle d'utiliser 0,1% en
volume d’additif au total dans la phase mobile et de ne pas dépasser 0,%farpatir la stabilité de phase.
Pour une phase mobile composée de 15% d’éthan®Q0InM d’isopropylamine dans le esolvant
correspond a 1,5% dans la phase mobile soit un pourcentage 3 fois supériemite fixée par le
fournisseur. Il est & noter également que les concentrations en additif gdedtaltilisées dans lFavaux
consacrg a I'analyse de composées basiques en CSP sur phases a base de dérivés polysaccharidiques ne
dépassent jamais 1% dans lesoivant.

Pour cette partie de [I'étude nous nous sommes focalisés plus particulierement sur
I'énantiosélectivité et la résolutioRréalablement a cette étudbaque soluté fut analysé successivement

sans etavecisopropylamine Lessolutéssélectionnésnt tousun pKa compris entre 7,8 et®et peuvent
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étre classésn 3 catégories : Les amines primaires, les amines secondairagj@idté d’entre eux étant
desp-bloquants) et les amines tertiaires. L'additif utilisé lors de cette ésttis@propylamine. Tous les
composés ont été analysés avec la méme phase mobile conip8866 de Cet de 15% d’éthanol dans
lequel une quarté définie disopropylamindut ajoutée. La quantité d’additif dans la phase mobile varie

donc de 5,4nM pour 36mM dans le cesolvant a 180 mM pour 1 200M dans le cesolvant.

1. Influence sur les facteurs de rétention

Tout comme pour la premiere série de composés étudiggientation de la concentration en
additif impace la rétention des énaameres (figurdl.7 et annexe b Les résultats observés confirment
les résultats de la premiére étude consacréempact de la concentration en additif $éfution de
mélanges d’énantioméres de composés basiques avec un comportement différesst sefopdséinsi
pour la majorité des amines primaires (excepté AP2), une augmentiida concentration en
isopropylaminedans le cesolvant engendre unegmenation de la rétention deshantiomereslués. Par
exemple pour le composé ARg facteur de rétentiodu premier énantiomére élué Ylest de 1,3 avec
36 mM d’isopropylamine dns le cesolvant et 2,7 avec 200mM d’isopropylaminesoit unaccroissement
de 107%de la rétention.Pour d'autresomposés telgue AS1 ou AS4, I'ajout de quantités croissantes
d’isopropylamineprovoque une diminution de la rétentidtour toutes les amines tertiaires (excepté le
composé AT4) et pour certaines amines segnesl 'augmentation de la concentration en additif n’a qu’un

faible effet sur la rétention des compasés
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Figure-1l. 7 : facteurs de rétention des amines en fonction de la concentration en isopropylamine. Colonne : Chiralpak AD-3
100x4,6 mm phase mobile : CO,/EtOH (X mM iPrNH;) X : de 36 mM a 1 200 mM. 85/15. A : amines primaires B : amines
secondaires C : amines tertiaires

2. Influence sur I’énantiosélectivité

Il restait a voir si la modification de la concentration en additif pouvait avoir un effet sur
I’énantiosélectivité. Les graphiques (figure-11.8) reportant les valeurs d’énantiosélectivité en fonction de la
concentration en additif démontrent que I’énantiosélectivité peut étre fortement impactée par la
concentration en additif dans la phase mobile. De plus, tout comme pour la rétention, 1’évolution de
I’énantiosélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine dans la phase mobile varie selon les

paires d’énantiomeres analysés.

139



chapitre 2 |

240 1A AL == AP2 240 {B —— Ast o AS2 AS3
= AS4 A AS5 AS7
2.20 2.20 1 AS8 AS10 e AS11
200 200 - *—— AS13 o AS14
2 2
2 1.80 ©1.80 -
2 2
ks ks X
9 160 2160 {0 0 e
I I o —
§ : El 40 _‘Ax %
® 120 % % | Ay %
B =
] . , A . \
1.00 1.00 f:\ > "/:-' : : 5
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 300 1000 1200
[iPrNH2] mM [iPrNH,] mM
240 1 C *—AT1 B AT2 A AT3
220 4 X— AT4 ¥ ATS AT6
—t— AT7 ——AT8 A ATY
2,00 - AT11
)
£1.80
2
)
o 1.60 -
]
g 1.40 - N
1.20 | LR ¥ —
— ||
S o — ———
1.00 HAAA K & &~ 2 . . A
0 200 400 600 800 1000 1200
[iPrNH,] mM

Figure-ll. 8 : évolution de la sélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine. Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm
phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH ) X : varie de 36 mM (0,3% v/v dans I’éthanol) a 1 200 mM (10% v/v dans I’éthanol). Débit
: 3,5 mL/Min Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5 MPa. A : amines primaires. B : amines secondaires. C : amines tertiaires

Concernant les amines tertiaires (figlit8), l'effet de la concentration en additif sur
I'énantiosélectivié était assez limité. Pour tous ces composeés, entre les concentratidise3B&00mM
d’isopropylamine, il N’y a quasiment aucun impact sur I'énantiosélecticimme c’'était déja le cas pour
la rétention. En revanche, entre 600 et 1200mM uneaugmentation de I'énantiosélectivité est observée
pour 4 amines tertiaires et une diminution pour les 3 autres. Cette variationtidgglantivité reste
toutefois faible et d’autre part, la modification du pourcentage digytemine n’'a pas permis déparer
les 2 composés dont les énantiomeéres étaient coélués aved @additif.

Pour les amines secondaires, 5 composés ont le méme comporterderis \daine augmentation de la
concentration en additifPour ces composeés, I'énantiosélectivité crpibportionnellement a la
concentration en additif jusqu'a un optimum pour un pourcentage compris entre 240 raM 360
d’isopropylamine Puis I'énantiosélectivité diminue @ela de cette concentration, pour atteindre des
énantiosélectivités inférieures dles obtenues avec la concentration initialésepropylamine (36nM)

voire une perte totale d’énantiosélectivité comme pour le composé @&phénomeéne est illustré par la
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figure-II.9 montrant les chromatogrammes obtenus pour le composé AS3 avec une valeur

d’énantiosélectivité maximale pour 360 mM d’isopropylamine.
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Figure-Il. 9: Chromatogrammes des analyses du composé AS3 a différentes concentrations en isopropylamine. Colonne : Chiralpak
AD-3 100x4,6 mm phase mobile : CO,/EtOH (+X mM iPrNH3) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit : 3,5
mL/Min Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5 MPa

Il est important de noter que ces 5 composés sont tous des -bloquants (composé AS3-alprenolol,
AS4-aténolol, AS5-bisoprolol, AS11-métoprolol et AS13-pindolol) c’est a dire des aminoalcools. Le
comportement de AS14 (propranolol), qui est également un f—bloquant, est un peu différent avec une valeur
d’énantiosélectivité qui est inversement proportionnelle a la concentration en isopropylamine.

Les 4 autres amines secondaires ont des comportements spécifiques. En effet, aucune séparation
des énantiomeres du composé AS2 n’est observée quelle que soit la concentration en additif. Une
diminution de I’énantiosélectivité pour les composés AS7 et AS8 est observée lors de 1’accroissement de

la concentration en isopropylamine dans la phase mobile.

Pour les amines primaires I’énantiosélectivité diminue lorsque la concentration en additif augmente
jusqu’a la coélution des énantiomeres avec respectivement, une concentration de 72 mM d’isopropylamine
pour le composé AP1, de 120 mM pour les composés AP3 et APS (figure-11.10) et de 240 mM pour le
composé AP7. Puis pour de plus fortes concentrations en isopropylamine, on observe a nouveau une
séparation des énantiomeres. L’énantiosélectivité augmente ensuite de maniere significative jusqu’a la

concentration de 1 200 mM en isopropylamine dans le co-solvant.
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Figure-1l. 10: Chromatogrammes des analyses du composé AP5 a différentes concentrations en isopropylamine. Colonne :
Chiralpak AD-3 100x4, 6mm phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH3) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit
: 3,5 mL/Min Température : 35°C, pression de sortie : 10,5 MPa

Pour les composés AP1, AP3, AP5 et AP7 la variation de I’énantiosélectivité en fonction de la
concentration en isopropylamine est en forme de « V » (figure-11.9). Ce type de courbe n’est pas observé
pour toutes les amines primaires. En effet, pour le composé AP2, qui est un amino-alcool,
I’énantiosélectivité croit progressivement jusqu’a une concentration en isopropylamine de 240 mM
(o=1,09) puis diminue a nouveau jusqu’a la coélution pour une concentration de 1 200 mM

d’isopropylamine (figure-II.11).
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Figure-1l. 11: Chromatogrammes des analyses du composé AP2 a différentes concentrations en isopropylamine. Colonne :
Chiralpak AD-3 100x4,6 mm phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH3) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit
: 3,5 mL/Min Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5 MPa

La derniere amine primaire étudiée est le composé AP9, qui est également un amino-alcool, avec

un groupement phénolique. La séparation des énantiomeres de ce composé n’est quasiment pas affectée par
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la variation de la concentration &opropylamineet I'énantiosélectivité restassez faible quelle que soit
la concentration eisopropylanine
Ces résultatmontrent que la concentration en additif peut impacter fortement I'énardisdié et que ce

paramétre esimportant dans un développement de méthode.

3. Ordre d’élution des énantiomeres

Sur laphase stationnair€hiralpak ADQ linfluence de la concentration en addibasique sufa
séparation des énantioméres de certains comga$ésspécifiquequ’il nous parut pertinent d’étudier
I'ordre d’élution des énantioméres en fonction de la concentration enf.aBditeffet, les @éantiomeres
sontsépaésavec de faibles concentrations d’addiitiis coéluésn augmentant cette concentration et
enfin a nouveau une séparation pour les plus fortes concentrations en exdditifservée.Grace a
I'injection de solutions d’énardmeéres purs ou de mélanges enrich& un des énantioméremus avons
pu déterminer I'ordre d’élution des énantiomeres.

Des inversions de I'ordre d’élution sont obses/pour les composésP1, AP3, AP5AP7 et AS1 igure-
[1.12.et figurell.10 pour AP5) Pair le composé AP1, I'énantiomére de configuration absolue R est élué
en premiepour une concentration &&mM enisopropylaminealors qu'il est élué en deuxieme pales
concentratioaen additif compriseentre144mMet 1 200nM. Méme si pour les compos@a®7 et AP5,

c’est également I'énantiomére de configuration absBlgai voit sa rétention fortement impactée par la
concentration en additif, il est important de noter que ce n’est pas toujouss. |&rt effet pour les
énantioméres du composé AP3 clasdre d’élution inverse qui est observé, I'énantiomére S étant le plus
retenu. Pour le composé AS1, nous avons simplement réalisé une séparationvyar&gsraénantiomeres
afin de récupérer quelques milligrammes de chacun d'entre eux afin dalgseaséparément. Il est a
noter que AS1 est la seule amine secondaire dont I'ordre d’élution des éeamsiast observé lors de

I'accroissement de la concentration en additif.
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Figure-Il. 12: Chromatogrammes des analyses des énantioméres des composés AP1, AP3, AP7 et AS1 a différentes concentrations
en isopropylamine. Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH3) X : varie de 36 mM (0,3% v/v)
a 1200 mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C. R : énantiomére R. S : énantiomére S.

Que ce soit en HPLC ou en CPS, des inversions de I’ordre d’élution des énantiomeres ont déja été
décrites dans la littérature et observées au laboratoire en changeant soit la phase stationnaire soit le co-
solvant [13] [14] soit en en changeant la température [15] [16], ainsi comme présenté en figure-11.13, I’ ordre
d’élution des énantiomeres du composé JNJ est inversé selon que 1’éthanol ou le méthanol est utilisé en tant

que co-solvant, sachant que la proportion de co-solvant est la méme dans les 2 cas.
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Figure-ll. 13: inversion de Il'ordre d'élution d'un composé JNJ en passant de l'isopropanol a I'éthanol. Al : énantiomere R* pur
analysé avec I'isopropanol. A2 : mélange racémique analysé avec I'isopropanol. B1 : énantiomere R* analysée avec I’éthanol. B2 :
mélange racémique analysé avec I'éthanol. Colonne : Chiralpak AD-3 phase mobile : a-1 et a-2 CO,/iPrOH 60/40 b-1 et b-2 :
CO,/EtOH 60/40

O. Gyllenhaaler al [13] ont reporté linversion de l'ordre d’élution des énantiomeres de
l'ibuproféne et dikétoprofeneen utilisant la phase stationnaire Chiralpak AD et en remplacant le méthanol
par lisopropanal S’agissant de l'impact de laoncentration en additif sur l'ordre d'élution des
énantiomeéres, ce phénoméne fut observé en CLHP par K. Dids§qour I'analyse de I'amlodipine sur
une colonne Sepapak. L’énantiomere de configuration S était élué le paeetddr,01% d’acide formique
et en second avec 0,1% du méme additif. A notre connaissance aucun exempleatiidiee d’élution

des énantioméres en CPS par modification de la concentration en addité réporté dans la littérature.

En dehors des énantioméres du composé AS1, l'inversion de I'ordre d’élution desréémdi
n'est observée qu'avec des amines primaires ayant la fonction amindweocentre stéréogéniqueour
vérifier si I'inversion de I'ordre d’élution pouvait étréd soit a la présence d’'une fonction amine primaire
et/ou la présence d'une fonction aminecetu centre d’asymétrie, une nouvelle série de 5 échantillons a
été analysée. Ces composés ont tous une fonction aminelercarbone asymétrique, et sont sas d

amines primaires soit des amines secondaires.
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Les résultats obtenus sont rassemblés figure-II.14.
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Figure-Il. 14: A gauche : analyse de 5 amines portant la fonction amine en o du carbone asymétrique. Chiralpak AD-3 100x4,6mm
phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH) X : varie de 36mM (0,3% v/v) a 1 200mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température :
35°C, pression de sortie: 10,5 MPa. A droite : Chromatogramme de I‘analyse du composé AS16 enrichi avec 36 mM
d’isopropylamine (chromatogramme bleu) et avec 1 200mM d’isopropylamine (chromatogramme rouge)

Sur les 5 composés additionnels étudiés, la variation de I’énantiosélectivité en fonction de la
concentration en additif présente une forme de V seulement pour les énantiomeres de AS16 (courbe violette,
figure-II.14). L’analyse d’un mélange racémique enrichi en énantiomere de configuration R a démontré
qu’une nouvelle fois, il y avait une inversion de 1’ordre d’élution des énantiomeres en modifiant la
concentration en additif.

Le fait d’augmenter la concentration en additif induit une augmentation de 1’énantiosélectivité de
la phase stationnaire vis-a-vis des énantiomeres de 1’ester méthylique de la phénylalanine (AP11), alors que
le phénomene inverse est observé pour les énantiomeres du composé AS17. Au total, parmi les 6 composés,
pour lesquels I’augmentation de la concentration en additif provoque une inversion de 1’ordre d’élution, 5
d’entre eux, ont la fonction amine en o du centre stéréogene. Cependant cette condition ne semble pas
suffisante car le phénomene d’inversion n’est pas observé pour d’autres composés ayant la méme spécificité
structurale.

Ces résultats montrent que la concentration en additif dans le co-solvant peut avoir un fort impact
sur I’énantiosélectivité de la phase stationnaire, tris (3,5-diméthylphénylcarbamate d’amylose) déposée sur
silice vis-a-vis d’énantiomeres de composés basiques. Ces résultats remettent donc en cause la stratégie de
screening, au laboratoire, des phases mobiles pour la séparation des énantiomeres de composés basiques
sur ce type de phases stationnaires. En effet, actuellement les méthodes sont systématiquement développées

avec 36 mM d’additif or il est clair qu’au vu des résultats que ce pourcentage est rarement celui donnant la
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meilleure sélectivité. Cela signifie qu’en plus de la nature de la phase statcgindu cesolvant, la
concentration en additif doit étre évaluée afin d’optimiser la séparmdti® énantiomeres.

Il est intéresant de proposer quelques hypotheses pour expliquer I'influence de la concentration de
I'additif sur la rétention des énantiomeres et donc sur I'’énantioséléctivémeélioration trés importante
de I'énantiosélectivité est liée a une augmentation trésrtemge du temps de rétention de I'énantiomere
le plus retenu alors que la rétention de I'’énantiomére élué le premier augmentet@acr@ssement de
la rétention n’est probablement pas lié simplement a une modificatian mi#arité de la phase mobile
et/ou a un changement de la polarité de la phase stationnaire caxlésaetiomeres auraient été affectés
sensiblement de la méme maniére. Le fait que la concentration en additéf Bfieantiosélectivité, peut
s’expliquer par une diminution degénactions non énantiosélectives entre le soluté et la phase stationnaire
induisant une augmentation des interactions énantiosélectives, mais penteagd@e di au fait que
l'isopropylamine interagit avec les sites polaires responsables de la reconnaissateecamme les
fonctions carbamates du polysaccharide. Il va de soi que les intesaative le sélecteur chiral et le second
énantiomeére élué sont plus fortes que celles ayant lieu avec le premier énantiotnévi@iélnous avons
observé dans plusieurs cas une inversion de 'ordre d’élution des énantioméred’lomalgse avec une
phase mobile dont I'éthanol contenait une concentration en isopropylaminé dgat®mM par rapport
a l'ordre d’élution obtenu avec une phase mobile dont latjéal’isopropylaminedans I'éthanol était de
36 mM. Par exemple pour les énantioméres du composé AP7, le facteur demétarsizcond énantiomére
élué avec 36mM dopropylaminesst multiplié par 1,7 sur la gamme de concentration en additif alors que
le premier énantiomére élué (qui devient le second énantiomére élué 20@mM d’isopropylaming
voit son facteur de rétention multiplié par 4 sur la méme gamme de coricanttainc le fait de changer
la concentration en additif, pourrait modifier la conformation du dérivgspotharidique. Yer al [11]
expliqguérent I'accroissement de la rétention du second énantiomére élué d’homdeupkénylalanine
sur la Chiralpak AD par un ‘acces’ plus facile du soluté a lagpbtionnaire pougtablir des liaisons
hydrogéneen raison d’'une modification de la structure du polysaccharide et donc denetgie des
cavités ou la reconnaissance chirale aurait lieu.

Comme expliqué par T. War[d@8] bien que I'exacimécanisme de reconnaissance chirale des
phases stationnaires a base de polysaccharides dérivés n’est pas totalementl éscigénéralement
accepté que la reconnaissance chirale avec ce type de phases stationnaires chiralesuesa baséation
de complexes solugelecteur chiral & travers l'inclusion des énantiomeres dans des cavités chirales
générées par la structure du polysaccharide. Les énantiomeres et le sélecteur bhgsénétaes
interactions &ravers des liaisonBydrogene des interactions dip&iéipole et des interactions n-m. Ces
interactions auraient lieu principalement entre des fonctions carbamates thuséleles énantioméres. Il

est possible que linclusion deisbpropylaminechange la structure tridimensionnelle de I'amylose
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impactant de ce fait la géométrie des cavités. Ces modifications pourraient avotopséquences de
faciliter spécifiquement I'inclusion d’'un des énantioméres au sein deésahitales et ainsi d’augmenter
I'énantiosélectivié. Une autre hypothése pourrait étre un changement de I'état de charge desnénesitio
En effet, il peut étre envisagé qu’une concentratioBGieM disopropylaminedans la phase mobile ne
modifie pas suffisamment le pH de la phase mobile pour limiter I'ionisa¢issalutés basiques. De ce fait
avec cette concentration en additif, la forme ammonium chaleg énantioméres resterait majoritaire.
Ensuite en augmentant la concentration en additif le pH apparent de la plésessrait plus élevé, la
forme neutre du soluté étant alors favorisée. Ce changement d’état de sbi@de méme pour les 2
énantiomeéres mais ce changement peut sans doute favoriser de maniere préféremteliadigsns d'un
des deux énantiomeéres avec le sélecteur chirah BEné derniere hypothése pourrait étre la formation de
paires d’'ions entre le soluté protoné et un contre ion dont la amegerait en fonction de la concentration
en isopropylamineAinsi pour de faibles concentrations isapropylaminele contreion pourrait étre le
carbonate (ou le bicarbonate) provenant de la réaction de Il'eau résiduelle eav€€ | ou
I'hydrogénocarbonate d’éthyle issu de la réaction entre legE@thanol et & plus forte concentration, le
contre ion pourrait étre I'isopropylcarbamate issu de carbonatatioisaj@tpylamineCe changement de
nature de la paire d’'ion pourrait avoir pour conséquence de mdédifieconnaissance chirale de cheq
énantiomeére.

Nous essayerons de confirmer ou infirmer ces hypothéses par différentesiéhgieschapitre 3.

4. Résolution.

En chromatographie, le but d’'une mise au point de méthode est d’obtenir &ureaisolution en

un temps acceptable. Or,dancentration eisopropylamineaffecte a la fois la rétention, I'efficacité, la
sélectivité et par conséquent la résolution. Donc la concentration ¢if @eldi étre modulée afin d’obtenir

la meilleure résolution. Pour les amines primaires (excepté AP2 et AR@)eddivité est si élevée avec

1 200mM d’isopropylamineet la réduction d’efficacité si minime que les meilleures résolutions sont
obtenues pour cette concentration en additif (figliies). Pour les B-bloquants (amines secondaires), la
conentration en additif n'a que peu d'influence sur la rétention et dans le ngnps les meilleures
énantiosélectivités et les meilleures efficacités (figuld) sont obtenues pour approximativement les
mémes pourcentages en additif (entre @240 et 360mM). Cela signifie que les meilleures résolutions

sont obtenues avec ces concentratiorisegropylamine.
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Figure-Il. 15: : évolution de I'efficacité (a gauche) et de la résolution (a droite) pour les amines primaires (en haut) et les amines
secondaires (en bas). Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6mm. Phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH;) X varie de 36 mM a 1
200 mM iPrNH; Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C pression de sortie : 10,5 MPa

Pour les amines tertiaires la rétention et I'efficacité ne vapetiiguement pas sur la gamme de
concentrations de I'additif étudié (annexe 5). Pour les composés AT2, AT3, ARLet la meilleure
résolution est obtenue avec un pourcentage d'additifpds entre 360nM et 600mM alors que pour
I'autre groupe d’amines tertiaires (composés AT1, AT5 et AT11) la meiltégmdution est obtenue avec
1 200mM d’additif. Il est intéressant de noter que seule I'analyse de deux con(p&iést AS7) parmi
les 27 étudiés donne la meilleure résolution aven86 d’isopropylamingalors que cette concentration
est celle utilisée généralement au laboratoire pour les séparations chirales.

La premieére partie de I'étude a montré que la concentration en additif iponwedifier
I'énantiosélectivité visavis de couples d’énantioméres a caractére basique sur la phase Chiralpak AD. La
variation est dépendante du composé analysé mais peut étre trés importante/'jmgersion de I'ordre
d’élution des énantiomeéres.
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En revanche nous n’avons pas encore déterminé si ce phénoméne pouvait étre géterslieg a
types de phases stationnaires chirales, et si la concentration en additif avait lanfhéenee sur
I'énantioséparation de composés neutres ou acides etsetdiisubstitution de l'isopropylamine par une

autre base pouvait modifier I'effet observé (figlicé6).

Chiralpak AD /Amines/[iPrNH2]

\

’ |

Autres
phases stationnaires Solutés Iﬂl.utre _
chirales neutres et acides 2dditif basique

Figure-ll. 16: Trois axes proposés pour comprendre I'impact des additifs basiques

V. Etude sur d’autres phassstionnaires et sur d’autres types de solutés.

Dans un premier temps, nous avons tenté de déterminer si I'impatisaf@opylamine sur
I'énantiosélectivité de la phase stationnaire Chiralpak AD était transposadlawgve phases.
Une des hypothéses que nous avons émises pour expliquer I'impact de la ciioicemtriaopropylamine
dans la phase mobile sur I'énantiosélectivité de la phase stationnaire ChirBleskne modification de
la structure du polysaccharide par cet additif. Il est inténeésiétudier si I'addition de I'isopropylamine a
le méme impact sur I'énantiosélectivité d’autres types de phases stationnaires.
Pourcefaire nous avons sélectionné 7 phases stationnaires chirales

1. Laphase stationnaire Whetixl qui est une phase de typBitkle » avec un sélecteur chiral a base

de dérivé de phénanthréne (figurd 7). L'étude du comportement de cette phaseawis d’'une
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modification de la teneur en additif dans la phase mokilmettra de savoir si le fort impact de
l'isopropylamine sur I'énantiosélectivité se limite ou pas aux phases polysdaphes.

2. La phase stationnaire Chiralcel @D cellulose tris(38liméthylphénylcarbamat¢dCDMPC), est
un polysaccharide cellulosiqaent les fonctions alcool sont substitués, comme pour la Chiralpak
AD par des groupements ditmylphéyl carbamates en position 3,5. L'étude de cette phase
stationnaire nous permettra de savoir si la nature du polysaccharide eistt @wépo

3. La phase stannaire Chiralpak IC ou cellulose tris (3,5 dichlorophénylcarbamate) egthase
stationnaire a base de cellulose immobilisée sur silice. Son étuddtpedaeomprendre si I'effet
de I'additif sur I'énantiosélectivité est lié a la présence de substi en positions 3 et 5 du
phényle.

4. La phase stationnaire Chiralp@kou amylose tris (3,5 diméthylphenylcarbamate) (ADMPC) est
équivalente a la phase stationnaire Chiralpak AD mais le polysaccharide a étéilisamob
L'immobilisation du sélecteur chiral peut engendrer une modification de latwtudu
polysaccharide qui pourrait avoir pour conséquence de changer I'impact deifl’addit
I'énantiosélectivité.

5. La phase stationnaire Chiralpak AS Amylose tris [(S)a-méthylbenzylcarbamatejui est une
phase stationnaire chirale a base d’amylose comme la phase Chi8@lpalais avec des
groupements liés aux fonctions alcool du polysaccharide différenésude de cette phase
stationnaire nous permettra de statuer sur l'influence de la nature deétiaabs.

6. La phase stationnaire Lux amyleBeest une phase stationnaire développée par un autre
fournisseur, Phenomenex. Cette phase est préparée a partir dérptiénylcarbamate d’amylose
et a la particularité de contenir des groupements phényles substitués tongpdsiet 5
respectivement par un groupement méthyle et un atome de chlore et non en podifor@dnee
les phases stationnaire Chiralpak AD, IA IC et Chiralcel OBtude de cette phase stationnaire
permettra d'évaluer si la position desibstituants modifie I'effet de l'isopropylamine sur
I'énantiosélectivité de la phase stationnaire.

7. La phase stationnaire Chiralpak IG qui est une phase a base d’amylose, avec desegtsupem
phényl substitués en positions 3 et 5 mais avec un atoméode ehun groupement méteyCette
phase stationnaire ne differe de la Chiralpak AD que par la nature des sulsstitiuss sur le
phényle. L'étude de cette phase stationnaire permettra d'éwild@rnature des substituants
modifie I'effet de I'isoppopylamine sur I'énantiosélectivité de la phase stationnaire.

Les composés chiraux précédemment analysés sur la phase stationnaire Chiralpak AD algsésésan

les colonnes sélectionnées et I'effet de la concentration en istqorope a été étudié sur une gamme allant
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de 36 mM a 1 200 mM. Pour cette partie de 1’étude nous allons nous focaliser sur I’impact de la

concentration en isopropylamine sur I’énantiosélectivité.

5. La phase stationnaire Whelk-01

La premiere observation est que la phase Whelk-O1 (figure-1I-17) est moins énantiosélective vis-
a-vis du panel d’amines chirales sélectionné puisqu’une séparation n’est observée que pour seulement 45%

des composés, avec 36mM d’additif dans la phase mobile (figure-1I-18 et annexe 6).

Figure-Il. 17: Structure de la phase stationnaire Whelk-O1

D’autre part, la modification de la concentration en additif influence peu 1’énantiosélectivité. En
effet la variation entre la valeur la plus haute et la valeur la plus basse de I’énantiosélectivité sur la gamme
de concentration est en moyenne égale a 7%. De plus, I’augmentation de la concentration en isopropylamine
a, d’'une maniere générale, un effet plutdt négatif car sur les 12 composés séparés, I’énantiosélectivité
diminue pour 9 d’entre-eux. Les amines primaires sont les plus sensibles avec en moyenne une variation de
21% pour les 3 composés séparés mais I’augmentation de la concentration en isopropylamine entraine une
diminution de I’énantiosélectivité. Cette diminution peut €tre assez importante comme pour le composé
AP7 donc le facteur de sélectivité a baissé d’un tiers entre 36 mM et 1 200 mM d’additif dans le co-solvant.
L’augmentation de la concentration en additif a provoqué un accroissement de 1’énantiosélectivité pour 5
composés mais de maniere tres faible, puisque la plus forte augmentation de 1’énantiosélectivité sur la
Whelk-O1 a été observée pour le composé AS10 avec un gain de 7%. Il est clair que les gains en

énantiosélectivité sont bien moindres comparés a ceux observés sur la phase stationnaire Chiralpak AD.

152



chapitre 2 |

3.45
[
- AS3 \ ——
—— AP3 o— A AP9
o
—p— 58 —p— ASA( ° o 14
o
* -
° 2
3 195 s
. : % 19
145
.“.\_.__‘7_, ——————
0 @ @ o o] [+} A
= ——% ¥
400 600 B0 1001 ) .95 _—"
[iPrNH,] mM 0 200 400 600 800 1000 120
iPriH
— AT AT3 AT Te e AT7 O AT
1
14
1
1 [ —
D —
—————
- o
o i ’
3115
¢ c"‘i‘E—ﬁ\_oh
—

Figure-Il. 18: évolution de I’énantiosélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine. Colonne : Whelk-O1 100x4,6 mm.
Phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH ) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v) Débit : 3,5 mL/Min Température :
35°C pression de sortie : 10,5MPa. A : amines primaires B : amines secondaires, C : amines tertiaires

Cependant, méme si I’amélioration de 1’énantiosélectivité est généralement faible, il est important
de noter que 3 composés qui n’étaient pas séparés avec 36 mM d’isopropylamine dans le co-solvant, I’ont
été partiellement ou totalement avec un pourcentage supérieur. Pour le composé AS2, alors que les
énantiomeres étaient coélués avec 36 mM et avec 120 mM, une séparation est observée pour 360 mM et
I’énantiosélectivité s’accroit progressivement jusqu’a obtenir un retour a ligne de base pour une 1 200 mM
d’additif dans le co-solvant (figure-I1.19). Cet exemple est intéressant car méme si le gain est faible par
rapport aux résultats obtenus sur la Chiralpak AD, il permet de mettre en évidence que sur une phase de
type Pirkle en CPS, il est possible d’observer une séparation en augmentant le pourcentage

d’isopropylamine dans la phase mobile.
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Figure-1l. 19: Chromatogrammes des analyses des énantioméres du composé AS2 avec différentes concentrations en
isopropylamine. Colonne : Whelk-O1 100x4,6mm phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH;) X : varie de 36mM (0,3% v/v) a 1
200mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C pression de sortie : 10,5MPa.

Méme si les résultats obtenus avec la phase Whelk-O1 ne peuvent étre généralisés a toutes les
phases de types « Pirkle », il semble clair que I’effet de la concentration en isopropylamine modifie de
maniere plus importante I’énantiosélectivité de la phase stationnaire Chiralpak AD. Pour voir si d’autres
phases a base de dérivés polysaccharidiques avaient le méme comportement, nous avons réalisé la méme

étude sur différentes phases de ce type.

2. Phases stationnaires a base de dérivés polysaccharidiques

Au regard des résultats observés sur les phases polysaccharidiques, il est possible de classer ces phases
stationnaires en deux groupes en fonction de leur comportement vis-a-vis de 1’augmentation de la
concentration en isopropylamine dans la phase mobile. Il y a tout d’abord les phases stationnaires dont le
comportement se rapproche de celui observé avec la phase Whelk-O1. C’est-a-dire que I’augmentation de
la concentration en isopropylamine a un effet, le plus souvent, négatif sur I’énantiosélectivité vis-a-vis des
amines chirales étudiées. Cette premiere catégorie de phases regroupe les phases stationnaires Chiralcel
OD, Chiralpak AS et Chiralpak IC (figure-I1.20 et annexes 7-8-9)

Le deuxieme groupe rassemble les phases stationnaires Chiralpak IA et Chiralpak IG qui ont un
comportement se rapprochant de celui de la phase Chiralpak AD, avec pour certains composés une forte
modification de I’énantiosélectivité lors de la variation de la concentration en isopropylamine dans la phase
mobile.

La phase Lux Amylose 2 peut étre classée a part (Groupe III). La concentration en isopropylamine n’a
qu’un faible effet sur I’énantiosélectivité sauf pour les énantiomeres du composé AT5 dont la séparation

est tres fortement améliorée pour une forte concentration en isopropylamine. En revanche pour cette phase,
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méme si |'effet est faible, 'augmentation de la concentration en isdarojne permet dans la plag des

cas d’améliorer I'énantiosélectivité

2.1 Groupe |
Que ce soit les phases stationnaires Chiralpak AS, IC ou la Chiralcel Gdmportement est le méme
avec dans la majorité des cas, un effet négatif de 'augmentation de la coneeetrasimpropylamine sur

I’énantiosélectivité.
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Figure-ll. 20: évolution de I'énantiosélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine. Colonne : Chiralpak AD-3
100x4,6 mm. Phase mobile : CO;/EtOH(+X mM iPrNH;) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v) Débit : 3,5 mL/Min
Température : 35°C pression de sortie : 10,5MPa. A : amines primaires B : amines secondaires, C: amines tertiaires

Sur la phase stationnaire Chiralpak AS, I'énantiosélectivité diminue pour P2desmposeés séparés en
augmentant la concentration en isopropylamine. Avec la phase stationnaalpdBhiC, le ratio est de 14
sur 16 et pour 5 d’entre eux la perte d’énantiosélectivité est telle que |éo@Ba@s sont céluées avec
une concentration en isopropylamine de 1 200. Ainsi lesénantioméres du composé AP7 (figlire21)
dont la valeur de I'énantiosélectivité était de 1,66 avec une condemteat isopropylamine de 36M,

sont coélués avec 200 mM d’isopropylamine.
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Figure-1l. 21: Chromatogrammes des analyses des énantioméres des composés AP7 et AS13 a différentes concentrations en
isopropylamine. Phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH ) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min
Température : 35°C pression de sortie : 10,5 MPa. Colonne : AP7/Chiralpak IC-3 AS13/Chiralcel OD-3

Sur la phase stationnaire Chiralcel OD, sur la méme gamme de concentration en isopropylamine,
I’énantiosélectivité diminue pour 10 composés sur les 18 séparés, comme pour le composé AS13 (figure-

I1.21) et ceux pour lesquels 1’énantiosélectivité est meilleure, le gain est tres faible (4%).

2.2 Groupe Il

Les énantiosélectivités des phases stationnaires Chiralpak IA et Chiralpak IG vis a vis de certaines amines
sont tres fortement modifiées par I’augmentation de la concentration en isopropylamine comme cela a été
observé pour la Chiralpak AD. Ainsi pour la colonne Chiralpak IA (annexe 10), qui contient une phase
stationnaire amylose tris(3,5-diméthylphénylcarbamate) analogue de celle contenue dans la colonne
Chiralpak AD mais dont le polysaccharide est immobilisé, on note un effet important de la concentration
en additif sur I’élution des amines primaires. En effet, alors que les énantiomeres des composés AP1, AP5
et AP7 n’étaient pas séparés lorsque la concentration isopropylamine était de 36mM, ils le sont avec des
valeurs d’énantiosélectivité respectivement de 1,72, 1,44 et 1,68 avec une concentration de 1 200 mM
d’isopropylamine dans le co-solvant. Enfin pour le composé AP3 (figure-11.22), on observe une courbe,
représentant 1’énantiosélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine, en forme de « V » avec
une perte de séparation pour une concentration de 400mM d’isopropylamine dans la phase mobile et une
inversion de I’ordre d’élution des énantiomeres pour les plus fortes concentrations en additif comme
illustrée figure-I1.23. L’impact de I’additif sur 1’énantiosélectivité est similaire a celui que nous avons

observé et reporté pour la colonne Chiralpak AD sur les mémes composés.
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Figure-Il. 22: : Chromatogrammes de I’analyse des énantioméres du composé AP3 a différentes concentrations en isopropylamine.
Colonne : Chiralpak IA-3 100x4,6 mm phase mobile : CO;/EtOH(+X mM iPrNH;) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10%
v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C pression de sortie : 10,5 MPa

Les courbes représentant 1’énantiosélectivité en fonction de la concentration en additif obtenues avec la
phase stationnaire Chiralpak AD et la phase stationnaire Chiralpak IA pour les amines primaires (figure-

I1.23), ont le méme profil avec une amplitude plus faible pour la colonne Chiralpak IA.
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Figure-Il. 23: courbes de variation I’énantiosélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine pour les amines primaires
sur la Chiralpak AD-3 et la Chiralpak IA-3 phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH ;) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM
(10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C. pression de sortie : 10,5 MPa

De la méme maniere les courbes pour les amines secondaires (figure-11.25) sont comparables a celles
obtenues avec la Chiralpak AD. En effet I’énantiosélectivité croit jusqu’a obtenir un optimum, puis décroit
en allant vers les fortes concentrations en additif jusqu’a la coélution des énantiomeres pour certains
composés lorsque la concentration en isopropylamine atteint 1 200 mM. D’autre part, 1’énantiosélectivité
la plus élevée est obtenue pour une concentration en moyenne moins élevée en isopropylamine sur la phase

stationnaire Chiralpak IA que pour la phase stationnaire Chiralpak AD.
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Figure-Il. 24: : courbes de variation de I’énantiosélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine pour les amines
secondaires sur les colonnes Chiralpak AD-3 Chiralpak IA phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH ;) X : varie de 36 mM (0,3% v/v)
a 1200 mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C pression de sortie : 10,5 MPa

Concernant les amines tertiaires, la modification de la concentration en additif a peu d’effet sur
I’énantiosélectivité, ce qui était déja le cas sur la colonne Chiralpak AD.

Il est intéressant de noter qu’avec une concentration de 36 mM d’isopropylamine dans le co-solvant, les
facteurs de rétention des premiers énantiomeres €élués sont plus élevés sur la colonne Chiralpak IA par
rapport a ceux observés sur la colonne Chiralpak AD pour 96% des composés analysés alors qu’avec 1
200 mM d’isopropylamine le phénomene s’inverse. En effet, pour 76% des composés analysés le facteur
de rétention est plus élevé pour la phase Chiralpak AD a cette concentration en additif. Cette observation
est valable pour les composés dont les énantiomeres sont séparés comme pour le composé AP1 ou le
composé AS7 mais aussi pour les composés dont les énantiomeres restent coélués comme les composés
AT6 (figure-11.26) et AT9. 1l est d’ailleurs intéressant de noter que pour ces 2 composés non séparés, a la
fois sur la Chiralpak IA et sur la Chiralpak AD, les temps de rétentions diminuent avec I’augmentation de

la concentration en additif alors qu’ils augmentent sur la colonne Chiralpak AD.

Facteurs de rétention AT6 [iPrNH,]
Chiralpak AD vs Chiralpak IA

k AD kIA

Figure-ll. 25: variation du facteur de rétention de AT6 sur la Chiralpak AD-3 et la Chiralpak IA-3. Phase mobile : CO,/EtOH(+X%
iPrNH;) X : varie de 36mM (0,3% v/v) a 1 200mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C, pression de sortie : 10,5 MPa
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Thumberget al [19] avaient remarqué une plus forte rétention des énantiomeéres, dans lecoréiiEsns
opératoires, sur la phase stationnaire Chiralpak IA que sur la Chivslpakqu’elle était combinée & une
énantiosélectivité plus faible. Il en conclut que les interactions non énaetidsd étaient plus
importantes avec la phase stationnaire Chirdlifsak est possible que ces 2 phénoménes soient liés a la
plus faible quantité de polysaccharide pour la colonne Chiralpak IA que poalofane Chiralpak AD
comme I'a supposé S. Khater dans son étude comparative entre la Chiralcel OD retpalCH3[20].

On peut aussi poser I'hypothése que le procédé de réticulation modifie légetanstucture du
polysaccharide entrainant une augmentation de la rétention des égaationais qui n’impacte pas de
maniére significative I'impact de la concentration en isopropylamineé&nartiosélectivité.

Concernant la phase stationnaire Chiralffak I'énantiosélectivité varie, et parfois fament, avec
'augmentation de la concentration en isopropylamine dans-$elgant (annexe 11). Par exemple, pour
les amines primaires, tout comme pour la Chiralp8k et la ChiralpaklA, I'augmentation de la
concentration en additif améliore significativent | énantiosélectivité. A titre d’exemple, le facteur se
sélectivité de AP7 passe de 1,05 pour une concentration de 36mM d’additif a 1,95 pour uneationcent
de 1 200 mM d’isopropylamine (figure-Il. 27).
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Figure-ll. 26: courbes de variation de I’énantiosélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine sur la colonne
Chiralpak 1G-3 phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH3) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) & 1 200 mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min
Température : 35°C pression de sortie : 10,5 MPa A : amines primaires, B : amines secondaires C : amines tertiaires

Tout comme nous l'avions observé sur les phases stationnaires Chiralpak AD lat ri#eilleure
énantiosélectivité est obtenue pour AP1, AP7 et AP5 pour teeotration la plus élevée en
isopropylamine. Elle est liée & une importante augmentation de la oéteatisecond énantiomére élué

alors que le temps de rétention du premier énantiomeére élué est quasiment (fanstil.28).
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Figure-Il. 27: courbes de variation des facteurs de rétention en fonction de la concentration en isopropylamine pour les amines
primaires sur la Chiralpak 1G-3 phase mobile : CO,/EtOH(+XmM iPrNH;) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v),
débit: 3,5 mL/min

S’agissant des amines secondaires, la courbe de 1’énantiosélectivité en fonction de la concentration en
isopropylamine (figure-11.27) pour les composés AS5, AS11 et AS13 est en forme de « V ». La coélution
des énantiomeres est observée pour une concentration de 600 mM pour AS5 et AS13 et de 480 mM pour
le composé AS11 puis I’énantiosélectivité augmente pour les plus fortes concentrations en isopropylamine.
Une inversion de I’ordre d’élution des énantiomeres de ces composés est également observée lors de la
modification de la concentration en additif. L.’énantiosélectivité vis-a-vis de ces 3 composés était également
fortement impactée par la concentration en additif sur les phases stationnaires Chiralpak AD et Chiralpak
IA en revanche, sur ces deux phases, 1’effet était inverse avec une augmentation de la sélectivité pour les
plus faibles concentrations jusqu’a un optimum puis une diminution de celle-ci. Le comportement de ces
trois composés sur la phase stationnaire Chiralpak IG se rapproche de ceux observés avec les amines
primaires. Pour les autres amines secondaires, I’ajout de quantité croissante d’isopropylamine, provoque
une légere diminution de 1’énantiosélectivité.

Pour les amines tertiaires, il y a majoritairement une diminution de la sélectivité avec 1’augmentation de la
concentration en additif (figure-I11.27), comme pour le composé AT4, dont les énantiomeres ne sont plus
séparés avec 1 200 mM d’isopropylamine. Pour d’autres composés, il y a au contraire un accroissement de
I’énantiosélectivité comme pour le composé AT8 dont les énantiomeres ne sont pas séparés avec les faibles
concentrations en additifs mais séparés avec une concentration de 1 200 mM d’isopropylamine dans le co-

solvant.
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2.3 Groupe III : Colonne Lux amylose 2
La phase stationnaire Lux Amylose 2 a un comportement spécifique, car d’une part, la concentration en
isopropylamine a un effet tres limité sur I’énantiosélectivité avec en moyenne seulement 6% de variation
de celle-ci sur la gamme de concentration en additif (annexe 12). Cependant, dans la majorité des cas, pour
9 des 13 composés séparés, I’énantiosélectivité progresse lorsque la concentration en additif augmente. A
titre d’exemple I’énantiosélectivité vis-a-vis des énantiomeres du composé ATS passe de 1,21 avec 36 mM

d’isopropylamine a 1,53 avec 1 200 mM de cet additif (figure-11.29).

ATS5 Lux Amylose 2

[iPrNH,)
w— 36 MM

— 120 mM

e 240mMM

s 360MM
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Yeaddd;

1 15 2 25 3
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Figure-ll. 28: Chromatogrammes des analyses des énantioméres du composé AT5 a différentes concentrations en isopropylamine.
Colonne : Lux amylose 2 phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit :
3,5 mL/Min Température : 35°C, pression de sortie : 10,5 MPa

Les 3 histogrammes ci-dessous (figures-1I-29-30-31) présentent, le pourcentage de gain ou de perte
d’énantiosélectivité sur la gamme de concentration en isopropylamine par rapport a 1’énantiosélectivité
obtenue avec 36 mM d’isopropylamine. Ces histogrammes doivent permettre de mieux appréhender
I’influence de la concentration de l’isopropylamine sur I’énantiosélectivité des différentes phases
stationnaires et de pouvoir les comparer entre-elles. A partir de ces histogrammes, il apparait clairement
que I’énantiosélectivité des phases stationnaires Chiralpak AS et Whelk-O1 vis-a-vis des amines est tres
faiblement impactée par la modification de la quantité d’isopropylamine dans la phase mobile. Ces résultats
semblent indiquer que I’impact de I’isopropylamine n’est pas lié seulement a I’état d’ionisation de 1’amine.
Et que le fait que la phase stationnaire soit a base de dérivés d’amylose n’est pas une condition suffisante.
Concernant, la phase stationnaire Lux Amylose 2, qui est une phase généralement faiblement
énantiosélectivité vis-a-vis des amines, 1’effet d’une augmentation de la concentration en isopropylamine
est également réduit néanmoins dans la plupart des cas, cet effet est positif. Sur les phases stationnaires
Chiralcel OD et Chiralpak IC, I’effet est plus prononcé mais généralement négatif et particulierement pour
les amines secondaires. Ces résultats montrent que 1I’impact de la concentration en isopropylamine dépend
la nature du polysaccharide puisque des résultats tres différents sont observés pour les phases stationnaires

Chiralcel OD et Chiralpak IC dérivées de cellulose par rapport a ceux observés sur les phases stationnaires
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Chiralpak IA, Chiralpak AD et Chiralpak IG dérivées d’amylose. De plus les chaines polysaccharidiques
des phases stationnaires Chiralcel OD et Chiralpak AD étant substituées par les mémes groupements 3,5-
diméthylphénylcarbamate, les différences observées semblent démontrer que la structure du polysaccaride
joue un role clé. En effet, pour les phases stationnaires Chiralpak IA, Chiralpak AD et Chiralpak IG, I’effet
de la concentration de 1’additif est plus prononcé et la modification de la concentration d’isopropylamine
peut avoir un effet nettement positif sur I’énantiosélectivité. Il est également intéressant de noter que pour
plusieurs produits, 1’effet tres significatif de la concentration sur I’énantiosélectivité des trois phases
stationnaires est le méme. Parmi ces produits, on peut citer AP1, AP5, AP7, AS3, AS4, AS5, AS10, AS11,
ATI1, AT7, ATS. En revanche, nous n’avons pas réussi a trouver de lien entre ce comportement et les

caractéristiques physico-chimiques de ces composés.
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100
80

60

40

20 I I

0 | | - - | | |
| | 1 1 I II

% de gain oude perte

mg = 1]
-20
-40
AP1 AP2 AP3 APS AP7 AP9

EAD mIA mIG mAS EmAMYL2 OD m|C mWhelkO1

Figure-1l. 29: pourcentage d’évolution de I’énantiosélectivité entre 36 mM d’isopropylamine et la concentration donnant la
meilleure ou la plus faible sélectivité pour les amines primaires. Phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH ) X : varie de 36 mM (0,3%
v/v) & 1 200 mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C pression de sortie : 10,5 MPa

évolution des sélectivités des amines secondaires
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Figure-Il. 30: : pourcentage d’évolution de I'énantiosélectivité entre 36 mM d’isopropylamine et la concentration donnant la
meilleure ou la plus faible sélectivité pour les amines secondaires. Phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH;) X : varie de 36 mM
(0,3% v/v) a 1 200
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évolution des sélectivités des amines tertiaires
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Figure-ll. 31: pourcentage d’évolution de I’énantiosélectivité entre 36 mM d’isopropylamine et la concentration donnant la
meilleure ou la plus faible sélectivité pour les amines tertiaires. Phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH ) X : varie de 36 mM (0,3%
v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C pression de sortie : 10,5 MPa

2.4 Relation entre la structure de la phase stationnaire et le comportement vis-a-vis de la

concentration en isopropylamine

L’effet de la concentration en additif sur 1’énantiosélectivité est donc différent en fonction de la phase
stationnaire utilisée. Il apparait que la concentration en isopropylamine n’a pas un effet important sur la
phase stationnaire Whelk-O1 de type Pirkle. Cette phase stationnaire (figure-11.17), est constitué a partir un
sélecteur chiral comportant un dérivé phénanthrene (1,2,3,4-tetrahydrophénantréne) et un groupement
dinitrobenzamide. Ces 2 groupements formant une petite poche qui semble essentiel dans le processus de

reconnaissance chirale (figure-11.33).

Phrlmmlu AL I ———
¢ -7
/ \ ﬁ wor ™ (I

) .
(H‘_t- 1/1

r/
N\

//
E
l%
\%
\

\

Tether

e

Silica

Figure-Il. 32 : structure de la phase Whelk-O1. Différents sites d’interactions du sélecteur chiral proposé par Zhao et al [21]

Zhao et al [21] ont montré que la reconnaissance chirale avec une phase Whelk-O1 n’était pas
basée sur une compétition entre un énantiomere qui rentrerait dans la poche et I’autre qui ne pourrait pas y
rentrer. Les 2 énantiomeres peuvent entrer dans cette poche, mais 1’énantiosélectivité de la phase est basée
sur la stabilité relative des 2 complexes sélecteur chiral/énantiomere. Chaque sélecteur chiral agit
indépendamment des autres, contrairement aux phases a base de dérivés polysaccharidiques dont la
reconnaissance serait due a des interactions simultanées entre le composé et différents sites chiraux de la

molécule au sein de cavités. Le fait que la modification de la concentration en additif n’ait que treés peu
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d'effet sur I'’énantiosélectivité de ce type de phase stationnaire esheerait lié a la structure intrinséque

du sélecteur chiral formé de petites molécules greffées sur silice, téraatnune certaine rigidité, qui ne
permet pas a I'additif de modifida structure du sélecteur chiral. Les diminutions de temps de rétention
observées sont probablement dues a une adsorption de lisopropylamine slantds de la silice
diminuant ainsi les interactions non spécifiques entre ces silanols et & Gekita pour effet de diminuer

la rétention, sans pour autant provoquer une séparation des énantiomerespmammS14. Mais cette
diminution des interactions entre les silanols et le soluté peut égalemergdnias interactions entre le
soluté et le électeur chiral provoquant simultanément une diminution de la rétentiore etugmentation

de la sélectivité comme pour AS10.

L’énantiosélectivité des phases a base de dérivés polysaccharidiq@essvides amines est
généralement dépendante de la concentration en isopropylamine. En revanche touteseses lpgse de
polysaccharide ne montrent pas le méme comportement avec une influence plus ou rociastarge la
concentration en additif. Il s’agit alors de comprendre quelles ssnicadractéristiges structurales
communes a ces phases qui font que leur énantiosélectivité est influencke cpacentration en
isopropylamine.

La reconnaissance chirale pour les phases stationnaires a base de polysaeshiddée sur
I'inclusion du soluté dans deswvités formées par les chaines latérales issues de la fonctiomaliks
fonctions alcool des unités glucosidiques. La forme et la dispositioasdeavités sont étroitement liées a
la nature du polysaccharide et des groupements formant les chaines latérales.

Les phases stationnaires polysaccharidiques étudiées sont & base de cellulosgasedsaleurs
énantiosélectivités wviavis des amines sont impactées tres difféeremment par la concentration en
isopropylamine. En effet, alors qu’avec la phase stationnaire Chiralpajuidd@ntient un dérivé amylose
tris(3,5diméthylphénylcarbamatf ADMPC), I'impact de 'additif est trés important, avec la colonne
ChiralcelOD, qui est une phase cellulose tris(@jgéthylphénylcarbanta) (CDMPC), limpact st
moindre et souvent négatif. Les deux polymeres ayant été dérivés par les méritaarssbts résultats
obtenus sont néanmoins totalement différents. Il semble donc que la différerrepdetement soit liée
a la nature du polysaccharide.

L'amyloseet la cellulose sont toutes 2 des polysaccharidesa@ise un enchainement d’unités
glucosidiques liées entre elles par des liaisen$,4 pour 'amylose eB-1,4 pour la cellulose. Cette
différence de structure, ainsi que le fait qu’ils soient déril@ur conferent des conformations différentes.
En effetsuite a des expériences de RMN NOESY coupléda modélisation de la phase ADMPC,
Yamamotoer al [22] ont montré que le polymére avait une conformation en hélice gauche 4 @3) da
laguelle les unités glucoses étaient arrangées de maniere réguliere le longade(figérell.33). Ces

résultats furent confirmés par une étude RMN du solide réalisé&/gaslower al [23]. Les fonctions
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carbamates sont principalement localisés a l'intérieur de I'hélice qler les groupements aromatiques

apolaires sont placés a I'extérieur du polymere.

Figure-Il. 33: Structure de la phase ADMPC vue le long de 'axe de la chaine [(A) et (C) et vue perpendiculairement a I’axe de la
chaine [(B) et (D) [22]

D’autre part, Yamamoter al [24] ont démontré que la phase CMDPC avait une conformation en hélice
gauche 33/2 et que de ce fait ce dérivé de cellulose avait une forme en hélice moinspeoabétait

plus linéairg25].

(B}

Figure-Il. 34: a gauche structure de la phase CDMPC avec les dimensions séparant les branches latérales qui forment les cavités
[26] a droite structure de la cavité de la phase ADMPC [27]

La différence de structure des 2 polysaccharides, induit des différences de fatensliets au niveau des
cavités chirales entre la phases ADMPC et COMIE8]. En effet, les cavités de la phase CDMPC sont
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plus granés que celles de la phase ADMPC avec des liaisons hydrogénes intrapolymésefortesn
(figure-11.34) [28]. Il en résulte des interactions différentes et une reconnaissance chigakeneff

Le fait que la concentration edditif ait un effet trés important sur I'énantiosélectivité de la phase ADMPC
et peu d’effet sur I'énantiosélectivité de la phase CDMPC estpelié & son impact sur la structure des
cavités et la modification de leur forme. Kasat! [28] ont montré que les chaines latérales de la phase
ADMPC qui constituent les cavités avaient une grande mobilité, ilarst@ossible de poser I'hypothése,
gue l'inclusion de I'isopropylamine dans le squelette du sélectéral engendre des modificat®dans

le positionnement de ces chaines latérales. Wanf[18] et Wenslower al [23] ont d’ailleurs mis en
évidence I'impact de la nature et la quantité deawant sur les cavités de la phase ADMPC. Suite a
plusieurs travaux montrant 'importance de la nature de l'alcool sur lanaissance chirale avec cette
phase, ils ont réalisé différentes études montrant que I'aloawhjt modifier I'environnement stérique des
cavités de ce polysaccharide. En effet ils ont observé des catidifis des spectres RMN de TADMPC
lors d’ajout de quantités croissantes d’alcool ou de la substitution d’url plzaan autre. Il est important
de noter que l'effet de 'augmentation de la quantité d’alc@bait visible que sur de faibles pourcentages
(<20% pour I'éthanol et <5% pour leg2opanol). On peut donc penser que I'isopropylamine pourrait avoir
le méme effet que celui observé avec les alcools. Lorsgqu’on ajoute 5 ou 10%rae d@dditif, celuici

est présent en assez grande quantité pour modifier la structure du polydac&marevanche, E.ashima
avait remarqué que la substitution d'un-smdvant par un autre n'avait qu’'un faible effet sur
I'énantiosélectivité avec la phase CDMPC comparé a d’'autres pfz®de# peut étre envisagé que le
comportement observé par E. Yashiooar la phase CDMPC visvis des solvants soit le méme-aisis

de l'isopropylamine. D'autre part les phases ADMPC et CDMPC sont cristallines paitiellement
cristallines et la modification de la phase mobile peut impacter le taux de ciigtadli les formes

polymorphiques modifiant de ce fait I'énantiosélectivité.

Les premiers résultats montrant 'importance de la nature du polysacdwrid®nfirmés par les résultats
obtenus sur la phase Chiralpak IC qui est une phase également a basaa$e ¢etllulose tris (3;5
dichlorophéylcarbamate)].

Il semble donc que le fait qu’une phase soit a base d’amylose soit une comélitgssaire pour observer

un effet important de la concentration d’additif sur I'énantioséleéticiependant, les rdgats observés

sur d’autres phases montrent que cette condition n’est pas suffisantéetEesefnantiosélectivités de la
phase stationnaire Chiralpak AS et dans une moindre mesure de la phase LoseAtngui sont toutes 2
des phases a base d’amylosent peu modifiées par la variation de la concentration en isopropylamine
dans le cesolvant. Bien que le squelette de ces 2 phases soit constitué asapst qu’elles comportent

également des groupements carbamates, les phases stationnaires Ch8adppdlux amylose 2 ne se
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comportent pas comme la phase Chiralpak AD. La phase stationnaire Chiralpala A&me structure
générale que la phase Chiralpak AD avec la méme structure en hélemehe les chaines latérales sont
de natures différentes puisque celle de la phase Chiralpak AS sont constituésssphstituants-@&)-
méhylbenzylcarbamate contenant un carbone asymétrique rendant ces phanesgues et non planes
contrairement celles de la phase Chiralpak AD. Cette différencechaitee latérale induit des différences
dans la taille des cavités chirales du polysacchd2@e Par destudes en spectroscopie infrauge en
mode ATR (Attenuated TotdReflectance), B. Kasaét al démontrérent que l'inteité des liaisons
hydrogeneswu niveau de la chaine latérale était différente sur la Chiralpak AD et surdp@kiAS.Les
liaisons hydrogéreentre les fonctionC=0 et NH sont plus fortes pour la Chiralpak AS par rapgpdat
Chiralpak AD alors que les liaisons hydrogefegméesa partir du NH du carbamate sont plus fortes pour
la Chiralpak AD que pour la Chiralpak AS. Ces différences ont un impeatd seconaissance chirale
mémesi les 2 phases sont a base d'amylose. Cette différence de structure semble égalendnetr img
comportement différent va-vis d’'une modification de la concentration en isopropylamine dans la phase

mobile.

La phase stationnaire Lux amylose 2 a un comportement légéremérertdiffe celui observé avec
la phase stationnaire Chiralpak AS, car 'augmentation de la conaamteatadditif permet le plus souvent
d’améliorer un peu I'énantiosélectivité. Cette phase stationnair@éggtroche de la structure de TADMPC
mais difféere par la nature et la position des substituants sur les grouperoemsicares des chaines
latérales. En effet, cette phase stationnaire posséde un atome desphpargtion 5 et un groupement
méthyle en psition 2 sur le groupement phényle contre 2 groupements méthyle en position 3 et 5 pour la
phase stationnaire ADMPC. D’apres les travaux d'Okanf8f ces modifications peuvent engendrer des
modifications de I'énantiosélectivité, probablement a cause d’une modificidila géométrie des cavités.
Il est également important de noter que cette phase provient d'unadtgeint et que donc en dehors du
fait que le sélecteur chiral n'est pas le méme, plusieurs caractéristiques de la phasevpearéntireté
et modification de la silice, greffage ou ndn polymére, quantité déposée). En effet, comme S. Khater
[20] I'a montré en étudiant les phases CDMPC de différents fournisseurs, desendif$é
d’énantiosélectivités sont observées entre la phase d'origine etdgses». Il serait donc intéressant de
tester la Chiralpak AY qui est I'équivalent de la Lux amyloseas fabriqué pabaicel, le fournisseur des
autres colonnes pesaccharidique de cette étudeour confirmerquela concentration en isopropylamine
impacte peu ce sélecteur chiral.
Néanmoins, a la vue des résultats il est clair que I'énantiosélectiviedtdghase n’est pas aussi sensible
que celle de la phase ADMPC \dsis dela modification de la concentration de I'isopropylamine dans la
phase mobile.
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En revanche l'effet de la concentration en isopropylamine sur I'énaetitisée de la phase
stationnaire Chiralpak IG est plus fort. Cette phase est également & base sBaetytmmporte des
fonctions carbamates. De plus, elle a un autre point commun avec la phakmICAifa En effet, la phase
stationnaire Chiralpak IG comporte des groupements phsalktitués aussi en position 3,5, ce qui n’était
pas le cas ni pour @hiralpak AS qui posséde des groupements phényle non substitués et ni pour la phase
Lux Amylose qui posseéde des groupements phényle substitués en positio€art&rement a la phase
stationnaireChiralpak AD dont les groupements phéngentsubstitiés par des groupements méttere
position 3 et 5pourla phase stationnait€hiralpak IG, la position 3 est substituée par un atome de chlore.
Et comme expliqué précédemment, plusieurs auteurs ont démontré que la placeiet esatubstituants
surle groupemenphényk avaiert un impact sur I'énantiosélectivité. En effet ces modifications semnblen
impacter I'acidité et la polarité des fonctions carbamates qui auraiebtaunlé pour la reconnaissance
chirale des énantioméres d'amines. Par exemple, lintroduction d'atomee ogradipe d’atomes
électroattracteurs comme un atome de chlore sur le groupement phényle, acceniigediapicbton du
NH de la fonction carbamate. A I'inverse l'introduction de groupements@tiectneurs sur lgroupement
phényleaugmente la densitéeglronique au niveau de I'oxygéne du carbonyle qui sera d’autant plus a
méme de former des liaisons hydrogeaeec le solut§31]. En revanche, le fait d’avoir substitué un
méthyle par un atome de chlore ne semble pas mod#ienaniere significative le comportement de la
phase visavis de I'augmentation de la concentratiem isopropylamine avec pour certains composés la
meilleure énantiosélectivité obseeur une concentration de 1 28/ d’'isopropylamine, comme c’est
le cas avec la phase Chiralpak AD.

La phase stationnaire Chiralpak IG a une autre particularitéeftet cette phase est dite
immobilisée, contrairement a la phase Chiralpak AD dont le polysadelest simplement déposé sur les
particules dede silice.Les phases immobilisées ont I'avantage d’'étre plus stables d'un point de vue
chimique du fait de leur immobilisation. Cependant, le fait d’imifisdy le sélecteur chiral sur la silice
peut modifier la structure du polysacchaij@2] en changeant sa structure tridimensionnelle, ainsi que ses
cavités chirales qui ont un role clé dans les phénoménes de reconnaissancestaleratetad, la capacité
de séparation de ces phases peut étre différente contenant lesé@cheuchiral mais dépossur silice
[33] [20]. Certains auteurs affirment que I'énantiosélectiid® est généralement meilleure sur la phase
stationnaire déposée par rappocelle observée sur la méme phase stationnaire immobilisée. On rappelle
que la phase stationnaire Chiralpak IA qui est une phase amylose tdat88ylphénylcarbamale

comme la phase stationnaire Chiralpak AD mais dont le sélecteur chiral est lisgnobi
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Gréace aux résultats observés avec la Chiralpak IG, montrant que I'énauctiggél pouvait étre
améliorée sur cette phase par ajout de quantité croissante d’'isopropylasemilé que I'immobilisation
ne nuise pas a ce phénoméne. Cette observaticvorfatmée par les résultats obtenus avec la phase
Chiralpak 1A car la modification de la concentration en isopropylamineaterégnt un impact sur
I'énantiosélectivité sur cette phase.

En conclusion, nous avons montré que la concentration en isopropglarait un impact trés
important sur I'énantiosélectivité de la phases stationnaires trigi(Bé&hylphénylcarbamatel’amylose
gue le sélecteur soit déposé ou immobilisé;vigsd’amines, jusqu’a obtenir des inversions de I'ordre
d’élution des énantimeres en 'augmentant. En revanche, comme le montre le s¢h&nce phénomene
ne peut étre étendu a toutes les phases a base de dérivés polysacebakdiegffet, il faut, sembtel,
gue la phase stationnaire polysaccharidique soit a base d’araypse les fonctions hydroxyle des unités
glucosidiqus soient substituées par des groupemengnylbarbamate dont le cycle aromatique est
substitué en positions 3 et 5 voire en positions 2 et 5. (schdma-
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Schéma-Il. 1 : criteres déterminants pour que I’énantiosélectivité de la phase stationnaire chirale vis-a-vis des amines soit impactée
a la concentration en isopropylamine.

Nous allons maintenant tenter de déterminer si ce phénoméne peut étré alvserune autre amine
utilisée en tant qu'additif en I'occurrence la triéthylamine qui est une bgséérément utilisée en

chromatographie en phase supercritique.
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V.Influence de la nature de 1’additif

Pour cette étude, nous avons décidé de substituer I’isopropylamine par la triéthylamine (TEA), car c’est
une amine avec un pKa proche de celui de I’isopropylamine mais aussi parce que c’est une amine tertiaire
et que donc elle ne peut pas interagir comme donneur de liaisons hydrogenes contrairement a
I’isopropylamine. Ainsi une partie des amines précédemment étudiées ont été analysées sur la colonne
Chiralpak AD, en faisant varier la concentration en tri€¢thylamine dans les mémes proportions, c’est-a-dire
de 36 mM a 1 200 mM dans le co-solvant.

La premiere observation, est que les énantiosélectivités obtenues avec une concentration de 36 mM de
trié¢thylamine sont sensiblement les mémes que celles obtenues avec 36 mM d’isopropylamine (figure-
I1.35). Pour certains couples d’énantiomeres 1’énantiosélectivité est meilleure avec 1’isopropylamine
comme pour ’amine AS5 avec une valeur de 1,34 contre 1,29 avec la triéthylamine. Par contre,
I’énantiosélectivité vis-a-vis des énantiomeres du composé AP9 est meilleure avec la triéthylamine. La
différence entre les valeurs d’énantiosélectivité obtenues avec la triéthylamine et celles obtenues avec
I’isopropylamine est en moyenne de 4%, ce qui ne peut justifier 1’utilisation d’un additif plus qu’un autre.
En revanche, I’augmentation de la concentration en triéthylamine a un effet moins important sur
I’énantiosélectivité que celui observé lors de 1’augmentation de la concentration en isopropylamine. Cette
différence est tres nette notamment pour 1’analyse des amines primaires. Pour le composé AP1, la valeur
de I’énantiosélectivité augmente de 140% entre 36 mM et 1 200 M d’isopropylamine alors que dans le
méme temps le facteur de sélectivité est quasiment stable en faisant varier la concentration en triéthylamine

(figure-IL.35).

A A [iPrNH2]
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Figure-Il. 35: Chromatogramme des analyses du composé AP1 a différentes concentrations en additif soit isopropylamine soit
triéthylamine. Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6mm, phase mobile : CO,/EtOH(+X mM additif) X : varie de 36 mM & 1 200 mM,
Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5 MPa. Additif : A gauche l'isopropylamine et a droite la
triéthylamine
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En revanche pour AP3, le comportement avec les 2 additifs est le méme. C’est-a-dire qu’avec
36 mM d’additif les énantiomeres sont séparés puis la coélution des énantiomeres est observée avec 1%
d’additif, puis a nouveau 1’énantiosélectivité augmente proportionnellement avec la concentration en
additif. L’analyse d’un échantillon de I’énantiomere R a permis de confirmer I’inversion de I’ordre d’élution
des énantiomeres avec la triéthylamine tout comme avec l’isopropylamine. En conclusion 4 amines
primaires sur 5 ont vu leur énantiosélectivité augmentée en modifiant la concentration en isopropylamine,
avec moyenne un accroissement de 92% alors que dans le méme temps seules deux amines primaires ont
vu leur énantiosélectivité augmentée en modifiant la concentration en triéthylamine avec un gain moyen de

sélectivité de 16%.

Pour les amines secondaires et notamment les énantiomeres des composés AS1 et ASS, les
variations de I’énantiosélectivité sont sensiblement les mémes pour les concentrations de 36 mM et 1
200 mM pour les 2 additifs. En revanche, alors que pour le composé ASS, il y a une énantiosélectivité
optimale pour 600 mM d’isopropylamine, avec un gain de 25% par rapport a I’énantiosélectivité obtenue
avec 36mM d’isopropylamine, avec la tri€thylamine, I’énantiosélectivité est inversement proportionnelle a
la concentration en additif.

Enfin pour les amines tertiaires, 1’effet est similaire pour les 2 additifs c’est-a-dire que
I’énantiosélectivité varie peu avec I’augmentation de la concentration en additif sauf pour les énantiomeres

du composé AT2.
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Enantiosélectivité
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Figure-Il. 36: variation de I'énantiosélectivité en fonction de I'additif utilisé : TEA colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm phase
mobile : CO,/EtOH(+X mM additif) X : varie de 36 mM a 1 200 mM Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C. Pression de sortie :
10,5 MPa.
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D’une maniére générale, 'augmentation dedacentration en isopropylamine a un effet beaucoup
plus important sur I'énantiosélectivité que I'augmentation de la caatent en triethylamine (figures
Il. 36 et 37). Seule I'énantiosélectivité de la phase Chiralpak ABwviis du composé AT2 estys impacté
par la modification de la concentration en triethylamine que par la watitih de celle de
l'isopropylamine. Méme, si nous n'avons pas encore présenté I'étude sur le pH dssmbbses, les
différences de comportement observées ne peuvent probablement pas s'exaliguerdifférence de pH
entre les 2 phases mobiles lors de l'augmentation de la concentrationétthylatmine et de
l'isopropylamine. En effet, ces 2 amines ont sensiblement le méme catzadéue avec des pKa de 10,63
et 10,78 respectivement.

De la méme maniéere, les volumes des 2 molécules sont relativement proches, et ne peuvent ét
parameétre expliquant une meilleure insertion de I'additif au sein deseshpolysaccharidiques. En
revanche, I'isopropylamine est une amine primaire alors que la triéthylamimeeesine tertiaire. Cette
différence fait que premiérement I'isopropylamine est donneur derigisarogene ce qui n’est pas le cas
pour la triéthylamine et de ce fait peut interagir de maniére diféerdes solutés ou le sélecteur chiral.
Deuxiémement I'isopropylamine peut réagir avec le @@ur former de I'acide carbamique correspondant
ce qui n'est pas possible pour la triéthylamine. Il est difficile de conclurece sont ces différences de
propriéés qui font la spécificité de l'isopropylamine utilisée en tant qu’addisifs il semble clair que
limpact de la concentration en additif dépend de la nature de l'additif. Ljatimoren UV de la
triethylamine est également un frein & son utilisation lors de I'analyserdposés ayant une longueur
d’onde d’absorbance maximale inférieur & 24
On peut donc conclure que l'effet de la concentration en additif sur liéséletctivité visa-vis des amines

est spécifique du sélecteur chiral et de la nature de I'additif basique.
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Figure-1l. 37: comparaison iPrNH, /TEA pour I'analyse de différentes amines. Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm. Phase
mobile : CO,/EtOH(+X mM base) X : varie de 36 mM a 1 200 mM Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C. pression de sortie :
10,5 MPa
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VI. Impact de la concentration en additif sur divers composés

Si les variations de I'énantiosélectivité en fonction de la concentration enpgtgmine sont liées a
une modification de la structure du pedgcharide et plus particuliérement de la taille et de la forme des
cavités, cet impact ne devrait pas se limiter aux composés basiques mais pourrbfiedte mour des

composés chiraux neutres ou méme acides.

1. Composés neutres

Tout d’abord il nous faut définir ce que nous appelons un composé neutre. En fait, jpogs&€am
soit un caractere acide ou basique méme tres faible-&dist que selon Bronsted un acide peut céder un
proton et une base peut en capter un. Méme si hous n'avons pas ertiére @td de la phase mobile en
CPS, le pH apparent de la phase mobile est estimé a une valeur de 5 pour des mélzétesna35].
Ceci signifie que des composés dont le pKa est supérieur a 8 ou dont le pKa dadseii est inférieur
2 seront élués sous leur forme rarargée. Pour faire cette étude nous avons pris une série de produits dont
les pKa sont compris dans cet intervalle. En outre, une des caractéristiques delues gsbqu’ils ne
nécessitent pas I'ajout d’un additif basique dans la phase mobile pour étre élugte Hadicomposés

étudiés et leur structure sont présentées en annexe.

Cette étude a été réalisée parallelement sur les phases stationnairgzalCh@] pour laquelle
I'énantioséledtité vis-awvis des composés basiques pouvaient étre impactée par la concentration en
isopropylamine dans le ewlvant, et la phase stationnaire Chiralcel OD pour laquelle I'énéleativité

est peu modifiée.

Concernant les rétentions, sur la phase Chiralpak AD (fi3& et annexe 13), les rétentions de
tous les composés analysés sont impactées par la modification de la concentratidtif.draaddiation
est en moyenne de 22% entre la plus faible@tkaforte rétention. Certains composés voient leur rétention
augmentée avec un accroissement de la concentration en additif, comme c’est le zasipdimefon
(N7) dont le facteur de rétention du premier énantiomere élué augmente de pé¥sant d86 mM
d’additif a 1 200mM d’additif. Pour d’autres composés au contraire, la rétention diminue lorsqu’
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augmente la concentration en additif. Ainsi le facteur de rétention du gorémantiomere de la
diméhoxybenzoine (N3) passe de 10,9 a 7,8 su@amengamme de concentration en additif. Pour la phase
stationnaire Chiralcel OD (figusk.38 et annexe 13), le comportement est différent. En effet la
modification de la concentration en additif n’a quasiment aucunsefiféa rétention. La variation mayee

du facteur de rétention entre la valeur la plus forte et la valeur la phles ést de 6% contre 22% pour la

colonne Chiralpak AD. D’autre part, 'augmentation de la concentrationdstif @dnduit toujours a une
diminution de la rétention pour Isslutés étudiés.
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Figure-ll. 38: facteur de rétention des composés neutres a gauche sur la Chiralpak AD-3 et a droite sur la Chiralcel OD-3

100x4,6mm. CO,/EtOH(+X mM iPrNH;) X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température :
35°C. pression de sortie : 10,5 MPa
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En ce qui concerne I’énantiosélectivité, le comportement se rapproche de celui observé avec les
solutés ayant un caractere basique. En effet pour la phase stationnaire Chiralcel OD (annexe 13), I’effet est
tres faible avec une variation inférieure a 2% de 1’énantiosélectivité et sauf pour les énantiomeres de la
tropicamide (N8) qui étaient coélués avec une concentration de 36mM d’isopropylamine et mais qui sont
partiellement séparés (a. = 1,07) pour une concentration en isopropylamine de 1 200 mM.

En revanche pour la phase stationnaire Chiralpak AD, I’effet de I’augmentation de la concentration
en isopropylamine est plus marqué (figure-11.39). Le comportement est similaire a celui observé sur cette

méme phase avec les composés basiques méme s’il est moins prononcé.
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Figure-I1l. 39: Variation du facteur de sélectivité pour des composés neutres. Colonne : Chiralpak AD-3 100x4,6 mm. Phase
mobile : CO;/EtOH(+X mM iPrNH;) X : varie de 36mM (0.3% v/v) @ 1 200mM (10% v/v), débit : 3,5 mL/min. pression de
sortie : 10,5 MPa

C’est-a-dire que pour certains composés, I’augmentation de la concentration en additif a un impact négatif
sur I’énantiosélectivité, comme pour les énantiomeres du composé N2. Alors que pour d’autres composés
I’effet de I’impact est positif. Ainsi I’énantiosélectivité du triadimefon (N7) dont les chromatogrammes sont
présentés en figure-11.40, est augmenté de 50% sur cette méme gamme de concentration en passant de 1,34

pour une concentration de 36 mM d’additif a 1,97 avec une concentration de 1 200 mM d’isopropylamine.

N7 vs [iPrNH,]

— 1 200M  — GO00MM 240MM  —120MM

Figure-Il. 40 : Chromatogrammes des analyses du composé N7 a différentes concentrations en isopropylamine. Colonne : Chiralpak
AD-3 phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH;,) X : varie de 36mM (0.3% v/v) a 1 200mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min
Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5 MPa
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Au vu des résultats obtenus pour ces compos#ukes» c’esta-dire qui potentiellement ne
s’ionisent pas dans les conditions utilisées en CPS, la concentration en additifimpact sur
I'énantiosélectivité de la phase stationnaire Chiralpak AD aldilsegti beaucoup moins prononcé sur la
phase stationnarChiralcel OD. Méme si I'effet est moindre que celui observé avec des composés basiques,
il est probable qu'il soit lié soit a un changement de la structure de la phasenategioBn revanche,
puisque, I'état d’ionisation de ces molécules ne peuné@défié, il est peu probable que les modifications
de I'énantiosélectivité observées lors de I'analyse de cormpeséres soient liées a une augmentation du

pH de la phase mobile.

2. Composés acides

Pour vérifier, si la modification de la concentration en isopropylamine auagi un impact sur
I'énantiosélectivité visiis de composés chiraux acides, nous avons a nouveau réalisé en parallele les
analyses sur les phases stationnaires Chiralcel Obietlgak AD mais cette foisi avec des composés
possédant un caractére acide. La liste des composés étudiés est présentée @& ahfexeésultats en
annexes 14 et 15.

Comme expliqué dans la premiére partie de ce rapport, I'analyse desEsraxides en CPS, ne
nécessite généralement pas I'ajout d’'un additif dans-#b@nt du fait de I'acidité intrinséque de la phase
mobile & base de dioxyde de carbone. Si un additif est nécessaire, il est aloes diutsizgger un additif
acide, afin, entre daxes de limiter la déprotonation potentielle du soluté acide. Dansétotte nous avons
démontré que lisopropylamine qui est un additif basique pouvait engendrer descatiodd de
I'énantiosélectivité sur des phases stationnaires polysaccharidicpiesiy de composés basiques ou
neutres. Nous avons alors décider de continuer I'étude sur les compiosés apant un caractére acide
car Stringhanj36] avait montré qu'il était possible d’analyser en CPS ce type de composé avec un additif
basique dans la phase mobile.

Les composés ont été analysés avec une phase mobile contenant 10% d’'éthanol caurkeddact
rétention étaient trop faibles avec un pourcentage d’'éthanol de 15% (pogecetiliaé pour I'analyse des
Conposés basiques et neutres).

Les composés ont d'abord été analysés sans isopropylamine et comme attendu Iséscontpo
tous été élués contrairement a ce qui avait été observé pour les compapésbhss rétentions de ces
composeés acides sont affectées differemment sur les phases stationnaires Chiralpakifdicet GD
lorsqu’une concentration de &M d’isopropylamine est ajoutée dans la phase mobile (fidyi4). Pour
la phase stationnaire Chiralpak AD, on note une légere augmentationéenigon alors que pour la

seconde, les rétentions diminuent ou ne sont pas modifiées.
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Figure-Il. 41: évolution des facteurs de rétentions du premier énantiomere élué en fonction de la concentration en isopropylamine
lors de l'analyse de composés chiraux ayant un caractére acide. Au-dessus Chiralpak AD-3 en dessous: Chiralcel OD-3
100x4,6 mm. Phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH;) 90/10 X : varie de 36 mM (0.3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit : 3,5
mL/Min Température : 35°C. Pression de sortie : 10,5 MPa

En revanche, que ce soit avec la phase Chiralpak AD ou la phase Chiralcel OD, l'ajout
d’isopropylamine entraine une forte augmentation du nombre de plateaux thétaiquee 14 et 15).
L'augmentation de la rétention se confirme avec l'accroissement de la tatioanen isopropylamine
pour la colonne Chiralpak AD (figure-11.41).

Pour la colonne Chiralcel OD (figute41), on note soit une diminution de la rétention, qui peut
étre trés importante comme pour le premier éoamrdre élué du composé AC7, dont le facteur de rétention
est divisé par 3 passant de 11,31 a 3,34, soit une stabilité du facteur derréemiine pour le premier
énantiomére élué du composé AC9.

L'impact de la concentration en isopropylamine dans lagphexbile est une nouvelle fois trés fort
concernant les énantiosélectivités observées sur la phase stationnailea& D (figurell.42 + annexe
14). Par exemple, pour les énantioméres du composé AC6 ({figiBe I'ajout de 1 200mM

d’isopropylaminepermet d’obtenir une forte énantiosélectivité.
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Figure-Il. 42: courbes de variation de I’énantiosélectivité en fonction de la concentration en isopropylamine pour I'analyse de
composés chiraux ayant un caractere acide sur la phase stationnaire Chiralpak AD phase mobile : CO,/EtOH(+X mM iPrNH ;) 90/10
X : varie de 36 mM (0,3% v/v) a 1 200 mM (10% v/v), Débit : 3,5 mL/Min Température : 35°C, pression de sortie : 10,5 MPa

Pour le composé AC4 (figure-11.43), les énantiomeres ont la particularité d’étre coélués sans additif
et pour une concentration de 360 mM d’isopropylamine alors qu’ils sont séparés pour des concentrations
intermédiaires en isopropylamine et pour les plus fortes concentrations
Pour AC12 (figure-11.44), le comportement est encore plus inattendu avec une succession de séparations et
de coélutions observées aux différentes concentrations en isopropylamine. Ces différentes phases de
séparations et de coélution s’accompagnent de 2 inversions de 1’ordre d’élution (vérifiées grace a un
échantillon enrichi en énantiomere R) conduisant au méme ordre d’élution pour la phase mobile sans

isopropylamine et celle contenant une concentration de 1 200mM d’isopropylamine.
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