
HAL Id: tel-03117798
https://theses.hal.science/tel-03117798v1

Submitted on 21 Jan 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Analyse de molécules d’intérêt biologique en
chromatographie supercritique et chromatographie

unifiée - Etudes fondamentales et applications
Adrien Raimbault

To cite this version:
Adrien Raimbault. Analyse de molécules d’intérêt biologique en chromatographie supercritique et
chromatographie unifiée - Etudes fondamentales et applications. Autre. Université d’Orléans, 2019.
Français. �NNT : 2019ORLE3021�. �tel-03117798�

https://theses.hal.science/tel-03117798v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


UNIVERSITÉ D’ORLÉANS 

 

ÉCOLE DOCTORALE 

SANTÉ, SCIENCES BIOLOGIQUES ET CHIMIE DU VIVANT 

 

Institut de Chimie Organique et Analytique 

 

THÈSE présentée par : 

Adrien RAIMBAULT 

 

Soutenue le : 29 novembre 2019 

 

Pour obtenir le grade de : Docteur de l’université d’Orléans 

Discipline : Chimie Analytique 

 

 

Analyse de molécules d’intérêt biologique en 

chromatographie supercritique et chromatographie 

unifiée – Etudes fondamentales et applications 

 

 Thèse dirigée par : 

  Dr. Caroline WEST      Maitre de conférences, Université d’Orléans  

 RAPPORTEURS : 

  Pr. Karen GAUDIN      Professeur, Université de Bordeaux 

  Pr. Pascal CARDINAEL     Professeur, Université de Rouen 

                                                                                                                                              

JURY : 

  Pr. Karen GAUDIN      Université de Bordeaux, Rapporteur 

  Pr. Pascal CARDINAEL     Université de Rouen, Rapporteur 

  Pr. Emilie DESTANDAU      Université d’Orléans, Examinateur 

  Dr. Davy GUILLARME     Université de Genève, Examinateur 

  Dr. Caroline WEST      Université d’Orléans, Directrice de thèse. 



2 
 

  



3 
 

  



4 
 

  



5 
 

Remerciements 

Cette thèse m’a permis de rencontrer de nombreuses personnes, il est temps 

pour moi de les remercier en espérant n’oublier personne.  

Mes premiers remerciements s’adressent à ma directrice de thèse, Caroline West. 

Je voudrais te remercier de m’avoir fait apprendre énormément à tes côtés, et pas que 

d’un point de vue scientifique. Merci pour tous tes conseils, ta patience et ta présence. 

Merci d’avoir été là pour me rebooster quand il le fallait, même si je me souviens que 

tu n’aimais pas faire ça. Je pense malgré tout que cela nous a été bénéfique. Merci 

pour tous ces moments où tu m’as permis de rencontrer des grosses pointures dans 

le domaine de la chimie lors des congrès avec tes invitations à me joindre à toi. Merci 

pour tout ça. Je tiens également à remercier Éric Lesellier pour son accompagnement 

et ses conseils, toujours très justes, ainsi que les discussions enrichissantes que l’on 

a pu avoir en réunion.  

Je tiens à remercier les Pr. Karen Gaudin ainsi que Pascal Cardinael d’avoir 

accepté de juger mon travail en tant que rapporteurs de cette thèse. Je tiens également 

à remercier les autres membres du jury, le Pr. Emilie Destandau et le Dr. Davy 

Guillarme. Je voudrais adresser un deuxième remerciement au Pr. Karen Gaudin, 

sans qui je n’aurais surement pas trouvé cette thèse.  

Je remercie Pascal Bonnet, directeur de l’ICOA, et également Reine Nehmé qui 

dirige l’équipe dans laquelle cette thèse s’est déroulée « Stratégies Analytiques, 

Affinités et Bioactifs ». Il y a de nombreuses personnes au sein de cet institut que je 

souhaiterais remercier. Je tiens à remercier Bérangère pour les discussions que l’on a 

pu avoir, et pour ton calme au quotidien. Merci à Alain Michel pour ta réactivité lorsqu’il 

s’agissait de remplacer mes bouteilles de CO2. Merci à David, Emilie, Florian, Sandrine 

et Laëtitia pour les discussions pendant les pauses café, et les repas du midi. Merci à 

Emilie pour ton aide pour les extractions, ainsi que pour la confiance que tu m’as donné 

lors des TP. Merci à David et Florian pour les discussions que l’on a pu avoir au niveau 

scientifique, mais également au niveau sportif.  

Je tiens également à remercier les « jeunes » avec qui j’ai pu partager de très bons 

moments. Mes premiers remerciements vont à deux personnes que je n’oublierai 

jamais, deux personnes qui ont été là pendant la première moitié de ma thèse. Je 

n’oublierais jamais que vous avez toujours été là pour moi quand ça n’allait pas, que 



6 
 

vous étiez toujours là pour me réconforter. Merci pour tout Elise et Syntia, vous avez 

été mes grandes sœurs de rechange pendant cette première moitié de thèse et pour 

tout ça je vous remercie. Désolé de ne plus être si présent, je vais essayer de me 

rattraper. 

La prochaine personne que je voudrais remercier est ma jumelle de thèse. Nous 

avons commencé le même jour et nous nous sommes supportés pendant ces trois 

ans. Merci Nhi pour ta bonne humeur au quotidien. Merci aux libanais Ghassan et 

Rouba (et Farah aussi mais plus tardivement) pour votre joie de vivre, tous les bons 

moments que l’on a passé, et tous les kebabs sentis par Ghassan. Merci aux filles du 

labo plantes Souhila et Gaëlle, j’ai toujours été très bien reçu, et Souhila il faut que tu 

saches que le cochon c’est moi qui l’avais et je l’ai recaché au labo plantes pour que 

tu le retrouves en faisant du rangement ;) Merci Gaëlle pour les soirées qu’on a pu 

passer ensemble après un de tes matchs de hand même si je ne sais pas si j’ai vu une 

victoire ;) Merci à Laurine pour ta gentillesse (la gentillesse incarnée), tes lectures 

d’horoscope tous les jours et les mots fléchés des midis. Merci à Quentin, Mr 

Shimadzu, pour ta bonne humeur communicative, ton accent du sud pas trop prononcé 

et ton humour toujours très bien équilibré, tu n’es jamais dans l’excès, je rigole bien 

évidemment ;) Merci Jérémy de m’avoir fait grossir pendant ma thèse dès que tu es 

arrivé avec tous les gâteaux que tu as réussi à faire faire à tout le monde en tant 

qu’autoproclamé dictateur du « U Bet U Cake ». Merci aussi pour ta patience et ton 

amicalité. Angéline, tu es celle qui me supporte le plus longtemps parmi tous les gens 

que j’ai déjà cité et pour cela je te remercie. Cela a dû être compliqué pour toi ! J’ai été 

très content de faire ta connaissance à Bordeaux et d’avoir pu continuer à travailler 

avec toi à l’ICOA. J’ai bien aimé t’embêter toutes ces années. Mes derniers 

remerciements vont à mon grand (par la taille car je reste plus vieux !) Thibault. C’était 

toujours agréable de passer des moments avec toi, au labo comme en dehors avec 

nos soirées « matures », notre bel investissement ou nos soirées au Mac, que de 

souvenirs. Tu as toujours été là pour m’écouter, et me confier à toi était facile. On a le 

même humour, les mêmes références, j’ai l’impression de te connaitre depuis très 

longtemps. Je n’oublie pas Coco, le dernier membre de notre Team Cageots. Merci 

Coco pour ta bonne humeur, et même si l’on a un caractère fort tous les 2 et que c’est 

souvent parti au clash, tu restes une très belle rencontre. Merci pour ces soirées, 

principalement au Mac et au Georges, où après je passais 2h à te ramener car tu ne 



7 
 

voulais pas avancer. Merci à tous, vous avez fait de cette thèse un moment agréable 

et c’était un bonheur de tous vous retrouver le matin.  

Je remercie les différents stagiaires que j’ai pu avoir durant cette thèse : Helline, 

Cindy, Emma Laure, Mai Anh, Pierre, Magdalena, Katarzyna. 

D’un point de vue plus personnel, je souhaite remercier mes amis de Lyon, 

Amandine et Ludi. Merci de m’avoir accueilli plusieurs fois chez vous, c’était toujours 

très agréable de passer des moments avec vous. Merci pour nos voyages à 

Fuerteventura tous les 3, ainsi que Prague avec Florine. J’espère que l’on pourra très 

vite se refaire ça tous les 4 car vous me manquez.  

Je remercie aussi Clément, mon meilleur ami, pour sa bonne humeur, sa 

disponibilité. Merci d’être là pour moi, d’avoir toujours été là pour moi. J’espère te voir 

plus souvent à l’avenir mais ce n’était pas facile au niveau de nos plannings.  

Merci à Akali, mon petit chat, pour ta présence au quotidien, ta fidélité, tes séances 

câlins. Merci d’avoir ton caractère bien trempé, cela fait ton charme. Tu as toujours été 

là à mes côtés à me faire rire et c’est un bonheur de t’avoir. 

Je remercie également Bettie, tu m’as toujours motivé pour faire une thèse et nos 

chemins se sont séparés mais je te sais épanouie dans ta nouvelle vie. Merci aussi à 

Lucille malgré tout ce qui a pu arriver, je te souhaite bonne continuation dans ta vie 

cambodgienne et te souhaite bon courage. J’ai tout de même apprécié te rencontrer, 

et passer des moments avec toi. Merci pour tes messages réguliers qui font toujours 

plaisir. 

Je remercie Fanélie pour ton soutien à la fin de ma thèse, je n’aurais pas pu le faire 

sans ton aide. Merci pour ta joie de vivre, ta gentillesse, ta bonne humeur. J’ai apprécié 

te rencontrer lors de ton séjour à l’ICOA et apprendre à te connaitre depuis.  

Mes derniers remerciements vont, bien évidemment à ma famille, sans qui je ne 

serais pas là. Justine et Emilie, mes deux grandes sœurs, ainsi que mes parents, 

Martine et Patrick. Si j’en suis là aujourd’hui c’est aussi grâce à vous, vous m’avez 

toujours donné la force et la chance d’aller plus loin. Merci pour votre soutien durant 

ces trois ans de thèse, et surtout dans ces derniers instants. J’espère avoir été à la 

hauteur de vos espérances. Merci pour tout !  Je vous aime.   



8 
 

 

 

  



9 
 

Productions scientifiques 

 

Ce projet de recherche a été réalisé à l’Institut de Chimie Organique et Analytique 

(Université d’Orléans), dans le cadre d’une bourse ministérielle, et s’intitule « Analyse 

de molécules d’intérêt biologique en chromatographie supercritique et 

chromatographie unifiée – Etudes fondamentales et applications». Ce travail a été 

supervisé par le Dr. Caroline West.  

Ces travaux de thèse ont fait l’objet de publications et de communications, orales 

ou par affiche, lors de congrès. 

Tous les articles présents dans ce manuscrit sont indépendants, ils possèdent leurs 

propres références bibliographiques et les figures qui les composent ne sont pas 

référencées dans la table globale des figures.  

 

Publications acceptées dans des revues à comité de lecture de rang A 

 

1) A chiral unified chromatography–mass spectrometry method to analyze 

free amino acids 

A. Raimbault, M. Dorebska, C. West 

Analytical and Bioanalytical Chemistry, 411 (2019) 4909-4917 

 

2) Effects of high concentrations of mobile phase additives on retention and 

separation mechanisms on a teicoplanin aglycone stationary phase in 

supercritical fluid chromatography 

A. Raimbault, C. West 

Journal of Chromatography A, Volume 1604 (2019) 

 

 

 



10 
 

3) Analysis of free amino acids with unified chromatography–mass 

spectrometry – Application to food supplements 

A. Raimbault, A. Noireau, C. West 

Journal of Chromatography A, In press, Article 460772 

 

4) Cinchona-based zwitterionic stationary phases: Exploring retention and 

enantioseparation mechanisms in supercritical fluid chromatography with 

a fragmentation approach 

A. Raimbault, C.M.A. Ma, M. Ferri, S. Bäurer, P. Bonnet, S. Bourg, M. 

Lämmerhofer, C. West 

Journal of Chromatography A, In press, Article 460689 

 

Manuscrit en préparation  

 

5) Optimised pressurized liquid extraction of native amino acids from 

Capsella bursa-pastoris and their analysis with unified chromatography 

A. Raimbault, M. Dorebska, E. Destandau, C. West 

Soumission prévue 2020 

 

Publication dans des revues à comité de lecture de rang A non incluse à 

cette thèse 

 

6) First inter-laboratory study of a supercritical fluid chromatography 

method for the determination of pharmaceutical impurities 

A. Dispas, R. Marini, V. Desfontaine, J.-L. Veuthey, D. Kotoni, L.G. Losacco, 

A. Clarke, C. Muscat-Galea, D. Mangelings, B.M. Jocher, E. Regalado, K. 

Plachká, L. Nováková, B. Wuyts, I. François, M. Gray, A. Aubin, A. Tarafder, 

M. Cazes, C. Desvignes, L. Villemet, M. Sarrut, A. Raimbault, E. Lemasson, E. 

Lesellier, C. West, T. Leek, M. Wong, L. Dai, K. Zhang, A. Grand-Guillaume 

Perrenoud, C. Brunelli, P. Hennig, S. Bertin, F. Mauge, N. Da Costa, W.P. 



11 
 

Farrell, M. Hill, N. Desphande, M. Grangrade, S. Sadaphule, R. Yadav, S. 

Rane, S. Shringare, M. Iguiniz, S. Heinisch, J. Lefevre, E. Corbel, N. Roques, 

Y. Vander Heyden, D. Guillarme, P. Hubert 

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 161 (2018) 414-424 

 

 

Communications orales  

 

1) Ions and SFC: an improbable match? 

 

C. West, A. Raimbault, E. Lemasson 

HPLC 2017, Prague (République Tchèque) 

 

2) Improving our understanding of enantioseparation in supercritical fluid 

chromatography 

 

C. West, S. Khater, E. Lemasson, A. Raimbault 

Pittcon 2017, Chicago, IL (USA) 

 

3) Effects of acidic and basic additives on retention mechanisms on a teicoplanin 

aglycon (TAG) stationary phase 

 

A. Raimbault, C. West  

SFC 2017, Rockville, MD (USA) 

 

4) Effets d’additifs sur le comportement d’acides aminés en chromatographie 

supercritique 

 

A. Raimbault, C. West. 

Journées de la section Régionale Centre-Ouest de la Société Chimique de 

France (SCF) 2017, Tours (France). Prix de la meilleure communication 

 

 



12 
 

5) Expanding the possibilities of SFC with the enantioresolution of native amino 

acids 

 

A. Raimbault, C. West. 

SFC 2018, Strasbourg (France) 

 

6) Extension des possibilités en SFC avec l’énantiorésolution d’acides aminés 

natifs 

 

A. Raimbault, C. West. 

SEP 2019, Congrès international de l’AFSEP (Association francophone des 

sciences séparatives), Paris (France) 

 

7) SFC-ESI-MS methods to analyse polar compounds in traditional phytotherapy 

 

A. Raimbault, C. West. 

HPLC 2019, Milan (Italie) 

 

8) Interest of chiral stationary phases for achiral separations in supercritical fluid 

chromatography 

 

C. West., A. Noireau, A. Raimbault 

12th Balaton Symposium on high-performance separation methods 2019, 

Siófok (Hongrie) 

 

Communications par affiche 

 

1) Comparaison de phases stationnaires énantiosélectives en chromatographie 

supercritique 

 

A. Raimbault, S. Khater, C. West. 

SEP 2017, Congrès international de l’AFSEP (Association francophone des 

sciences séparatives), Paris (France) Nominé pour le prix du meilleur poster 

 



13 
 

2) Study of achiral selectivity of chiral columns in SFC: application for impurity 

profiling of drug candidates 

 

E. Lemasson, A. Raimbault, S. Bertin, F. Mauge, P. Hennig, E. Lesellier, C. 

West 

HPLC 2017, Prague (République Tchèque) 

 

3) Quinine-Based Zwitterionic Stationary Phases: Exploring Retention and 

Enantioseparation Mechanisms in Supercritical Fluid Chromatography 

 

A. Raimbault, M.A. Ma, P. Bonnet, M. Ferri, M. Lämmerhofer, C. West  

ISC 2018, Cannes Mandelieu (France) 

  



14 
 

 

  



15 
 

Sommaire 

 

Remerciements ......................................................................................................... 5 

Productions scientifiques ........................................................................................ 9 

Liste des abréviations ............................................................................................ 17 

Liste des figures ..................................................................................................... 19 

Liste des tableaux .................................................................................................. 21 

Introduction générale ............................................................................................. 23 

 

Chapitre 1   Synthèse bibliographique de l’utilisation de la chromatographie 

supercritique pour des applications non conventionnelles ............................... 29 

I. Les fluides supercritiques et leur utilisation dans le domaine de la 

chromatographie ............................................................................................ 31 

1. Historique des fluides supercritiques ...............................................................31 

2. Diagramme d’état et fluide supercritique .........................................................35 

3. Propriétés physico-chimiques d’un fluide supercritique ...................................37 

4. Utilisation du dioxyde de carbone (CO2) comme fluide supercritique ...............38 

II. Applications « naturelles » de la SFC ................................................... 39 

III. Analyse de composés polaires non ionisables en SFC ...................... 42 

1. Qu’est-ce que la polarité ?...............................................................................42 

2. Composés polaires non ionisables en SFC .....................................................43 

IV. Analyse de composés polaires ionisables en SFC ............................. 51 

1. Molécules polaires acides ...............................................................................51 

2. Molécules polaires basiques ...........................................................................55 

3. Molécules polaires ioniques ............................................................................61 

4. Analyse de molécules zwitterioniques en SFC (acides aminés) ......................65 

V. Conclusion de la synthèse bibliographique ........................................ 68 

 



16 
 

Chapitre 2   Caractérisation de phases stationnaires ......................................... 69 

I. Introduction ............................................................................................ 71 

II. Etude de la phase stationnaire Chirobiotic™ TAG – Effet de la 

composition de phase mobile ....................................................................... 73 

III. Etude des phases stationnaires Chiralpak® ZWIX – Contribution des 

éléments structurels du ligand ..................................................................... 85 

IV. Conclusion ............................................................................................ 117 

 

Chapitre 3   Analyse d’acides aminés natifs par chromatographie unifiée et 

applications ........................................................................................................... 119 

I. Introduction .......................................................................................... 121 

II. Développement de méthodes pour l’analyse des acides aminés .... 122 

III. Applications .......................................................................................... 145 

1. Validation d’une méthode de dosage des acides aminés contenus dans des 

compléments alimentaires ..................................................................................... 145 

2. Extraction par fluide pressurisé et analyse d’acides aminés contenus dans la 

Bourse à Pasteur (Capsella bursa-pastoris) .......................................................... 156 

IV. Conclusion ............................................................................................ 166 

 

Conclusions générales & Perspectives .............................................................. 168 

I. Conclusions générales ........................................................................ 170 

II. Perspectives ......................................................................................... 172 

1. Iridoïdes ........................................................................................................ 172 

2. Anthocyanes ................................................................................................. 173 

3. Antibiotiques ................................................................................................. 174 

 

Références bibliographiques .............................................................................. 178 

 

  



17 
 

Liste des abréviations 

ACN : acétonitrile 

AMS : acide méthanesulfonique  

ATFA : ammonium trifluoroacétate 

BuOH : butanol 

DEDL : détecteur évaporatif à diffusion de lumière 

DSS : dioctyl sodium sulfosuccinate 

EFLC : chromatographie liquide à fluidité améliorée 

ESI : ionisation par électrospray 

EtOH : éthanol 

FID : détecteur par ionisation de flamme 

GC : chromatographie gazeuse 

HPGC : chromatographie gazeuse à haute pression 

HPLC : chromatographie liquide haute performance 

IPA : isopropylamine 

iPrOH : isopropanol 

log D : mesure de log P à un pH donné 

log P / log Ko/w : coefficient de partage octanol/eau 

LSER : relation linéaire de l’énergie de solvatation 

MeOH : méthanol 

MS : spectromètre de masse 

MWE : extraction assistée par micro-ondes 

Pc : pression critique 

PFE : extraction par fluide pressurisé 

pKa : logarithme de la constante de dissociation 

SAX : échangeur fort d’anion 

SFC : chromatographie en phase supercritique 

SFE : extraction par fluide supercritique 

Tc : température critique 



18 
 

TEA : triéthylamine 

TFA : acide trifluoroacétique 

UC : chromatographie unifiée entre l’HPLC et la SFC 

UHPLC : HPLC à ultra haute performance 

UHPSFC : SFC à ultra haute performance 

UV : ultra-violet 

  



19 
 

Liste des figures 

Chapitre 1 
 

Figure 1.1 : Histogramme des publications répertoriées sur Scopus avec les mots clés 

"supercritical fluid chromatography" et "subcritical fluid chromatography" ................ 32 

Figure 1.2 : Fréquence d’utilisation des phases stationnaires à diamètres de particules 

différents lors d’applications achirales et chirales en SFC entre 2016 et 2018. [7] ... 33 

Figure 1.3 : Courbes de Van Deemter du butylparabène en HPLC (bleu), SFC (violet), 

UHPLC (rouge), UHPSFC (vert). Ces études ont été réalisées sur des colonnes de 

différentes granulométrie : 1,7 µm pour les tests en UHPLC et UHPSFC ; 3,5 µm pour 

les tests en HPLC et SFC. [8] ................................................................................... 34 

Figure 1.4 : Diagramme de phases d'un corps pur (exemple : le dioxyde de carbone)

 ................................................................................................................................. 36 

Figure 1.5 : Evolution de l'interface liquide/vapeur en fonction de l'augmentation de la 

température et de la pression, passage d'un mélange biphasique à un mélange 

homogène [13] .......................................................................................................... 37 

Figure 1.6 : Domaines d’application de la SFC entre 2014 et 2018 [7]. .................... 41 

Figure 1.7 : Structure des molécules d'eau et de dioxyde de carbone illustrant la 

différence entre une molécule apolaire (le dioxyde de carbone) et une molécule polaire 

(l’eau)........................................................................................................................ 43 

Figure 1.8 : Structure du dioctyl sodium sulfosuccinate ............................................ 61 

Figure 1.9 : Représentation de l'alanine, un acide aminé, sous sa forme zwitterionique 

avec le groupement carboxylate COO- et le groupement ammonium NH3
+. ............. 65 

 

Chapitre 3 
 

Figure 3.10 : Structure de l'acide méthanesulfonique ............................................. 143 

Figure 3.11 : Chromatogrammes de l’histidine et de l’acide aspartique. Additifs utilisés : 

formiate d’ammonium en gris et acide méthanesulfonique en ocre. ....................... 143 

Figure 3.12 : Chromatogrammes de l’isoleucine et de la leucine en fonction de l’additif 

utilisé : formiate d’ammonium à gauche, acide méthanesulfonique à droite. À gauche, 

l’isoleucine est en bordeaux, la leucine en gris. À droite, le mélange des deux est en 

ocre. La leucine est éluée avant l’isoleucine. .......................................................... 144 



20 
 

Conclusions générales & Perspectives 

 

Figure 4.13 : Structures et log P des iridoïdes étudiés. .......................................... 172 

Figure 4.14 : Chromatogrammes des iridoïdes. À gauche : injection des standards ; au 

milieu : extraction par fluide pressurisé ; à droite : extraction par micro-ondes. En 

jaune : Harpagide ; en orange : Aucubin ; en bleu : Catalpol.................................. 173 

Figure 4.15 : Structures et log P des anthocyanes étudiées................................... 173 

Figure 4.16 : Chromatogrammes des anthocyanes. À gauche : analyse sur l’Acquity 

UPC² Torus Diol ; à droite : analyse sur l’Acquity UPC² Torus DEA . En orange (élué 

en premier) : Malvidine ; en bleu (élué en second) : Œnine ; en ocre (élué en 

troisième) : Malvine. ............................................................................................... 174 

Figure 4.17 : Structures et log P des antibiotiques étudiés. .................................... 175 

Figure 4.18 : Chromatogrammes des antibiotiques (m/z correspondant aux M+1 de 

chacun des antibiotiques).  À gauche : cefpodoxime (m/z = 428) ; au centre : 

azithromycine (m/z = 750) ; à droite : amoxicilline (m/z = 366) . En orange : analyse 

sur la Nucleoshell HILIC avec l’AMS en tant qu’additif ; en bleu : analyse sur la 

Nucleoshell HILIC avec l’ammoniaque en tant qu’additif . ...................................... 176 

 

  



21 
 

Liste des tableaux 

Chapitre 1 
 

Tableau 1.1 : Propriétés physiques des liquides, fluides supercritiques et gaz [14] . 37 

Tableau 1.2 : Pc et Tc de fluides pouvant être utilisés en chromatographie [15] ...... 38 

Tableau 1.3 : Molécules polaires acides (noms, structures, log P*, références *Les log 

P sont déterminés sur Chemicalize (ChemAxon).) ................................................... 49 

Tableau 1.4 : Molécules polaires acides (noms, structures, log P*, références *Les log 

P sont déterminés sur Chemicalize (ChemAxon).) ................................................... 54 

Tableau 1.5 : Molécules polaires basiques (noms, structures, log P*, références) *Les 

log P sont déterminés sur Chemicalize (ChemAxon). .............................................. 59 

Tableau 1.6 : Molécules polaires ioniques (noms, structures, log P*, références) *Les 

log P sont déterminés sur Chemicalize (ChemAxon). .............................................. 64 

 

  



22 
 

 

  



23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction générale 

 

  



24 
 

 

  



25 
 

La chromatographie en phase supercritique (ou SFC) fut longtemps le vilain petit 

canard de la chromatographie. Cependant durant ces dernières années, tel le phénix, 

cette technique renaquit de ses cendres. En effet, cette technique chromatographique 

est restée de nombreuses années dans l’ombre de techniques plus performantes 

comme la chromatographie liquide haute performance (HPLC) ou encore de la 

chromatographie en phase gazeuse (GC), en raison d’appareillages de plus en plus 

innovants et plus performants que les systèmes SFC. Seules les applications chirales, 

et en particulier les utilisations en chromatographie préparative (purification 

énantiomérique par exemple) ont permis de maintenir en vie la SFC. Les avantages 

de la SFC pour la purification sont la consommation moindre de solvant et également 

la réduction du temps d’évaporation du solvant, étant donné que la majorité du solvant 

est fait de dioxyde de carbone qui s’évapore directement en sortie du système.  

La renaissance de la SFC dans les années 2010 a été mise en œuvre par la 

commercialisation d’appareils performants et beaucoup plus robustes, ce qui permet 

d’avoir une meilleure répétabilité des injections, une meilleure robustesse des 

méthodes. Depuis cette période, de nombreuses applications se développent sur cette 

technique, surtout sur des petites molécules peu polaires. Ceci peut s’expliquer par la 

faible polarité du CO2 supercritique, souvent comparé à de l’hexane en termes de force 

éluante.  

Pendant longtemps, le CO2 supercritique a donc été utilisé pour l’analyse de 

composés apolaires. Mais en ajoutant un co-solvant dans la phase mobile, les 

propriétés de polarité vont changer. La majorité des solvants sont miscibles au CO2 

pressurisé et peuvent être utilisés comme l’hexane, le méthanol (MeOH), l’isopropanol 

(iPrOH), l’acétonitrile (ACN). Ces solvants vont donc augmenter la polarité de la phase 

mobile et permettre d’éluer des molécules de plus en plus polaires. Des additifs et de 

l’eau peuvent aussi être ajoutés pour moduler la polarité, en étant prudent de ne pas 

entrer dans la zone de démixtion puisque l’eau est très peu miscible au CO2 

supercritique.  

L’objectif de cette thèse est donc de voir les possibilités de la SFC dans l’analyse 

de molécules de plus en plus polaires, quelles méthodes peuvent être mises en place 

pour parvenir à l’analyse de molécules de forte polarité.  
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Dans le premier chapitre de ce manuscrit, une synthèse bibliographique est 

réalisée : après un bref historique des fluides supercritiques et de leurs utilisations en 

chromatographie, l’utilisation de la chromatographie en phase supercritique pour des 

applications « non conventionnelles », c’est-à-dire des molécules d’une polarité 

élevée, sera détaillée. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux 

applications concernant les molécules polaires non ionisables, puis aux molécules 

ionisables comme des molécules acides, basiques ou encore zwitterioniques. Ce 

chapitre va permettre de comprendre les conditions nécessaires à l’analyse de 

molécules polaires en SFC. 

Le second chapitre est consacré à l’étude de deux phases stationnaires. La 

première est la colonne Astec Chirobiotic™ TAG. L’étude de cette phase stationnaire 

va nous apporter des informations sur le comportement des molécules polaires 

ionisables en milieu supercritique. En effet, la molécule greffée à cette phase 

stationnaire est un peptide macrocyclique, la teicoplanine aglycone. Un set de 

molécules achirales et chirales a été injecté dans des conditions de phases mobiles 

différentes. Les mécanismes de rétention seront donc déterminés grâce au modèle 

LSER (Linear Solvation Energy Relationship) qui modélise toutes les interactions que 

vont pouvoir faire les molécules analysées avec la phase stationnaire. La deuxième 

colonne étudiée a été la colonne Chiralpak® ZWIX. Cette phase stationnaire est 

déclinée en deux modèles : Chiralpak® ZWIX (+) et Chiralpak® ZWIX (-), ces deux 

greffons sont des diastéréoisomères l’un de l’autre. Ce sont des phases stationnaires 

qui ont été conçues pour répondre à la problématique d’énantioséparation des acides 

aminés natifs. Le greffon étant un zwitterion, cela favorise l’énantioséparation de 

molécules comme des acides aminés qui sont aussi des zwitterions. Plusieurs phases 

stationnaires similaires aux colonnes Chiralpak® ZWIX ont été fabriquées à façon par 

l’équipe du professeur Michael Lämmerhofer à l’Université de Tübingen en Allemagne. 

Ces phases stationnaires diffèrent des colonnes de référence Chiralpak® ZWIX par le 

retrait d’un groupement fonctionnel situé sur le greffon des phases Chiralpak® ZWIX. 

L’impact de ces faibles variations au niveau des greffons va être étudié grâce à un set 

de molécules achirales et chirales, comme précédemment sur la Chirobiotic™ TAG. 

L’objectif était ici de mieux comprendre les interactions des analytes ioniques avec la 

phase stationnaire employée en SFC. 
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La dernière partie de ce manuscrit de thèse est consacrée au développement de 

méthodes analytiques pour l’analyse de composés polaires, et plus particulièrement 

les acides aminés. Une méthode générique a été développée dans le but d’atteindre 

l’énantioséparation de tous les acides aminés natifs protéinogéniques (sauf la glycine 

qui ne présente pas de centre asymétrique). Pour ce faire, la méthode employée n’est 

plus précisément de la chromatographie supercritique mais peut être qualifiée de 

« chromatographie unifiée » (UC) car le gradient d’élution commence en conditions 

SFC et se termine en conditions HPLC. Cette méthode générique a ensuite été 

améliorée en modifiant la phase mobile et en jouant sur les paramètres tels que la 

contrepression et le débit. Cette nouvelle méthode a été utilisée pour l’analyse des 

acides aminés dans diverses applications. La première application a été la validation 

d’une méthode de quantification des acides aminés dans des compléments 

alimentaires. La deuxième application a été l’optimisation de l’extraction des acides 

aminés natifs dans une plante médicinale, la Bourse à Pasteur (Capsella bursa-

pastoris). 

Après une conclusion générale qui fait le bilan de l’ensemble des travaux, une 

ouverture est effectuée sur d’autres manipulations faites dans le cadre de la thèse. 

Ces expériences ont été faites sur d’autres familles moléculaires telles que des 

antibiotiques, des anthocyanes, ou des iridoïdes.  
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Chapitre 1  

 

Synthèse bibliographique de 

l’utilisation de la chromatographie 

supercritique pour des applications 

non conventionnelles 
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I. Les fluides supercritiques et leur utilisation dans le 

domaine de la chromatographie 

 

1. Historique des fluides supercritiques 

 

Lors de ses expériences le Baron Cagniard de Latour, un ingénieur et physicien 

français, a mis en évidence un état supercritique lors de ses expériences en 1822. Il 

tenta de volatiliser, en vase clos, dans un volume beaucoup plus grand que le volume 

du liquide, de l’éther, de l’alcool et de l’eau, chacun individuellement. Il y arriva à une 

température relativement élevée. Cette découverte est une des bases expérimentales 

de la théorie des gaz. La notion de point critique se dégage grâce à cette expérience 

et il définit l’état de fluide supercritique.  

Il faut attendre les années 1970 pour avoir une réelle exploitation de la technologie 

des fluides supercritiques dans le monde industriel. La première application utilisant 

l’extraction supercritique relate l’extraction des graines de moka pour la décaféination 

ainsi que des travaux  sur du houblon, des feuilles de tabac et des épices [1]. Plusieurs 

autres domaines ont aussi utilisé ces fluides supercritiques, comme la pétrochimie ou 

l’industrie du charbon [1]. 

Les premiers travaux utilisant un fluide supercritique comme phase mobile de 

chromatographie ont été l’œuvre de Klesper et al. [2] en 1962 avec un système HPGC 

« High-Pressure Gas Chromatography » pour la séparation de porphyrines sur une 

colonne polyéthylène glycol en utilisant du dichlorodifluorométhane (Tc = 112°C) et du 

monochlorodifluorométhane (Tc = 96°C) comme fluide supercritique. Sie et Rijnders 

ont aussi publié une série d’articles dans les années 1966-1967 sur l’utilisation du 

dioxyde de carbone supercritique comme phase mobile [3–6]. Mais la 

chromatographie en phase supercritique ou SFC (selon l’acronyme anglo-saxon pour 

Supercritical Fluid Chromatography) ne s’est pas bien établie par la suite. Il y a 

plusieurs raisons qui pourraient expliquer ce retard d’implantation. La première, et 

surement plus importante, est l’avènement, à la même période, de ‘HPLC. A l’époque 

des premiers articles en SFC, la GC était déjà une technique bien établie avec des 

instruments disponibles de plusieurs constructeurs. Quand les besoins des 
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scientifiques se sont tournés vers l’analyse de composés thermolabiles, ou encore des 

composés polaires, non-volatiles qui ne pouvaient pas être séparés en GC, l’HPLC 

avait le potentiel pour répondre à toutes ces demandes. Le développement de la SFC 

a donc été fortement ralenti à cause de celui de l’HPLC qui a pris une place très 

importante dans la fin des années 1960 et 1970.  

En revanche, depuis plusieurs années, la SFC connait un regain d’intérêt, en 

particulier dû aux nouveaux instruments disponibles sur le marché, qui sont beaucoup 

plus robustes que les instruments précédemment disponibles, les analyses sont plus 

reproductibles avec un bruit de fond en UV beaucoup plus faible. Également le 

couplage à la spectrométrie de masse maintenant mieux maîtrisé a renforcé les 

applications de cette technique. Ceci est illustré dans la figure 1.1 ci-dessous qui 

représente le nombre d’articles écrits sur le domaine de la SFC depuis la fin des 

années 1960. Cet histogramme peut être nuancé par les nombreux articles traitant de 

l’extraction par fluide supercritique (SFE), et non pas de SFC, surtout dans les années 

difficiles pour la SFC (avant les années 2010).  

 

 

Figure 1.1 : Histogramme des publications répertoriées sur Scopus avec les mots clés "supercritical fluid 
chromatography" et "subcritical fluid chromatography" 

 

Ce regain d’intérêt corrèle avec l’apparition des nouveaux appareils plus 

performants sur le marché, et également des colonnes plus performantes comme 

celles trouvées en HPLC. Ce sont des colonnes avec des diamètres de particules plus 
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faibles (sub-2µm) ou à porosité superficielle, afin d’accroitre les performances 

chromatographiques. Ces colonnes vont permettre d’atteindre de très hautes 

performances, des pics très fins avec de très hautes valeurs d’efficacité. Le terme 

d’UHPSFC (chromatographie en phase supercritique à très haute performance) est 

donc utilisé pour désigner la chromatographie utilisant les colonnes de faibles 

particules et des instruments modernes offrant des volumes morts réduits. Ce terme 

peut être comparé avec l’UHPLC (chromatographie liquide à très haute performance), 

qui est la variante à plus haute performance de l’HPLC avec des colonnes à petites 

particules (sub-2µm) et des appareils plus performants avec, par exemple, des 

pompes pouvant aller à plus de 1000 bar.  

Dans une mise au point [7], Caroline West a montré la répartition de l’utilisation de 

colonnes en fonction de la taille des particules dans les publications récentes (2016-

2018). On voit sur la figure 1.2, que les colonnes de faibles particules, avec un 

diamètre inférieur à 2 µm, dominent les applications achirales en SFC. En revanche, 

ces colonnes ne sont pas encore bien implantées dans les applications chirales en 

raison de la faible disponibilité des phases stationnaires chirales à des faibles 

diamètres de particules. L’UHPSFC est donc bien implantée dans les mœurs 

concernant les applications achirales.  

 

 

Figure 1.2 : Fréquence d’utilisation des phases stationnaires à diamètres de particules différents lors 

d’applications achirales et chirales en SFC entre 2016 et 2018. [7] 

 

On peut voir sur les diagrammes de Van Deemter ci-dessous (figure 1.3) que la 

vitesse optimale est plus haute en SFC que celle retrouvée en HPLC et que le terme 
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C de la courbe (remontée après l’optimum) est plus faible. Ceci se traduit par des 

efficacités similaires retrouvées en HPLC mais avec des temps d’analyse beaucoup 

plus courts pour la SFC puisque l’on travaillera à des plus hauts débits. La même 

comparaison peut être faite entre l’UHPLC et l’UHPSFC où l’on peut voir, pour cette 

dernière, un plateau allant de 5 mm/s à plus de 12 mm/s. Les limites sont ici les 

performances de l’appareil chromatographique puisque les pompes sont limitées à 40 

MPa, et plus récemment à 66 MPa. Il sera donc souvent impossible de travailler à de 

telles vitesses linéaires. 

 

 

Figure 1.3 : Courbes de Van Deemter du butylparabène en HPLC (bleu), SFC (violet), UHPLC (rouge), UHPSFC 
(vert). Ces études ont été réalisées sur des colonnes de différentes granulométrie : 1,7 µm pour les tests en 

UHPLC et UHPSFC ; 3,5 µm pour les tests en HPLC et SFC. [8] 

 

Un des avantages des fluides supercritiques se trouve dans leurs propriétés 

physico-chimiques. Comme il est montré dans le tableau 1.1, les fluides supercritiques 

présentent une masse volumique importante combinée à une faible viscosité. Le CO2 

aura une grande diffusivité, ce qui augmentera les performances chromatographiques 

de la SFC vis-à-vis de l’HPLC.  

La proportion de co-solvant observée dans la plupart des applications SFC est 

inférieure à 50%. Il existe une technique intermédiaire entre la SFC et l’HPLC. C’est 

une technique avec des pourcentages importants de co-solvants et des proportions 

plus faibles de CO2. Lorsque la proportion de co-solvant est supérieure à 50%, la 

technique est généralement appelée EFLC (Enhanced-Fluidity Liquid 

Chromatography, ou chromatographie liquide à fluidité améliorée) [9]. L’utilisation 
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d’une faible proportion de CO2 sous pression introduite dans un solvant hydro-

organique a pour principal objectif de réduire la viscosité de la phase mobile et 

d’augmenter les coefficients de diffusion des analytes. Il est à noter que la plupart des 

instruments actuellement disponibles pour le SFC permettent d'utiliser toute la gamme 

de composition de phase mobile, allant de 100% de CO2 à 100% de co-solvant. Les 

deux techniques chromatographiques SFC et HPLC sont alors combinées dans une 

forme de chromatographie unifiée (UC). Bien que cette idée ait été exprimée il y a 20 

ans par Chester [10], elle a été démontrée beaucoup plus tard, notamment par le 

groupe de T. Bamba pour l'analyse des analytes lipophiles et hydrophiles au cours 

d'une même analyse [11]. Dans cette étude, Taguchi et al. ont utilisé un gradient 

d'élution allant de 2 à 100% de co-solvant à la fin du gradient. Ce large gradient était 

nécessaire pour l’élution des vitamines liposolubles et hydrosolubles dans la même 

analyse. Une autre méthodologie similaire a été proposée par Desfontaine et al. [12] 

où les métabolites non polaires et polaires (y compris certains acides aminés natifs) 

ont été analysés avec une élution à gradient unique, également comprise entre 2 et 

100% de co-solvant. 

 

2. Diagramme d’état et fluide supercritique 

 

Tous les composés, lorsqu’ils sont purs, peuvent se retrouver sous trois états de la 

matière différents : gaz, liquide et solide. Cet état dépend de la pression et de la 

température dans lesquelles se trouve ce composé. Des diagrammes existent et 

permettent de représenter ces différents états de la matière en fonction de la pression 

et de la température, comme le montre la figure 1.4.  
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Figure 1.4 : Diagramme de phases d'un corps pur (exemple : le dioxyde de carbone) 

 

Sur cette figure, les courbes représentent les changements d’état pouvant 

intervenir entre ces trois états de la matière : la sublimation entre le solide et le gaz, la 

fusion entre le solide et le liquide et enfin la vaporisation entre le liquide et le gaz . Ces 

diagrammes d’état mettent en évidence deux points particuliers : le point triple et le 

point critique. Le point triple est défini par la coexistence des trois états de la matière, 

seul endroit du diagramme d’état où l’on retrouve cet équilibre. Sur les courbes de 

changement d’état, le composé se retrouve en équilibre entre deux états de la matière. 

Et partout ailleurs ce composé existe sous un seul état de la matière. Le deuxième 

point particulier est le point critique, il se trouve à l’extrémité de la courbe de 

vaporisation. Ce point se caractérise par une pression critique, Pc, et une température 

critique, Tc. Au-delà de ces deux paramètres, le composé se retrouvera dans un état 

appelé supercritique. Les transitions entre la phase liquide et supercritique, et de 

même entre la phase gazeuse et supercritique, sont définies par des changements 

continus des propriétés physiques à la différence de tout autre changement d’état, 

marqué par un trait continu sur le diagramme d’état. Ce phénomène de continuité est 

illustré sur la figure 1.5, où l’on remarque la disparation de l’interface liquide/vapeur, 

présente sur la représentation la plus à gauche, lorsque l’on élève la température et la 

pression. Cette figure traduit l’homogénéité d’un fluide à l’état supercritique.  
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Figure 1.5 : Evolution de l'interface liquide/vapeur en fonction de l'augmentation de la température et de la 
pression, passage d'un mélange biphasique à un mélange homogène [13] 

 

3. Propriétés physico-chimiques d’un fluide supercritique  

 

Cet état supercritique confère des propriétés physico-chimiques particulières au 

fluide concerné. L’état supercritique étant un état de la matière intermédiaire entre le 

liquide et le gaz, les fluides supercritiques vont partager des propriétés intermédiaires 

de ces deux états. La viscosité d’un fluide supercritique est proche de celle d’un gaz, 

alors que sa masse volumique est proche d’un liquide. Un autre paramètre physico-

chimique, le coefficient de diffusion, est quant à lui intermédiaire entre celui d’un liquide 

et d’un gaz. Ces résultats sont visibles dans le tableau 1.1.  

Tableau 1.1 : Propriétés physiques des liquides, fluides supercritiques et gaz [14] 

 
Viscosité 

(cPoise) 

Coefficient diffusion 

Dm (cm²/s) 

Masse volumique 

 (g/cm3) 

Liquides (30°C, 1atm) 0,2 – 3 (0,2 – 3,5) x 10-5 0,6 – 1,6 

Fluides supercritiques 

(conditions variables) 
0,01 – 0,1 (0,2 – 7) x 10-4 0,2 – 1,1 

Gaz (30°C, 1atm) 0,01 – 0,03 0,1 – 0,4 (0,6 – 2) x 10-3 

 

Ces propriétés intermédiaires entre un liquide et un gaz confèrent aux fluides 

supercritiques la possibilité de travailler à un haut débit, grâce à la faible viscosité. En 

ajoutant la forte masse volumique et un coefficient de diffusion intermédiaire, ce fluide 

aura une grande diffusivité et permettra à la SFC d’être une technique à haute 

efficacité.  
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4. Utilisation du dioxyde de carbone (CO2) comme fluide 

supercritique 

 

Plusieurs fluides peuvent être utilisés à l’état supercritique en chromatographie. On 

les retrouve dans le tableau 1.2.  

Tableau 1.2 : Pc et Tc de fluides pouvant être utilisés en chromatographie [15] 

 Tc (°C) Pc (bar) 

Trifluorométhane 26 48 

Dioxyde de carbone 31 74 

Oxyde nitreux 37 73 

Ammoniaque 132 113 

Méthanol 240 80 

Eau 374 221 

   

Comme le présente le tableau, certains points critiques ne sont pas aussi 

accessibles que le CO2. Par exemple l’eau nécessite une température de 374°C et 

une pression de 221 bar pour passer à l’état supercritique. Certains articles utilisent 

cependant l’eau subcritique (eau chauffée sous haute pression) pour faire de 

l’extraction de molécules d’intérêt provenant de plantes, comme des anti-oxydants 

provenant du romarin [16]. Une étude tente aussi de comparer les méthodes utilisant 

l’eau subcritique avec des méthodes traditionnelles, comme l’extraction au Soxhlet, 

sur des clous de girofle [17]. L’eau subcritique a également permis d’extraire des huiles 

essentielles de la plante Thymbra spicata [18] ou bien l’extraction de lipides de 

microalgues (Spirulina platensis et Nannochloropsis salina) [19]. Le méthanol (MeOH) 

a aussi été utilisé comme fluide supercritique pour la synthèse de biocarburants et 

aussi de nanoparticules d’oxyde de zinc [20]. Un fluide, aux valeurs critiques proche 

de celles du dioxyde de carbone, a été utilisé fin des années 90 : il s’agit du 

trifluorométhane [21,22]. Mais, parmi tous ces fluides, celui qui s’est très vite imposé 

comme étant accessible et facile d’utilisation a été le CO2. 

Le CO2 présente de nombreux avantages vis-à-vis de tous les autres fluides 

pouvant être utilisés en SFC. Le premier a déjà été cité dans ce manuscrit, c’est la 

facilité d’atteindre les conditions supercritiques du CO2 avec une température et une 
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pression critique assez basses à la différence de tous les autres exemples du tableau 

1.2. Il est moins contraignant, d’un point de vue instrumental, de devoir chauffer le CO2 

au-delà de 31°C que l’eau à 374°C. L’oxyde nitreux pourrait être une bonne alternative 

mais une étude a montré que c’est un oxydant relativement fort et qu’il peut provoquer 

des explosions [23].  

Le deuxième avantage du CO2 est économique et écologique. Il est non 

inflammable, non toxique, chimiquement inerte et non corrosif. Il est produit en grande 

quantité au niveau industriel, car il s’agit d’un sous-produit de réaction dans quelques 

processus industriels à grande échelle. C’est donc un solvant relativement peu 

couteux et disponible en haute pureté.  

 

II. Applications « naturelles » de la SFC 

 

 Depuis les années 1960 où elle a vu le jour, en grande partie grâce aux travaux 

de Klesper et al [2], la SFC (nommée HPGC à l’époque) a mis du temps à s’imposer 

dans le domaine de la chromatographie en grande partie à cause de l’avènement de 

l’HPLC, comme dit précédemment dans la première partie.  

 Durant les années 1980, la SFC est vue comme une technique intermédiaire 

entre la GC et à l’HPLC mais en raison de la faible fiabilité des appareillages et de la 

mauvaise reproductibilité des analyses, les applications sont encore restreintes. Seul 

le domaine pétrochimique l’utilise et « beaucoup de pionniers de l’industrie 

pharmaceutique qui ont testé l’instrumentation disponible dans les années 1980 ont 

constaté que la technologie était très limitée, voire inutile en raison de sa faible 

reproductibilité » et de considérer la SFC comme « une technique de séparation 

considérée révolutionnaire à son introduction mais dont la réputation s’est détériorée 

au fil des années » [24]. Malgré tout, un système dédié à la SFC a été développé et 

commercialisé par Hewlett-Packard. Il reprend les parties d’une chaine d’HPLC avec 

un régulateur de pression en plus pour maintenir le fluide à l’état supercritique [25]. 

Les auteurs ont démontré, dans cet article, que la SFC donnait des efficacités 

supérieures pour des particules allant de 3 µm à 10 µm, essentiellement pour des 

vitesses linéaires plus grandes lorsque l’on compare à l’HPLC. Ce constat est le même 



40 
 

que l’on peut faire sur les courbes de Van Deemter présentées plus tôt dans ce 

manuscrit sur la figure 4. De plus, durant cette décennie, Novotny et al ont introduit en 

1981 la SFC sur colonnes capillaires, colonnes semblables à celles retrouvées en GC 

[26]. Malgré ces avancées, la SFC est restée dans l’ombre de la GC et de l’HPLC 

durant cette décennie.  

 Dans les années 90, la SFC connait un regain d’intérêt grâce aux travaux de 

celui que beaucoup de chromatographistes considèrent comme le père de la SFC 

moderne, Terry Berger. Il a étudié les composés polaires en SFC utilisant cette fois 

des colonnes remplies (ou « packed columns » en anglais) (et non plus des colonnes 

capillaires qui dominaient la décennie précédente) ainsi que l’impact de l’ajout d’un 

additif dans la phase mobile sur la forme des pics [27–29]. Deux personnes ont publié 

des livres sur l’utilisation de la SFE et SFC avec colonnes remplies dans les années 

1994-1995 [30,31]. A cette époque, la SFC est retrouvée dans plusieurs domaines, 

comme par exemple en pharmaceutique avec l’analyse de barbituriques en CO2 pur 

[32], de sulfonamides [33,34] ou encore d’alcaloïdes opiacés [35]. Des pesticides ont 

également été analysés durant cette décennie [36,37]. Plusieurs applications chirales 

ont vu le jour [38–42] avec des études des phases stationnaires différentes, comme 

une phase chirale de type Pirkle [39], une phase polysaccharide [40], ou d’autres 

sélecteurs chiraux plus exotiques [41,42]. Plusieurs de ces études comparent les 

performances obtenues en HPLC vis-à-vis de la SFC, et les efficacités sont 

généralement meilleures et les temps de rétention plus courts [38,40,42]. Ces 

applications chirales ont permis à la SFC de se développer pendant les années 90. Et 

jusqu’au début des années 2010, seules ces séparations chirales, et surtout l’intérêt 

de la SFC chirale préparative, en raison de l’économie de solvant réalisée comparé à 

l’HPLC préparative, ont maintenu la SFC en vie.  

 Ces dernières années, plusieurs développements relatifs à la SFC ont participé 

au nouvel essor de cette technique chromatographique. Les premiers développements 

se sont faits sur les appareils, avec l’apparition de systèmes chromatographiques 

beaucoup plus performants (système Aurora d’Agilent et UPC2 de Waters), qui ont 

résolu en grande partie les problèmes que l’on pouvait avoir avec les anciens systèmes 

(bruit de fond en UV trop important, mauvaise répétabilité, grands volumes extra-

colonne). Les améliorations du couplage à la spectrométrie de masse ont également 

permis d’ouvrir la SFC à plus d’applications. En effet, il s’agit d’un mode de détection 
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spécifique et c’est le plus utilisé désormais. Dernièrement, un nouvel appareil a été 

commercialisé par Shimadzu (Nexera UC) qui permet de coupler en ligne un système 

d’extraction par fluide supercritique (SFE) avec un système de SFC. Le système 

complet est donc SFE-SFC-UV-MS.   

 

 

Figure 1.6 : Domaines d’application de la SFC entre 2014 et 2018 [7]. 

 

Concernant les applications de la SFC ces dernières années, elles sont en grande 

partie dirigées vers les produits naturels, les bio-analyses et également le domaine 

pharmaceutique comme on peut le voir sur la figure 1.6.   

Le CO2 supercritique est un solvant peu polaire ou non polaire. La valeur de sa 

constante diélectrique, qui est liée à la polarité d’un solvant, est proche de celle des 

alcanes. Etant donné sa faible polarité, le CO2 supercritique pur est utilisé pour 

l’analyse de composés apolaires. Des espèces modérément polaires peuvent être 

éluées en augmentant la densité du fluide grâce à un gradient de pression. En 

revanche, par ajout d’un co-solvant dans la phase mobile, les propriétés de polarité 

vont changer. Des solvants miscibles au CO2 pressurisé, comme le MeOH ou encore 

l’ACN vont pouvoir être ajoutés à ce dernier afin d’augmenter la polarité de la phase 

mobile et permettre d’analyser des molécules de plus en plus polaires. La polarité de 

la phase mobile peut encore être améliorée par ajout d’un additif et/ou d’eau en son 
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sein. Le seul problème à cet ajout d’eau est que celle-ci n’est pas miscible au CO2 

pressurisé en toutes proportions et donc la présence d’un co-solvant assure la 

miscibilité du mélange ternaire, en étant prudent de ne pas entrer dans la zone de 

démixtion. Il reste donc des choses à faire dans le domaine de l’analyse des composés 

polaires en SFC en essayant d’aller au plus près de cette zone de démixtion. 

 

III. Analyse de composés polaires non ionisables en SFC 

 

1. Qu’est-ce que la polarité ?  

 

La polarité d’une molécule est une caractéristique qui décrit la répartition des 

charges partielles positives et négatives au sein de celle-ci. La polarité est due à la 

différence d’électronégativité de deux atomes, un atome va attirer à lui les deux 

électrons engagés dans une liaison. Plus la répartition de ses charges est symétrique, 

et plus la molécule sera apolaire. Un exemple avec le CO2 qui est une molécule plane, 

deux doubles liaisons lient l’atome de carbone avec chacun des atomes d’oxygène. Il 

y a une différence d’électronégativité entre le carbone et l’oxygène, ce dernier est plus 

électronégatif, il attire plus à lui les électrons. Cette différence d’électronégativité va 

induire des charges partielles +, portées par l’atome ayant l’électronégativité la plus 

faible, celui qui « cède » une partie de ses électrons, et -, portées par l’atome ayant 

l’électronégativité la plus forte, celui qui « récupère » une partie des électrons de la 

liaison. Ces deux charges partielles forment un moment dipolaire partiel entre ses deux 

atomes. Mais étant donné que cette molécule est linéaire et symétrique, les deux 

moments dipolaires partiels vont s’annuler en s’additionnant. A l’inverse, la molécule 

d’eau (H2O) n’est pas linéaire, les deux hydrogènes sont liés à l’oxygène et forment un 

angle de 104,45°, les deux moments dipolaires ne s’annulent donc plus à l’addition et 

créent ainsi un moment dipolaire permanent non nul. L’eau est donc une molécule 

polaire à la différence du CO2 qui est apolaire. La figure 1.7 illustre bien ces propos.  
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Figure 1.7 : Structure des molécules d'eau et de dioxyde de carbone illustrant la différence entre une molécule 
apolaire (le dioxyde de carbone) et une molécule polaire (l’eau). 

 

Cependant, le moment dipolaire d'une molécule ne suffit pas à caractériser ses 

capacités d'interaction dans un système chromatographique. Nous pouvons prendre 

comme autre définition le coefficient de partition octanol-eau, log P ou log Ko/w (ou log 

D puisque nous nous intéressons à des espèces ionisables). Cela revient donc à 

s'intéresser aux capacités d'interaction avec l'eau, considérée comme le solvant le plus 

polaire dans notre cas. Il faut cependant faire une distinction entre les composés 

polaires neutres et les composés polaires ionisables. 

La polarité est une notion assez vague, elle varie d’un chimiste à un autre. Les 

composés polaires pourraient être considérés comme étant des composés ayant une 

valeur de log P inférieur à 0, c’est-à-dire un composé qui sera plus soluble dans l’eau 

que dans l’octanol.  

 

2. Composés polaires non ionisables en SFC 

 

Dans une mise au point, Caroline West [43] présente les possibilités de la SFC 

pour analyser les composés polaires. Tous les articles cités emploient une phase 

stationnaire polaire pour l’analyse de composés polaires. Il peut s’agir de phase 

stationnaire silice, ou encore des phases greffées avec un ligand aminopropyl, un 

cyanopropyl ou un propanediol. La phase polaire ne suffit pas pour éluer les composés 

polaires, il faut également une phase mobile capable de les « décrocher » de la phase 
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stationnaire, donc avec une certaine polarité. Elle se demande aussi si l’eau, 

considérée comme le meilleur additif (ou co-solvant ?) n’est pas la solution. Cette eau 

permet d’augmenter la polarité de la phase mobile, et améliorerait la forme des pics 

[44].  

La SFC est une technique qui est bien définie pour toutes les applications de 

composés apolaires. Cependant, comme dit précédemment en fin de partie II, il 

resterait à définir les limites en termes de gamme de polarité des molécules 

analysables en SFC.  

En SFC, il est dit que l’on peut analyser facilement des composés qui sont solubles 

à hauteur de 1 mg/mL dans le MeOH [45]. En revanche, la SFC est généralement 

reconnue comme étant incapable d’analyser des composés solubles dans l’eau [29]. 

Cependant, plusieurs études ont montré que l’analyse de composés solubles dans 

l’eau était possible, avec par exemple l’analyse d’une molécule dissoute dans l’eau 

[46], les pics n’étaient pas bien définis mais l’ajout d’1 mM d’acide citrique comme 

additif a permis d’avoir un pic bien défini mais un peu dissymétrique. Des travaux de 

Mukherjee et Cook [47,48] sur des molécules pharmaceutiques ont également montré 

des analyses de composés polaires solubles dans l’eau. La liste des molécules 

analysées est récapitulée dans le tableau 1.3 à la fin de cette sous-partie. 

Deux choses sont donc nécessaires pour analyser des composés polaires en 

SFC :  

- Une phase stationnaire assez polaire pour pouvoir retenir les composés. 

 

- Une phase mobile plutôt polaire pour permettre une bonne solubilité des 

composés et pour également éluer les composés assez rapidement.  

Dès 1990, des études ont été effectuées dans notre institut, l’ICOA, sur des 

composés polaires non ionisables avec des glucopyranosides, tel que le glucose, sur 

une colonne cyanopropyle [49] avec une phase mobile composée d’un mélange 

CO2/MeOH (93,75/6,25, v/v). Dans ces conditions, le glucose est élué assez 

rapidement mais le pic est large. D’autres études du même groupe ont été faites sur 

d’autres sucres (mannose, fructose, xylose, …) sur des phases polaires de type 

propanediol, nitropropyle ou cyanopropyle [50]. Une autre équipe française a 

également réussi à éluer des sucres sur une colonne plutôt apolaire de type C18, avec 
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seulement 7,5% de MeOH dans le dioxyde de carbone [51]. Plus récemment, Pauk et 

al. [52] ont analysé des monosaccharides en gradient d’élution allant de 5% à 30% de 

co-solvant, un mélange de MeOH, d’eau et d’acide formique (91:5:4 ; v/v/v) . Des 

glycosphingolipides, qui sont des chaines glucidiques liées à une molécule de 

sphingosine, ont également été analysés avec une détection a ionisation de flamme 

(FID) avec des colonnes capillaires [53]. Ces molécules sont amphiphiles du fait de la 

partie lipidique, ce qui les rend plus apolaires que des sucres simples. Un autre article 

de Deschamps et al. traite de ces molécules en SFC sur colonne remplie [54], où ils 

sont analysés en gradient avec jusqu’à 40% de MeOH. Le détecteur le plus utilisé pour 

les glucides est le détecteur évaporatif à diffusion de lumière (DEDL) [55–57]. 

L’utilisation du FID n’est maintenant plus possible à cause de l’ajout d’un co-solvant 

polaire afin d’obtenir une meilleure solubilité des glucides. A l’ICOA, Salvador et al. 

[57] ont donc utilisé la SFC-DEDL pour la séparation de glucides. Une séparation de 

huit monosaccharides a été obtenue en moins de dix minutes avec une phase mobile 

composée de 20% de co-solvant dans le CO2 sur une colonne aminopropyle. Le co-

solvant étant constitué d’un mélange MeOH/H2O/TEA dans les proportions suivantes : 

91,5/8,0/0,5. Toujours dans notre laboratoire, Morin-Allory et Herbreteau [55] utilisent 

la SFC-DEDL pour l’analyse de douze sucres et des polyols, et Herbreteau et al. [58], 

pour l’analyse de sucres méthylés et cyclodextrines, ont comparé la SFC-DEDL avec 

la SFC-MS, cette dernière pouvant donner des informations structurales sur le nombre 

de groupes méthyles et leurs positions. Une dernière étude, en EFLC, a été décrite 

par Bennett et Olesik [59] sur l’inuline, un fructane, qui est un polysaccharide trouvé 

dans de nombreuses plantes. Cette molécule est analysée en mélange ternaire avec 

de très faibles proportions de CO2, et un mélange de MeOH et d’eau. La proportion de 

CO2 varie de 20% à 5% au cours de l’analyse. Le co-solvant utilisé est un mélange 

hydroalcoolique à différentes proportions. De la triéthylamine est ajoutée, à hauteur de 

2%, dans le co-solvant afin d’améliorer la forme des pics. Toutes ces molécules sont 

analysées sur des phases polaires (cyanopropyle, aminopropyle ou propanediol) avec 

de faibles pourcentages en CO2 aux alentours de 10%. Ces molécules ne nécessitent 

pas d’additifs ou de forts pourcentages de co-solvant pour être éluées. 

Une autre famille de composés polaires non ionisables a été bien étudiée, il s’agit 

de la famille des benzamides ou sulfonamides. Ce sont des composés possédant une 

fonction amide, composée d’un groupement carbonyle lié à un atome d’azote. Selon 
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les calculs délivrés par le site Chemicalize (consulté le 03/05/2019), ces composés ont 

un log P aux alentours de 0, ils sont donc autant solubles dans une phase apolaire que 

dans une phase polaire. Perkins et al. [34] s’est penché sur la séparation de dix 

sulfonamides avec huit d’entre eux entièrement séparés en dix minutes sur des phases 

polaires de type silice ou aminopropyle. Un gradient d’élution de 15% de co-solvant à 

25% dans le CO2 a permis d’atteindre cette séparation. Des conditions similaires ont 

été utilisées par Dost et al. [60] pour la séparation de six sulfonamides en quatorze 

minutes avec cette fois ci une phase de type cyanopropyle en utilisant une double 

détection UV-MS. Terry Berger s’est également intéressé à l’analyse de composés 

amidés [61,62]. Dans la plus ancienne publication (1993) [61], un additif basique, 

l’isopropylamine, a été ajouté à la phase mobile afin de symétriser les pics puisqu’il 

s’intéressait à un mélange de dérivés d’aniline, de benzylamine et de benzamide. Ces 

deux premières molécules étant basiques, un additif est recommandé pour améliorer 

la forme des pics. Concernant uniquement les benzamides, une séparation de cinq 

molécules a été atteinte en vingt minutes sur une colonne de type silice en mode 

isocratique avec 10% de MeOH dans le CO2. Dans la publication la plus récente (2013) 

[62], il utilise une colonne remplie de particules sub-2 µm et arrive à séparer 9 

sulfonamides en 4 min. La colonne utilisée est encore une fois une silice, avec une 

granulométrie de 1,8 µm, il s’agit donc d’UHPSFC. Un couplage de colonnes est aussi 

possible comme le montre Combs et al. [63] avec le couplage d’une colonne de type 

silice avec une colonne aminopropyle pour l’analyse de huit sulfonamides. Différents 

couplages ont été testés entre une colonne cyanopropyle suivie d’une aminopropyle 

ou alors une colonne silice suivie d’une aminopropyle afin d’éliminer des coélutions, et 

des différences de sélectivité ont été constatées. Berry et al. [33] ont également 

analysé des sulfonamides avec une phase stationnaire faite de silice. Mais ils ont aussi 

étudié d’autres composés polaires comme des xanthines (caféine, théophylline et 

théobromine) et des pesticides avec les mêmes conditions, c’est-à-dire des analyses 

sur des phases polaires (silice ou aminopropyle) en isocratique avec des proportions 

de MeOH entre 10% et 15% dans le CO2. A travers ces travaux, on remarque que des 

phases polaires (silice, cyanopropyle, aminopropyle, propanediol) sont 

recommandées, et très fréquemment utilisées, pour analyser les molécules amidées 

et sulfamidées.  
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Des molécules naturelles ont été extraites pour ensuite être analysées en SFC. 

C’est le cas des feuilles de maté et du saule blanc. Alexandre Grand-Guillaume 

Perrenoud et al. [64] décrit l’analyse d’extraits de ces plantes contenant plusieurs 

familles de molécules comme des alcaloïdes, des terpènes, des flavonoïdes et aussi 

des iridoïdes. Cette dernière famille est intéressante car il s’agit de petits terpènes 

polaires, portant généralement un résidu glucose. Les iridoïdes possèdent plusieurs 

propriétés pharmaceutiques, telles que des propriétés cardiovasculaires, anti-

inflammatoires ou encore antitumorales. Ces analyses sont réalisées en UHPSFC 

avec une colonne sub-2 µm, la Torus Diol. La phase mobile utilisée est un mélange de 

MeOH contenant 10 mM de formiate d’ammonium ainsi que 2% d’eau. Ce co-solvant 

étant bien évidemment mélangé dans le CO2. Les analyses sont réalisées en gradient 

commençant à 2% de co-solvant et se finissant à 40%. Grâce à la double détection 

UV et MS, un iridoïde a pu être identifié et il s’agit de la molécule de gentiopicroside 

(log P = -3,03), c’est donc une molécule très polaire, 1000 fois plus soluble dans l’eau 

que dans l’octanol. Dans ces conditions, cette molécule est éluée en cinq minutes, 

vers la fin du gradient où le pourcentage de co-solvant est le plus fort et donc la polarité 

de la phase mobile plus importante. Un autre exemple de molécule polaire non 

ionisable naturelle a été décrit par Huang et al. [65]. Dans cet article, des nucléosides, 

des nucléobases et des ginsenosides sont analysés dans des extraits de Ginseng. 

Ces composés sont porteurs de nombreuses fonctions hydroxyles, ce qui les rend 

polaires. Ils ont étudié les effets du co-solvant utilisé ainsi que de l’additif présent dans 

la phase mobile et ont conclu que le mélange idéal est du MeOH avec 5 mM d’acétate 

d’ammonium. Les analyses se déroulent une nouvelle fois sur une phase stationnaire 

polaire de type silice, avec un gradient d’élution allant de 15% à 35% de phase mobile. 

Ce même groupe a également étudié des saponines triterpènoïdes, comme les 

kudinosides, des triterpènes glycosylés (de xylose, rhamnose ou glucose) [66]. Ce 

sont des molécules amphiphiles avec des log P négatifs. Une phase silice a été utilisée 

pour la séparation de six kudinosides. Un gradient d’élution commençant à 30% de co-

solvant et finissant à 50% a été employé ce qui a permis à ces six kudinosides d’être 

séparées en dix minutes. L’impact de l’eau, en tant qu’additif, a été discuté et il s’avère 

qu’elle est nécessaire. En effet, lors des essais sans eau, les résultats sont décevants, 

signal sur bruit très faible et mauvaise séparation. Dès lors que de l’eau est ajoutée, 

la séparation s’améliore et les pics s’affinent. 10% d’eau dans le MeOH a été retenu 

comme étant les meilleures conditions d’analyse pour la suite. Ils ont ensuite évalué 
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l’impact d’ajout d’un additif et encore une fois on observe une meilleure réponse avec 

des pics plus fins. Le co-solvant final est donc un mélange de MeOH avec 10% d’eau 

et 0,05% d’acide formique. Un dernier exemple de molécules naturelles concerne les 

ginkgolides [67], des diterpènes riches en oxygène (lactones et hydroxyles, log P ≈ 0) 

provenant du Ginkgo biloba, un arbre qui aurait survécu à l’explosion de la bombe 

atomique à Hiroshima. Ils analysent ces molécules en utilisant un gradient allant de 

10% à 35% de co-solvant, un mélange de MeOH, de 5% d’eau et 10 mM d’acétate 

d’ammonium. 

 

  



49 
 

Tableau 1.3 : Molécules polaires non ionisables (noms, structures, log P*, références) 

*Les log P sont déterminés sur Chemicalize (ChemAxon) 

Nom Structure log P Référence 

Glucose (et dérivés) 

 

-2,93 
[49–52, 

55–58] 

Inuline 

 

0,88 [59] 

Sulphadoxine 

(Sulfonamides) 

 

0,58 [34,60–63] 

Gentiopicroside 

(Iridoïdes) 

 

-1,38 [64] 

Ginsenosides 

 

 

0,68 [65] 
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Kudinosides 

 

-0,68 [66] 

Ginkgolides 

 

0,34 [67] 
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IV. Analyse de composés polaires ionisables en SFC 

 

 Des composés polaires non ionisables sont donc analysés en SFC. Qu’en est-

il alors des composés ionisables ? Un composé ionisable est un composé qui peut 

exister sous différentes formes, moléculaire et ionique, en fonction du pH de la phase 

mobile. En SFC, lorsque l’on travaille avec une phase mobile classique contenant un 

pourcentage modéré de MeOH dans le CO2, le pH apparent de cette phase mobile 

sera aux alentours de 5 [68]. A ce pH, des composés peuvent se trouver sous leurs 

formes ioniques. C’est le cas pour des acides forts ou bases fortes par exemple. Le 

pH sera supérieur au pKa des acides, ils seront donc déprotonés et inversement pour 

les bases qui se trouveront protonées à un pH inférieur à leurs pKa. 

 

1. Molécules polaires acides  

 

Des molécules polaires avec des fonctions acides ionisables ont été analysées en 

SFC. Il peut s’agir de groupements carboxylates, qui se trouveront déprotonées au pH 

apparent de la phase mobile ou encore de groupements phosphates, phosphonates 

ou sulfoniques. La liste des molécules analysées est récapitulée dans le tableau 1.4 à 

la fin de cette sous-partie. 

Dans leur article, Berger et Deye [27] ont étudié l’effet des additifs sur la séparation 

de trois acides benzoïques et ce sur cinq phases stationnaires différentes. Un des 

acides étudiés est l’acide trimellitique, un cycle aromatique portant trois fonctions 

acides carboxyliques, son log P est aux alentours de 1. 0,2% d’additifs ont été ajoutés 

dans du MeOH et ils ont remarqué que lorsque les acides utilisés en tant qu’additifs 

ne sont pas plus forts que les acides étudiés, il n’y a pas d’amélioration de la forme 

des pics. Il faut donc utiliser en additif un acide plus fort que les acides que l’on veut 

analyser. Berger et Deye ont également étudié les acides hydroxybenzoïques [69]. Ils 

ont tous un log P aux alentours de 1 et ils parviennent à séparer dix acides 

hydroxybenzoïques en deux minutes sur une phase cyanopropyle, avec une phase 

mobile constituée de 7,4% de MeOH dans le CO2. Un additif a été ajouté, afin 

d’améliorer la forme des pics des acides étudiés, il s’agit de l’acide citrique à 0,6%. 



52 
 

Des essais ont été faits sans additifs et il a un impact significatif sur la rétention et 

surtout sur la forme des pics. Jiang et al. [70] ont étudié des acides phénoliques en 

SFC. Ils ont testé plusieurs phases stationnaires différentes pour ces analyses : une 

phase BEH de silice hybride ; une phase BEH 2-éthylpyridine ; une phase CSH 

pentafluorophényl ; et une phase HSS C18 SB. Avec la phase HSS C18 SB, la moins 

polaire, les composés sont élués le plus rapidement sans une bonne séparation. 

Concernant les trois autres phases, les meilleurs résultats en termes de forme de pics 

ont été obtenus sur la BEH. Ils ont aussi évalué la meilleure phase mobile à utiliser 

entre du MeOH pur, de l’ACN pur ou alors un mélange des deux. Les meilleures 

conditions furent une phase mobile contenant du CO2 avec un co-solvant fait d’un 

mélange de MeOH et d’ACN avec 1% de l’acide trifluoroacétique (TFA) en gradient 

d’élution allant de 12% à 40% de co-solvant. L’additif, un acide fort, est ajouté en raison 

de l’analyse de composés ioniques. Il a été démontré que les additifs améliorent la 

forme des pics [27,71].  

Des études se portent à la fois sur des acides et des bases. Comme Ishibashi et 

al. [72] qui se penchent sur l’analyse de pesticides par SFC-MS. Ils comparent trois 

phases stationnaires différentes, une phase C18 hydrophobe, une autre phase C18 

avec un groupement polaire intercalé et une phase cyanopropyle. L’analyse se fait en 

gradient d’élution allant de 5% à 40% de co-solvant, un mélange de CO2 et de MeOH 

avec 0,1% de formiate d’ammonium. Un additif basique a été ajouté ici puisque cet 

article traite à la fois de pesticides acides et basiques. Un pesticide polaire acide 

analysé est le Fosetyl, il s’agit d’un fongicide pour la viticulture ou encore utilisé contre 

le mildiou. Ce pesticide porte un groupement phosphonate et son log P est de -2,70 

(log D = -5,3 à pH 5,5) [72], ce qui en fait un composé très polaire. Sur la phase C18 

hydrophobe, ce pesticide est élué rapidement en raison de sa forte affinité pour la 

phase mobile. En revanche avec les deux phases plutôt polaires, ce pesticide est plus 

retenu et les dix-sept pesticides sont quasiment complètement séparés en onze 

minutes lors de l’analyse avec la phase C18 avec un groupement polaire intercalé, 

l’Inertsil ODS-EP. L’hydrazide maléique, un pesticide basique, utilisé comme 

régulateur de croissance, est analysé de la même façon. C’est une molécule très 

polaire puisque son log P est inférieur à -2. Une autre étude porte sur des métabolites 

acides et basiques de la flupirtine, un analgésique, dans les urines [73]. Les 

métabolites polaires acides sont les acides 4-fluoro hippurique et 3,4-difluoro 
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hippurique. Ces molécules sont plutôt polaires, elles ont un log P de 0,67 et 0,81. Elles 

sont analysées sur la Lux Amylose-2, une phase polysaccharide avec un gradient 

d’élution allant de 5% à 25% de co-solvant, un mélange de MeOH avec 0,225% d’eau 

et 0,075% d’ammoniaque.  

Un dernier exemple est l’étude de nucléotides, comme l’adénosine 

monophosphate. Philibert et Olesik [74] étudient ces nucléotides avec l’EFLC. Les 

nucléotides sont analysés en EFLC sur une phase amide. Les conditions finales 

d’analyse ont été 90% de MeOH et 10% d’un mélange d’une solution de 75 mM de 

phosphate d’ammonium avec 5 mM de DBN (1,5-diazabicyclo[4,3,0]non-5-ène, une 

base forte) et 0,2 M de chlorure de sodium. Ils ont étudié l’impact qu’avait l’ajout de 

concentration croissante de CO2 au sein de ce mélange complexe, et ont conclu que 

cela retardait l’élution des composés polaires mais améliorait la séparation, en raison 

de son apolarité. L’ajout d’un additif impacte significativement la rétention des 

composés également.  

Globalement, sur tous ces exemples, l’ajout d’un additif est quasiment 

indispensable pour favoriser la forme des pics ainsi qu’un certain pourcentage de co-

solvant pour permettre l’élution des composés polaires. Concernant les phases 

stationnaires, il faut aussi qu’elles possèdent des fonctions polaires pour permettre un 

minimum de rétention.  
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Tableau 1.4 : Molécules polaires acides (noms, structures, log P*, références) 

*Les log P sont déterminés sur Chemicalize (ChemAxon) 

 

  

Nom Structure log P Référence 

Acide chlorogénique 

 

-0,27 [70] 

Acide trimellitique 

 

0,95 [27] 

Acide 3-

hydroxybenzoique 

 

1,33 [69] 

Fosetyl 

 

-0,41 [72] 

Acide 4-fluoro 

hippurique 
 

0,67 [73] 

Adénosine 

monophosphate 

 

-4,75 [74] 
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2. Molécules polaires basiques 

 

Des molécules polaires avec des fonctions basiques ont également été analysées. 

Ce sont généralement des fonctions amines qui vont être protonées à un pH de 5. La 

liste des molécules analysées est récapitulée dans le tableau 1.5 à la fin de cette sous-

partie.  

De nombreux articles traitent de l’analyse de composés pharmaceutiques basiques 

en SFC [75–78]. Parmi ces quatre exemples, trois antibiotiques sont traités. Le premier 

est l’isoniazide par Prajapati et Agrawal [75] Cet antibiotique, agissant sur les bacilles 

de Koch, ainsi que deux de ses impuretés sont analysés sur une colonne C18. Cet 

antibiotique porte une fonction amine primaire et sera donc sous forme ammonium à 

un pH de 5. La phase mobile utilisée est un mélange de 85% de CO2 avec 15% de co-

solvant. Le co-solvant est un mélange de dichlorométhane avec du MeOH, de l’acétate 

d’éthyle et de l’acide formique dans les proportions 70/30/0,5/0,1. Cette même équipe 

de recherche s’est également penchée sur un autre antibiotique, l’éthambutol [76]. Ils 

l’analysent encore une fois sur une colonne C18, l’Inertsil ODS-C18. Du fait que son 

log P soit plus élevé (-0,06 pour l’éthambutol contre -0,69 pour l’isoniazide), il faut un 

pourcentage moins élevé de co-solvant polaire pour l’éluer. Ceci se traduit par le fait 

qu’une élution isocratique à 90/10 de CO2/MeOH suffit pour éluer l’éthambutol en 

seulement trois minutes. Le troisième antibiotique étudié est la rifampicine, ainsi que 

ses impuretés, par Li et al. [77] Ils font un criblage de plusieurs phases stationnaires 

afin de choisir la meilleure entre la phase UPC² BEH, Torus Diol, Torus 1-AA et Torus 

2-Pic. Sur les deux dernières colonnes, la rifampicine est trop retenue dans toutes les 

conditions testées. Il reste donc la BEH et la Diol sur lesquelles ils vont tester l’impact 

de l’ajout d’un additif : formiate d’ammonium, acide formique, triéthylamine (TEA) et 

eau. Sur la BEH, le meilleur additif est la TEA pour l’amélioration de la forme des pics. 

En revanche, pour la Torus Diol, la meilleure combinaison d’additifs est un mélange 

de 0,1% de formiate d’ammonium et 2% d’eau. Les analyses ont été effectuées en 

gradient d’élution, partant de 15% de co-solvant et se finissant à 40%. Dans ces 

conditions, la rifampicine et ses 6 impuretés sont séparées en moins de quatre 

minutes. Après ces 3 antibiotiques, un autre exemple est celui d’un bêta-bloquant, le 

métoprolol [78]. Celui-ci et ses treize impuretés ont été analysés sur une phase 

aminopropyle en mode isocratique avec un mélange de 92% de CO2 et de 8% de 
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MeOH sans additifs dans la phase mobile. Dans ces conditions, la séparation est 

effective en vingt minutes et les pis sont assez larges. Une amélioration pourrait être 

envisageable avec les résultats précédents, en ajoutant un additif puisque l’on a vu 

que cela favorisait la forme des pics, et aussi diminuait légèrement la rétention. 

Ramsey et al. [79] analyse entre autres le triméthoprime (log P = 0,79), un anti-

infectieux utilisé dans le traitement des cystites ou de plusieurs infections (antibiotique 

aminopyrimidine). Cette molécule est éluée en dix minutes sur une phase stationnaire 

aminopropyle avec un gradient d’élution allant d’une phase contenant 100% de CO2 à 

un mélange 80/20 CO2/MeOH. Une autre molécule pharmaceutique polaire basique a 

été étudiée dernièrement, il s’agit du salbutamol (log P = 0,34). Dispas et al. [80,81] 

ont développé une méthode d’analyse en SFC du salbutamol pour la comparer, et 

améliorer celle de référence. La méthode de référence d’analyse dans la 

Pharmacopée Européenne est une méthode de cinquante minutes utilisant du sodium 

heptanesulfonate comme agent d’appariement d’ions, c’est une méthode longue et 

difficile à mettre en place. Plusieurs études ont montré que la SFC pouvait être une 

alternative pour le contrôle qualité de médicaments [82–85]. Une méthode SFC a donc 

été créée utilisant la colonne Torus Diéthylamine (DEA) avec un gradient allant de 5% 

de co-solvant à 35% en fin de gradient. Le co-solvant utilisé a été du MeOH avec 0,1% 

d’hydroxyde d’ammonium. Avec cette méthode, le temps d’analyse est réduit de 

cinquante minutes à dix minutes. Une étude inter-laboratoires à laquelle nous avons 

participé a été menée suite à ce développement de méthode réunissant 19 

laboratoires possédant une chaine UPC² commercialisée par Waters afin d’étudier la 

reproductibilité inter-laboratoires de la SFC [81]. Il s’agit de la première étude inter-

laboratoires en SFC, et les répétabilités et reproductibilités sont trouvées similaires ou 

meilleures que celles obtenues pour des méthodes HPLC, ce qui montre le travail des 

fournisseurs d’instruments analytiques pour que les appareils de SFC soient robustes 

et produisent des analyses répétables. 

Des molécules polaires présentes dans les fluides et tissus biologiques ont 

également été analysées en SFC. Parmi ces molécules, on peut citer une cytokine, 

l’histamine, une substance de signalisation cellulaire [86]. Cette molécule a été étudiée 

par Dispas et al. au cours d’un plan d’expériences. L’utilisation de ce genre de 

méthodologie dans le développement de méthodes analytiques est assez innovante. 

Des exemples de développement de méthodes existent pour une séparation de 19 
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molécules contre la malaria [87], ou encore une séparation de 16 molécules 

pharmaceutiques candidates pour une administration par voie gingivo-jugale [88].  Elle 

est de plus en plus demandée dans les industries pharmaceutiques pour apporter de 

la robustesse aux méthodes développées en un temps assez court. Les plans 

d’expériences se caractérisent par l’obtention d’un « Design Space » ou espace de 

conception, zone où la méthode répond aux spécifications imposées au départ. Avec 

cet espace de conception, une nouvelle validation de méthode n’est pas nécessaire si 

l’on se trouve encore dans cet espace, ce qui permet de gagner du temps si des 

légères modifications de méthode sont nécessaires. Les guidelines ICH commencent 

à encourager l’utilisation de cette méthodologie [89]. Dans l’étude de Dispas et al., 

deux plans ont été utilisés : un plan de criblage et un plan d’optimisation. Le plan de 

criblage est utilisé pour définir quels sont les facteurs qui sont significativement 

impactant sur la réponse regardée. Le plan d’optimisation est utilisé pour obtenir une 

zone de robustesse de la méthode et un point optimum où tous les critères fixés sont 

atteints. Le plan de criblage a permis de choisir la phase stationnaire idéale, ainsi 

qu’une phase mobile et un additif pour permettre l’élution de tous les composés en 

moins de quinze minutes. Le résultat fut une analyse sur la phase éthylpyridine avec 

du MeOH comme co-solvant et du TFA en additif. Le plan d’optimisation a permis de 

fixer tous les autres paramètres tels que la pente du gradient, la température ainsi que 

la concentration en additif. Les résultats finaux sont un gradient de 5% à 40% de co-

solvant et un ajout de 25 mM de TFA. 

D’autres molécules biologiques ont été analysées, des nucléobases porteuses de 

fonctions basiques comme la cytosine [90]. Beaucoup d’expériences ont été réalisées 

pour trouver la bonne combinaison de phase stationnaire, phase mobile et additif afin 

d’avoir une séparation des quatre nucléobases. Les colonnes testées ont été des 

colonnes polaires de type cyanopropyle, propanediol ou éthylpyridine. Une très faible 

qualité de séparation a été observée avec la colonne Diol quel que soit l’alcool utilisé 

en co-solvant (MeOH, EtOH, PrOH, BuOH). Deux nucléobases, la thymine et l’uracile 

ont donné de très bonnes formes de pics lors de tests sans additifs, alors que les deux 

autres étaient larges et nécessitaient la présence d’un additif pour avoir une belle 

forme. Des tests avec l’eau comme additif ont été faits et cela a donné une bonne 

séparation des nucléobases avec des pics plutôt fins. Les conditions finales d’analyse 

ont été la phase éthylpyridine avec du MeOH en co-solvant et 5 mM d’acétate 
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d’ammonium avec 5% d’eau. Les analyses sont réalisées en gradient partant de 20% 

de co-solvant et terminant à 50%, c’est une phase mobile relativement polaire qui est 

nécessaire pour l’élution de ces nucléobases. Un autre article traite des nucléobases 

en SFC [91] avec l’élution de cinq nucléobases en moins de 10 min à l’aide d’un 

mélange ternaire contenant du CO2, de l’éthanol (EtOH) et un tampon formiate 

d’ammonium / acide formique.  

La nornicotine est un alcaloïde présent dans diverses plantes, et notamment la 

plante de tabac. C’est un analogue de la nicotine puisque seulement un groupement 

méthyle les sépare. C’est une molécule chirale, polaire et qui contient une amine 

secondaire. Une étude de cette molécule a été effectuée sur quatre colonnes 

polysaccharides [92]. Les auteurs ont remarqué que l’élution de cette nornicotine n’est 

possible sur aucune des phases stationnaires testées lorsque l’on n’utilise pas 

d’additifs dans la phase mobile, même avec 40% de co-solvant. Cependant, dès l’ajout 

de 0,05% d’ammoniaque, on retrouve l’élution et l’énantioséparation des deux formes 

de la nornicotine. En revanche, si l’on remplace l’ammoniaque par de l’acide formique, 

l’énantioséparation est perdue. Un gradient est utilisé allant de 4% de co-solvant à 

40%, le co-solvant étant du MeOH avec 0,05% d’ammoniaque. Parmi les quatre 

colonnes polysaccharides étudiées, la colonne immobilisée Chiralpak® IC-3 s’est 

montrée la meilleure avec la séparation complète des deux énantiomères de la 

nornicotine en quatre minutes. Sur les trois autres colonnes (Waters Trefoil AMY1, 

CEL1 et CEL2) la séparation est incomplète mais pourrait facilement s’améliorer en 

faisant quelques changements dans les conditions analytiques.  

La même observation que pour les composés polaires acides est faite ici avec 

l’amélioration des paramètres chromatographiques, tel que l’asymétrie, la rétention, le 

rapport signal sur bruit, qui s’améliore grandement lorsqu’un additif est ajouté 

[77,90,92]. L’utilisation conjointe d’eau et d’un additif basique, acide ou d’un sel semble 

être une bonne solution dans la majorité des cas.  
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Tableau 1.5 : Molécules polaires basiques (noms, structures, log P*, références) 

*Les log P sont déterminés sur Chemicalize (ChemAxon). 

Nom Structure log P Référence 

Isoniazide 

 

-0,69 [75] 

Ethambutol 

 

-0,06 [76] 

Rifampicine 

 

0,77 [77] 

Métoprolol 

 

1,76 [78] 

Triméthoprime 

 

1,28 [79] 

Histamine 

 

-0,70 [86] 
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Cytosine 

 

-1,24 [90] 

Nornicotine 

 

0,78 [92] 

Hydrazide 

maléique  

-2,25 [72] 
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3. Molécules polaires ioniques 

 

Certaines molécules sont chargées sans influence du pH, par exemple un 

ammonium quaternaire ou encore un oxygène impliqué dans une double et une simple 

liaison comme dans les anthocyanes ou encore dans les phospholipides (porteurs 

d’une fonction phosphorique chargée). Ce sont des molécules amphiphiles, 

composées d’une « tête » polaire porteuse du groupement phosphorique et de 

longues chaines carbonées hydrophobes. La liste des molécules analysées est 

récapitulée dans le tableau 1.6 à la fin de cette sous-partie. 

Suto et al. ont analysé deux molécules alcaloïdes en 1997, la berbérine et la 

palmatine [93]. Ce sont des molécules qui contiennent un azote chargé positivement 

puisqu’il est impliqué dans quatre liaisons. Ce sont des molécules polaires, leur log P 

est de -1,28 et -1,22 respectivement. Ils ont extrait ces deux molécules d’une des 

cinquante plantes fondamentales de la médecine traditionnelle chinoise, Huáng bǎi 

(ou Cortex phellodendri) avec une technique d’extraction par SFE en utilisant la même 

composition de phase mobile que pour l’analyse en SFC après l’extraction, un mélange 

de CO2 avec du MeOH et 100 mM de Dioctyl sodium sulfosuccinate (DSS), un 

surfactant chargé négativement. Une paire d’ions est alors formée entre la charge 

positive portée par l’azote de la berbérine et de la palmatine avec la charge négative 

du sulfonate. Cette paire d’ions « neutralise » la molécule et diminue sa polarité en 

apportant des chaines hydrophobes comme on peut le voir sur la figure 1.8, ce qui 

augmente sa solubilité dans le CO2.  

 

Figure 1.8 : Structure du dioctyl sodium sulfosuccinate 

 

L’élution des deux molécules se fait sur une phase stationnaire polaire faite de 

silice avec une phase mobile constituée de 85% de CO2 et de 15% du co-solvant utilisé 

pour l’extraction.  
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Des agents de paires d’ions ont également été utilisés dans d’autres travaux de 

Zheng et al. [94,95] Dans le premier article de 2005 [94], ils analysent trois 

arylsulfonates de sodium, dont deux sont très apolaires en raison de longues chaines 

d’hydrocarbure, mais le dernier, le p-toluènesulfonate de sodium, est quant à lui polaire 

car son log P est aux alentours de 1. Plusieurs additifs ont été testés : acétate de 

lithium, acétate d’ammonium, acétate de tétraméthylammonium, acétate de 

tétrabutylammonium, chlorure d’ammonium. Trois phases stationnaires ont également 

été criblées : deux phases cyanopropyle et une phase silice. Les premiers tests 

effectués ont montré qu’un additif était nécessaire pour l’élution de ces composés 

puisqu’avec du MeOH pur, aucun des composés n’a été élué. Ensuite tous les additifs, 

à 2,5 mM, ont été testés sur toutes les phases stationnaires. Concernant la molécule 

qui nous intéresse, le p-toluènesulfonate de sodium, les meilleurs conditions utilisent 

la phase silice avec de l’acétate d’ammonium ou de l’acétate de tétrabutylammonium. 

Avec les autres additifs, ou même sans additifs, le pic correspondant à cette molécule 

était très large et peu intense. L’additif est donc indispensable pour avoir des 

performances chromatographiques convenables. L’autre article de Zheng et al. [95] 

porte sur d’autres molécules chargées, dont le chlorure de benzyltriméthylammonium 

qui est une molécule fortement polaire avec un log P de -2,25. Le même constat que 

précédemment est effectué avec la non-élution des composés avec du MeOH seul en 

tant que co-solvant alors qu’elle redevient effective dès l’ajout d’un additif. Le chlorure 

de benzyltriméthylammonium a été élué convenablement sur une phase éthylpyridine 

avec 20% de co-solvant contenant du MeOH et 2,5 mM d’acétate d’ammonium. 

Cependant le pic reste assez large et dissymétrique. Une autre nouvelle méthode a 

été abordée dans cet article, celle de l’échange d’ions. Une colonne SAX (strong anion 

exchange) a été utilisée et l’on remarque une nette amélioration de la forme des pics 

lors de l’utilisation de cette colonne avec un additif dans la phase mobile ; lors des 

analyses avec du MeOH pur, les pics restent larges et peu intenses. Le pourcentage 

de co-solvant a également son importance sur la forme des pics. En effet à 30%, le 

pic du chlorure de benzyltriméthylammonium est assez large et trainant alors qu’à 40% 

il est plutôt fin, intense et élué en seulement deux minutes. 

Le dernier exemple pris est à nouveau celui des pesticides décrits par Ishibashi et 

al. [72]. Dans les pesticides étudiés se trouve le Diquat dibromure, une molécule 

contenant deux charges positives portées par deux azotes. Les analyses sont 
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effectuées sur une colonne C18 avec un groupement polaire, l’Inertsil ODS-EP en 

gradient d’élution allant de 5% à 40% de co-solvant, un mélange de CO2 et de MeOH 

avec 0,1% de formiate d’ammonium. Ce pesticide est élué tardivement, pendant le 

plateau à 40% en fin de gradient, ce qui prouve bien qu’il nécessite une phase mobile 

d’une certaine polarité pour être décroché de la phase stationnaire.  

En conclusion de cette partie sur l’analyse de molécules polaires ionisables et 

ioniques (acides, basiques ou porteuses d’une charge permanente), le constat est 

sans appel. Il est quasiment impératif d’utiliser une phase stationnaire polaire ou 

possédant une fonction polaire (comme les C18 à groupement polaire inséré) pour 

offrir une rétention nécessaire aux composés que l’on veut analyser. En termes de 

phase mobile, une très grande majorité des cas utilisent le MeOH comme co-solvant 

avec l’ajout d’un additif afin d’obtenir des pics plus fins et plus intenses. Pour l’analyse 

de molécules ioniques, l'additif n'agit pas toujours de la même façon. En effet, il peut 

très bien entrainer des suppressions d'ions, modifier le pH apparent de la phase 

mobile, être compétiteur dans un mécanisme d’échange d'ions ou être agent 

d'appariement d'ions. 
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Tableau 1.6 : Molécules polaires ioniques (noms, structures, log P*, références) 

*Les log P sont déterminés sur Chemicalize (ChemAxon). 

Nom Structure log P Référence 

Berbérine 

 

-1,28 [93] 

Palmatine 

 

-1,22 [93] 

p-Toluènesulfonate de 

sodium 

 

1,67 [94] 

Chlorure de 

benzyltriméthylammonium 

 

-2,25 [95] 

Diquat dibromure 

 

-7,03 [72] 
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4. Analyse de molécules zwitterioniques en SFC (acides aminés) 

 

Certaines molécules polaires peuvent contenir à la fois un groupement acide et un 

groupement basique. C’est-à-dire qu’à un pH tel que l’on retrouve en SFC, ces 

molécules seront sous leurs formes zwitterioniques, protonées au niveau de la fonction 

basique et déprotonées au niveau de la fonction acide, c’est le cas des acides aminés. 

 

Figure 1.9 : Représentation de l'alanine, un acide aminé, sous sa forme zwitterionique avec le groupement 
carboxylate COO- et le groupement ammonium NH3

+. 

 

Les acides aminés sous leurs formes natives, c’est-à-dire sans aucune dérivation 

au niveau de leurs groupements acides et amines, se retrouvent sous forme 

zwitterionique à un pH de 5, pH apparent d’une phase mobile CO2-MeOH en SFC [68]. 

Les pKa des fonctions acides et amines sont respectivement de 2-3 et de 9-10. Ce 

sont de petites molécules polaires (le log P de l’alanine en figure 1.9 est de -2,84) et 

souvent chirales. Ils peuvent s’associer entre eux pour donner des peptides, puis des 

protéines. Ces molécules ont été analysées pour la première fois en 1992 en SFC, 

sous leurs formes natives [96] car plusieurs articles traitaient déjà des acides aminés 

dérivés [97–99]. Camel et al. [96] ont alors développé une méthode d’analyse des 

acides aminés non dérivés. Ils ont fait un criblage de huit phases stationnaires 

différentes, parmi elles une phase C18 a été testée mais n’a pas été conservée car 

tous les acides aminés injectés n’étaient pas retenus. La colonne retenue a été la 

Lichrosorb Diol et différentes phases mobiles sont utilisées en fonction des acides 

aminés analysés. Le co-solvant utilisé, un mélange MeOH / H2O / TEA / Pyridine dans 

les proportions 87,95/7/0,05/5, reste le même mais les proportions de ce co-solvant 

dans le CO2 changent. La phase mobile peut être un mélange de 85% de CO2 avec 

15% de co-solvant lors de l’analyse des acides aminés avec une chaine secondaire 

apolaire. Mais cela peut être aussi un gradient de 30% à 40% de co-solvant lors de 

l’analyse des acides aminés avec une chaine basique. Dans cet article, la détection 
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utilisée est l’UV avec le DEDL. La spectrométrie de masse n’est pas utilisée en raison 

de l’incompatibilité de la phase mobile avec ce détecteur. Et l’énantioséparation des 

acides aminés n’est pas non plus abordée dans ce travail.  

Chronologiquement, le deuxième article traitant des acides aminés natifs en SFC 

date de 2016 par Sanchez-Hernandez et al. [100]. Dans cette étude, seuls les trois 

acides aminés dotés d’un groupement aromatique sont étudiés, il s’agit de la 

phénylalanine, de la tyrosine et du tryptophane. La détection UV est donc utilisée 

puisque tous les composés possèdent un groupement chromophore. 

L’énantioséparation des trois acides aminés est atteinte en moins de sept minutes sur 

la colonne Chirobiotic™ T2. Cette colonne est intéressante car la silice est liée à un 

antibiotique polaire, la teicoplanine. Cette teicoplanine possède quatre cavités dans sa 

structure qui servent de sélecteurs chiraux. Les analyses sont effectuées en 

isocratique avec un pourcentage de co-solvant variant de 35% à 60% avec de 2% à 

10% d’eau ajoutée. Les phases mobiles sont donc plutôt polaires et permettent d’éluer 

rapidement les acides aminés natifs. Cependant, les pics sont relativement larges, 

l’ajout d’un additif à cette phase mobile permettrait sans nul doute d’améliorer les 

performances chromatographiques.  

Le troisième article est l’œuvre de Wolrab et al. en Autriche. Ils se sont intéressés 

à l’analyse d’acides aminés en utilisant un couplage avec la spectrométrie de masse 

[101]. Les séparations ont été effectuées sur la colonne Phenomenex Luna HILIC avec 

un gradient d’élution allant de 15% à 45% de co-solvant. En ce qui concerne le co-

solvant, ils en ont comparé trois différents : MeOH, EtOH et un mélange 1:1 

MeOH/ACN. Dans ce co-solvant ils ont testé deux additifs basiques, le formiate 

d’ammonium et l’acétate d’ammonium. Ils ont également essayé un mélange d’additif 

en associant le formiate d’ammonium soit avec l’acide formique soit avec de l’eau. Les 

meilleures conditions ont été celles avec du MeOH seul, moins rétentif que l’EtOH ou 

le mélange MeOH/ACN (certains acides aminés ne sont pas élués avec l’EtOH ou 

avec MeOH/ACN). En termes de rapport signal sur bruit la différence est flagrante 

également, nettement meilleure avec le MeOH seul comparé avec l’ajout d’ACN dans 

le MeOH. L’additif choisi a été un mélange de formiate d’ammonium avec de l’eau. 

Aucune énantioséparation n’était recherchée dans cet article. Avec cette méthode, ils 

parviennent à éluer 20 acides aminés en moins de sept minutes et obtenir une 

détection satisfaisante en spectrométrie de masse.  
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L’article le plus récent traitant des acides aminés natifs vient de France, de Lipka 

et al. [102]. Ils ont étudié l’énantioséparation de quatorze acides aminés natifs sur huit 

phases stationnaires différentes de type polysaccharide. Ils ont évalué l’impact de la 

phase mobile sur la séparation, et surtout l’impact que peut avoir l’ajout d’un additif sur 

les performances chromatographiques. Une phase mobile différente a été utilisée en 

fonction de l’acide aminé étudié. Le pourcentage de co-solvant peut varier de 20% à 

40%. Le co-solvant utilisé a été l’EtOH car il a été le meilleur solvant dans les études 

préliminaires, des séparations de certains couples d’énantiomères était constatées 

avec l’EtOH et pas avec le MeOH. La phase polysaccharide retenue comme étant 

optimale fut la Lux iCellulose-5, commercialisée par Phenomenex. Un additif a été 

testé afin d’améliorer la séparation et affiner les pics et il s’est avéré que la 

triéthylamine a apporté un bon compromis entre la forme des pics, le temps d’analyse 

et la résolution des paires d’énantiomères. Ils ont remarqué que lors de leurs 

expériences avec de l’eau comme additif, elle n’apportait aucune amélioration en 

termes de performances chromatographiques. Cependant, cet article ne montre que 

très peu de résultats sur les acides aminés les plus basiques (histidine, glutamine et 

lysine). 

L’étude d’acides aminés natifs est donc possible en SFC avec tous ces exemples, 

mais qu’en est-il des peptides ? Zheng et al. [103] ont analysé en 2005 des peptides 

allant jusqu’à quarante unités d’acides aminés. Ils ont développé ces méthodes sur 

trois phases stationnaires différentes : une colonne échangeuse d’anions, une 

éthylpyridine et une aminopropyle. Ils ont étudié l’impact de la présence d’un additif 

dans la phase mobile sur plusieurs polypeptides. Les premiers étaient des peptides 

simples allant de trois à neuf acides aminés. Les essais sur ces peptides montrent que 

la séparation est meilleure lorsque l’on utilise du MeOH pur, puisque des coélutions 

sont constatées dès qu’un additif est ajouté. Cependant, des petites modifications au 

niveau du gradient, comme une diminution de la pente et du pourcentage final, ont 

permis de retrouver la séparation avec des pics plus fins. Les deuxièmes tests sont 

faits sur des peptides comportant des acides aminés basiques. Les analyses sont 

faites sur la colonne éthylpyridine et un comparatif des additifs a, une nouvelle fois, 

été effectué. Les meilleurs résultats ont été vus avec 5 mM ou 13 mM de TFA où les 

pics sont les plus fins. Des peptides plus longs ont ensuite été analysés allant pour les 

plus longs à quarante acides aminés. Encore une fois les meilleures conditions sont 



68 
 

celles avec 13 mM de TFA, la sauvagine n’est pas éluée avec du MeOH pur ou même 

avec 5 mM de TFA. En revanche, elle l’est avec 13 mM d’ATFA (Ammonium 

Trifluoroacétate) comme la plupart des peptides analysés mais les résultats sont 

quand même meilleurs avec le TFA. Les paires d’ions ne sont pas le seul mécanisme 

mis en jeu ici, l’acidité du TFA est aussi importante pour l’élution de ces peptides.  

A travers ces exemples, nous pouvons voir que l’analyse de biomolécules est 

possible en SFC, même des polypeptides qui étaient considérés comme trop polaires 

pour être analysés. Il faut, en revanche, adapter les conditions d’analyses avec une 

phase stationnaire polaire et une phase mobile avec de forts pourcentages de co-

solvants et la présence d’additifs, et parfois d’eau.  

 

V. Conclusion de la synthèse bibliographique 

 

Bien que la SFC ait vu le jour dans les années 1960, il a fallu attendre les années 

90 pour qu’elle soit vraiment adoptée parmi les techniques chromatographiques. Et 

ces dernières années, par l’apparition sur le marché de nouveaux appareils innovants 

et performants, la SFC s’est bien ancrée dans les pensées des chromatographistes.  

Du fait de la faible polarité du CO2, cette technique a longtemps été imaginée 

incapable d’analyser correctement les composés polaires. Avec l’apparition de phases 

stationnaires polaires permettant d’assurer la rétention de ces composés, et 

l’accroissement de la polarité des phases mobiles avec l’ajout d’un co-solvant polaire 

ainsi que des additifs, et même des faibles pourcentages d’eau, cette technique se 

révèle capable d’analyser des composés de plus en plus polaires. Comme montré par 

ces différents exemples, la SFC est capable d’analyser des composés polaires non 

ionisables, tels que des sucres, des sulfamides ou des xanthines. Mais elle est 

également capable d’analyser des composés polaires ionisables (acides ou basiques) 

ou ioniques avec des molécules ayant des log P inférieurs à -2. Pour l’analyse de ces 

composés, les additifs sont quasiment indispensables pour avoir des pics fins et 

intenses. Sans additifs, les pics sont généralement larges et asymétriques.  
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Chapitre 2  

 

Caractérisation de phases 

stationnaires 
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I. Introduction 

 

Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, pour développer une méthode 

permettant d’analyser des molécules polaires, qu’elles soient ionisables ou non, la 

nécessité d’une phase stationnaire polaire est requise dans la majorité des cas. 

L’objectif de ma thèse étant de trouver des moyens d’analyser des molécules de plus 

en plus polaires, et de comprendre le comportement de celles-ci dans un mélange de 

CO2 supercritique et co-solvant, il faut commencer par comprendre comment se 

comportent les phases stationnaires dans différents milieux, et également y expliquer 

les mécanismes de rétention. La méthodologie LSER (Linear Solvation Energy 

Relationship ou Relation Linéaire de l’Energie de Solvatation) va être utilisée, comme 

décrit par de nombreux articles du groupe de C. West [104–108]. Cette méthodologie 

permet de mettre en évidence toutes les interactions que peuvent faire les molécules 

analysées avec la phase stationnaire et la phase mobile. 

Dans un premier temps l’étude de la phase stationnaire Astec Chirobiotic™ TAG 

sera effectuée, avec l’analyse de molécules achirales et chirales dans des conditions 

différentes de phase mobile, comprenant des concentrations élevées d’additifs acide 

ou basique. La colonne Chirobiotic™ TAG est greffée d’un peptide macrocyclique, la 

teicoplanine aglycone (TAG). Le log P de cette molécule est inférieur à 0, ce qui en fait 

une molécule polaire et ionisable. Un set de composés achiraux et chiraux a été 

analysé sur cette colonne. Les différences d’interaction seront donc discutées en 

fonction de la phase mobile utilisée et permettront de comprendre le comportement de 

ce peptide macrocyclique en conditions variables de pH apparent.  

La deuxième partie de ce chapitre sera consacrée à l’étude d’une phase 

stationnaire destinée à la rétention et l’énantioséparation des acides aminés natifs, 

sans aucun groupement protecteur. Cette phase stationnaire est la colonne Chiralpak® 

ZWIX, qui existe sous 2 formes, la ZWIX(+) et ZWIX(-) formées de ligands 

zwitterioniques dérivés de la quinine et la quinidine, et qui sont des diastéréoisomères. 

Ces phases stationnaires vont être utilisées dans les applications du chapitre 3, mais 

avant tout cela, une étude est effectuée pour comprendre les mécanismes de rétention 

et d’énantioséparation. Pour réaliser ces études, 9 autres phases stationnaires sont 

étudiées (un total de 11 phases stationnaires en rajoutant les deux colonnes 
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Chiralpak® ZWIX). Parmi ces 9 colonnes, 2 sont commerciales, il s’agit des Chiralpak® 

QN-AX et Chiralpak® QD-AX qui sont des phases échangeuses d’anions. Les 7 autres, 

comprenant des phases zwitterioniques et échangeuses de cations, ont été fabriquées 

à façon par l’équipe du Professeur Michael Lämmerhofer de l’université de Tübingen, 

en Allemagne. Ces colonnes comportent toutes des parties communes au niveau du 

greffon par rapport aux phases Chiralpak® ZWIX de référence. En revanche, sur 

chaque phase stationnaire, il manque une ou plusieurs fonctions chimiques présentes 

sur le greffon principal afin de voir l’impact de cette fonction manquante sur la rétention 

et l’énantioséparation. Des molécules achirales et chirales, ainsi que des acides 

aminés ont été analysées. Le modèle LSER est, encore une fois, utilisé afin de 

modéliser la rétention des composés achiraux sur ces différentes colonnes et de 

corréler ces modifications de rétention avec la présence ou l’absence d’un ou plusieurs 

groupements fonctionnels. Des analyses discriminantes permettent de déchiffrer le 

mécanisme d’énantioséparation. 

 Ces différentes études ont permis de mieux comprendre le comportement de 

deux phases stationnaires : l’une utilisée pour l’analyse des acides aminés, des 

composés que nous souhaitions analyser dans le cadre de ma thèse, et l’autre colonne 

greffée d’un peptide macrocyclique, s’apparentant donc aux analytes qui nous 

intéressent.  
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II. Etude de la phase stationnaire Chirobiotic™ TAG – 

Effet de la composition de phase mobile 

 

Cette étude a été effectuée sur la colonne Astec Chirobiotic™ TAG, 

commercialisée par Supelco (Merck). Des essais ont été effectués avec 11 phases 

mobiles différentes, utilisant soit un additif acide, l’acide trifluoroacétique (TFA), ou un 

additif basique, l’isopropylamine (IPA) sur 54 molécules achirales et 24 molécules 

chirales afin d’observer les modifications de rétention et d’énantioséparation sur cette 

phase stationnaire. L’objectif de cette étude est donc de comprendre le comportement 

d’un peptide macrocyclique dans différents milieux (acides ou basiques).    
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Figure S1: UV visible spectra of Nile Red showing polarity shift with additives  
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Figure S2: UV-visible spectra of the color indicators of pH. For each color indicator, 

the top spectra were acquired in aqueous liquid phase (see ref. [25] for details), the 

bottom spectra were acquired in SFC mobile phases (this work).
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Bromocresol Green
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Bromocresol Purple
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Figure S3: Principal component analysis score plot based on UV-visible spectra of 

color indicators in aqueous phase (ref. [25]) and SFC mobile phases (this work). The 

spectral data from Thymol Blue, Bromocresol Green, Methyl Red and Bromocresol 

Purple served as variables. 
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Figure S4: Full LSER models (according to Eq. (3)) for (a) the Chirobiotic TAG and 
(b) the Acquity BEH columns. Mobile phase: carbon dioxide – methanol (with or without 
additive according to legend, from left to right) 90:10 (v/v), 25°C, 15 MPa, 3 mL/min on 
TAG or 1 mL/min on BEH.For each descriptor, from left to right: TFA 610 mM, TFA 366 
mM, TFA 122 mM, TFA 20 mM, no additives, IPA 20 mM, IPA 61 mM, IPA 122 mM, 
IPA 366 mM, IPA 610 mM and IPA 1220 mM. 
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Table S1: List of achiral probe compounds with LSER descriptors 

 

 

  

Compound name E S A B V F G D- D+

1-Methylnaphthalene 1.344 0.92 0.00 0.20 1.2263 0.000 1.720 0.00 0.00

1-Ethylnaphthalene 1.371 0.88 0.00 0.20 1.3672 0.385 1.615 0.00 0.00

Benzyl alcohol 0.803 0.87 0.39 0.56 0.9160 0.625 1.833 0.00 0.00

Naphthalene methanol 1.530 1.27 0.39 0.62 1.2850 0.385 1.676 0.00 0.00

Methylbenzilate 1.350 1.40 0.17 1.03 1.8800 0.790 1.231 0.00 0.00

Anisole 0.708 0.75 0.00 0.29 0.9160 0.625 1.960 0.00 0.00

Acetophenone 0.818 1.01 0.00 0.48 1.0139 0.556 1.807 0.00 0.00

Valerophenone 0.795 0.95 0.00 0.50 1.4366 1.667 1.292 0.00 0.00

Nitrobenzene 0.871 1.11 0.00 0.28 0.8906 0.556 1.869 0.00 0.00

Iodobenzene 1.188 0.82 0.00 0.12 0.9750 0.000 1.851 0.00 0.00

Fluoronaphthalene 1.144 0.97 0.00 0.13 1.1030 0.000 1.785 0.00 0.00

Iodonaphthalene 1.928 1.22 0.00 0.16 1.3436 0.000 1.676 0.00 0.00

Phenol 0.805 0.89 0.60 0.30 0.7751 0.000 1.984 0.00 0.00

Eugenol 0.946 0.99 0.22 0.51 1.3544 1.250 1.554 0.00 0.00

Vanillin 1.040 1.33 0.29 0.69 1.1313 0.909 1.644 0.00 0.00

α-Naphtol 1.520 1.05 0.60 0.37 1.1441 0.000 1.777 0.00 0.00

Thioanisole 1.063 0.68 0.00 0.32 1.0208 0.625 1.751 0.00 0.00

o -Cresol 0.840 0.86 0.52 0.30 0.9160 0.000 1.884 0.00 0.00

m -Nitrotoluene 0.874 1.10 0.00 0.25 1.0315 0.500 1.691 0.00 0.00

p -Methylacetophenone 0.842 1.00 0.00 0.52 1.1550 0.500 1.631 0.00 0.00

Ethylbenzoate 0.689 0.85 0.00 0.46 1.2135 0.909 1.399 0.00 0.00

Diethylphthalate 0.729 1.40 0.00 0.88 1.7106 1.250 1.397 0.00 0.00

Dibutylphthalate 0.700 1.40 0.00 0.86 2.2742 2.000 1.185 0.00 0.00

Ethylparabene 0.860 1.35 0.69 0.45 1.2722 0.834 1.372 0.00 0.00

Butylparabene 0.860 1.33 0.71 0.46 1.5540 1.429 1.077 0.00 0.00

Anthracene 2.290 1.34 0.00 0.28 1.4544 0.000 1.541 0.00 0.00

Fluoranthene 2.600 1.52 0.00 0.25 1.5846 0.000 1.505 0.00 0.00

p -Terphenyl 2.040 1.48 0.00 0.30 1.9320 0.500 0.997 0.00 0.00

Acetanilide 0.900 1.39 0.48 0.67 1.1137 0.500 1.557 0.00 0.00

Antipyrine 1.320 1.50 0.00 1.48 1.4846 0.334 1.460 0.00 0.00

Paracetamol 1.060 1.63 1.04 0.86 1.1724 0.455 1.499 0.00 0.00

Phenobarbital 1.630 1.80 0.73 1.15 1.6999 0.556 1.966 0.00 0.00

Primidone 1.510 2.08 0.51 1.45 1.6842 0.588 1.576 0.00 0.00

Carbazole 1.787 2.01 0.18 0.08 1.3154 0.000 1.590 0.00 0.00

Hydroquinone 1.063 1.27 1.06 0.57 0.8337 0.000 1.916 0.00 0.00

Indazole 1.180 1.22 0.53 0.35 0.9050 0.000 1.956 0.00 0.00

Resorcinol 0.980 1.00 1.09 0.52 0.8338 0.000 1.914 0.00 0.00

Benzamide 0.990 1.50 0.49 0.67 0.9728 0.556 1.848 0.00 0.00

Phenylurea 1.110 1.33 0.79 0.79 1.0726 0.500 1.690 0.00 0.00

Benzenesulfonamide 1.130 1.55 0.55 0.80 1.0971 0.500 1.745 0.00 0.00
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Table S1 (continued): Selection of achiral compounds for LSER characterization 

 

 

 

 

Table S2: List of chiral probe compounds with LSER descriptors 

 

 

  

Compound name E S A B V F G D- D+

o-Toluidine 0.966 0.92 0.23 0.45 0.9570 0.000 1.874 0.00 0.23

N-Methylaniline 0.948 0.90 0.17 0.43 0.9570 0.625 1.780 0.00 0.32

Pyridine 0.631 0.84 0.00 0.52 0.6753 0.000 2.075 0.00 0.57

N,N-Diethylaniline 0.953 0.80 0.00 0.41 1.3798 1.364 1.570 0.00 0.88

Papaverine 2.190 2.76 0.00 1.47 2.5914 1.111 1.062 0.00 0.91

Amitriptyline 2.246 1.78 0.00 1.00 2.3996 0.652 1.128 0.00 1.00

Procaine 1.135 1.68 0.44 1.23 1.9767 1.765 0.955 0.00 1.00

2-Naphtylacetic acid 1.470 1.40 0.57 0.50 1.4416 0.667 1.438 0.65 0.00

3,3-Diphenylpropionic acid 1.330 1.53 0.57 0.57 1.8213 1.111 1.584 0.67 0.00

Benzoic acid 0.730 0.90 0.59 0.40 0.9317 0.556 1.876 0.89 0.00

4-Biphenylcarboxylic acid 1.480 1.34 0.61 0.51 1.5395 0.625 1.334 0.89 0.00

1-Naphtoic acid 1.460 1.20 0.65 0.46 1.3007 0.357 1.684 0.96 0.00

Aspirin 0.781 0.80 0.49 1.00 1.2879 0.769 1.719 0.97 0.00

Cyclobarbital 1.440 1.35 0.49 1.45 1.7859 0.556 2.001 1.99 0.00

Compound name E S A B V F G D- D+

Mandelic acid, methyl ester 0.800 1.01 0.17 0.89 1.2720 1.667 1.441 0.00 0.00

trans -Chlorostilbene oxide 1.570 1.39 0.00 0.45 1.6790 1.111 1.332 0.00 0.00

(2,3-epoxypropyl)-benzene 0.840 0.87 0.00 0.34 1.0890 1.818 2.162 0.00 0.00

Methylphenylsulfoxide 1.104 1.73 0.00 0.88 1.0795 1.111 1.764 0.00 0.00

Phenylvinylsulfoxide 1.220 1.89 0.00 0.85 1.1774 2.000 1.592 0.00 0.00

Isofenphos 1.390 1.38 0.13 1.56 2.6442 3.636 1.150 0.00 0.00

Fenamifos 1.020 2.05 0.13 1.29 2.3467 3.684 0.720 0.00 0.00

Tebupirimfos 1.270 1.10 0.00 1.42 2.4465 3.000 1.032 0.00 0.00

Flavanone 1.650 1.76 0.00 0.73 1.7127 0.526 1.235 0.00 0.00

6-Methoxyflavanone 1.720 1.89 0.00 0.93 1.9123 0.952 1.155 0.00 0.00

Oxazepam 2.350 1.10 0.45 1.60 1.9917 0.455 1.047 0.00 0.00

Chlormezanone 1.440 2.40 0.00 1.39 1.8311 0.556 1.374 0.00 0.00

5-Methyl-5-phenylhydantoin 1.370 1.58 0.44 1.06 1.4024 0.667 2.090 0.00 0.00

Diazepam 2.078 1.57 0.00 1.25 2.0739 0.455 1.137 0.00 0.01

Zopiclone 2.660 3.20 0.00 2.43 2.6228 1.000 0.773 0.00 0.99

Warfarine 2.300 2.18 0.35 1.49 2.3077 1.600 1.101 0.22 0.00

2-phenylpropionic acid 0.730 0.97 0.57 0.48 1.2140 1.818 1.658 0.72 0.00

Flurbiprofen 1.500 1.51 0.57 0.58 1.8389 1.579 1.190 0.79 0.00

(4-Hydroxyphenylacetic)-2-propionic acid 0.908 1.46 0.59 0.68 1.2720 1.667 1.590 0.89 0.00

Suprofen 1.510 1.89 0.57 0.81 1.9026 2.105 1.131 0.91 0.00

Ketoprofen 1.560 1.97 0.57 0.87 1.9779 2.000 1.285 0.93 0.00

Fmoc-Proline 2.310 2.36 0.57 1.15 2.4828 1.429 1.008 0.95 0.00

Fmoc-Threonine(tBu) 2.090 2.37 0.80 1.40 3.0728 1.935 0.908 0.96 0.00

Dichlorprop 1.050 1.40 0.57 0.61 1.5050 2.143 1.560 0.99 0.00
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Table S3: Full LSER models (system constants) for Chirobiotic TAG with statistical 

features (R2
adj is the adjusted correlation coefficient, F is Fisher’s statistic, RMSE is the 

standard error in the estimate). 

 

 

 

 

 

Table S4: Full LSER models (system constants) for Acquity BEH with statistical 

features (R2
adj is the adjusted correlation coefficient, F is Fisher’s statistic, RMSE is the 

standard error in the estimate). 

 

 

  

No

610mM 366mM 122mM 20mM additive 20mM 61mM 122mM 366mM 610mM 1220mM

c 0.90 0.26 0.65 0.06 0.61 0.09 0.31 0.31 0.28 0.79 0.65

e 0.40 0.42 0.59 0.44 0.51 0.57 0.50 0.49 0.52 0.62 0.69

s 0.37 0.43 0.36 0.45 0.49 0.38 0.43 0.42 0.43 0.40 0.37

a 0.88 0.77 0.95 0.84 1.00 1.12 1.03 1.11 1.27 1.45 1.55

b 0.95 0.87 0.94 0.90 1.06 0.87 0.85 0.76 0.70 0.59 0.58

v -1.14 -0.93 -1.12 -0.86 -1.06 -0.80 -0.74 -0.73 -0.75 -0.96 -0.99

f -0.06 -0.13 0.06 -0.09 -0.08 -0.08 -0.14 -0.14 -0.16 -0.10 -0.09

g -0.45 -0.22 -0.51 -0.25 -0.60 -0.42 -0.46 -0.47 -0.51 -0.71 -0.63

d - 0.00 -0.04 -0.03 0.02 0.11 0.87 0.94 0.94 0.83 0.47 0.36

d + 1.55 1.11 1.09 0.70 0.68 0.16 -0.03 -0.05 -0.07 0.10 0.12

R2
adj 0.81 0.77 0.85 0.85 0.89 0.92 0.92 0.93 0.92 0.90 0.90

F 26 21 31 34 47 65 71 76 71 57 55

RMSE 0.28 0.30 0.25 0.23 0.22 0.20 0.19 0.18 0.20 0.22 0.23

TFA IPA

No

610mM 366mM 122mM 20mM additive 20mM 61mM 122mM 366mM 610mM 1220mM

c 0.19 0.20 0.36 0.26 -1.62 -0.28 -0.17 -0.31 -0.45 -0.53 -0.38

e 0.34 0.30 0.43 0.35 0.34 0.19 0.27 0.24 0.29 0.43 0.39

s 0.36 0.36 0.33 0.27 0.49 0.46 0.48 0.50 0.42 0.41 0.35

a 0.92 0.89 0.86 0.83 1.01 0.85 0.94 1.04 1.14 1.34 1.32

b 0.94 0.91 0.96 0.92 0.92 0.83 0.81 0.74 0.63 0.68 0.56

v -1.19 -1.13 -1.29 -1.08 -0.62 -0.66 -0.77 -0.73 -0.64 -0.77 -0.68

f 0.02 -0.03 0.08 -0.03 0.04 -0.24 -0.17 -0.16 -0.10 -0.06 0.00

g -0.52 -0.52 -0.62 -0.55 0.04 -0.49 -0.51 -0.45 -0.37 -0.39 -0.30

d - -0.02 -0.02 -0.03 -0.04 -0.02 0.86 1.14 1.09 0.83 0.76 0.55

d + 1.50 1.55 1.47 1.31 -0.10 0.37 0.31 0.29 0.24 0.28 0.20

R2
adj 0.86 0.86 0.87 0.86 0.92 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91 0.91

F 37 36 39 37 62 57 59 63 61 56 62

RMSE 0.23 0.23 0.22 0.21 0.16 0.19 0.20 0.20 0.19 0.22 0.19

TFA IPA
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III. Etude des phases stationnaires Chiralpak® ZWIX – 

Contribution des éléments structurels du ligand 

 

Cette étude a été effectuée sur les colonnes Chiralpak® ZWIX, commercialisées 

par Chiral Technologies. Ces colonnes vont être nos références, puisqu’elles sont 

intéressantes en raison de leur utilisation pour l’énantioséparation des acides aminés, 

une des problématiques de ma thèse. 9 phases stationnaires structurellement proches 

des Chiralpak® ZWIX sont étudiées afin de comprendre leurs mécanismes de rétention 

et d’énantioséparation. Ces phases présentent des dissimilitudes en termes de greffon 

par rapport aux phases de référence, c’est-à-dire qu’il manque des groupements 

fonctionnels dans la structure de leur greffon. L’impact de l’absence de certains 

greffons sur la rétention et l’énantioséparation est discuté. Deux sets de 161 molécules 

achirales et de 66 molécules chirales sont analysés sur les 11 colonnes en SFC en 

mode isocratique, avec une seule condition de phase mobile. Des modèles LSER sont 

donc utilisés, comme précédemment, pour visualiser rapidement les différences entre 

toutes ces phases stationnaires. D’autres analyses multivariées, les analyses 

discriminantes, permettent de mettre en évidence les facteurs contribuant à 

l’énantioséparation. 
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Table S1: List of achiral probe compounds with LSER descriptors  

 

 

  

# Compound E S A B V D-(pH 5) D+(pH 5)

1 Toluene 0.601 0.52 0.00 0.14 0.8573 0.00 0.00

2 Ethylbenzene 0.613 0.51 0.00 0.15 0.9982 0.00 0.00

3 Butylbenzene 0.600 0.51 0.00 0.15 1.2800 0.00 0.00

4 Pentylbenzene 0.594 0.51 0.00 0.15 1.4209 0.00 0.00

5 Hexylbenzene 0.591 0.50 0.00 0.15 1.5620 0.00 0.00

6 Heptylbenzene 0.577 0.48 0.00 0.15 1.7029 0.00 0.00

7 Octylbenzene 0.579 0.48 0.00 0.15 1.8438 0.00 0.00

8 Nonylbenzene 0.578 0.48 0.00 0.15 1.9847 0.00 0.00

9 Decylbenzene 0.579 0.47 0.00 0.15 2.1256 0.00 0.00

10 Undecylbenzene 0.579 0.47 0.00 0.15 2.2665 0.00 0.00

11 Dodecylbenzene 0.571 0.47 0.00 0.15 2.4074 0.00 0.00

12 Tridecylbenzene 0.570 0.47 0.00 0.15 2.5483 0.00 0.00

13 Tetradecylbenzene 0.570 0.47 0.00 0.15 2.6892 0.00 0.00

14 Allylbenzene 0.717 0.60 0.00 0.22 1.0961 0.00 0.00

15 t -Butylbenzene 0.619 0.49 0.00 0.18 1.2800 0.00 0.00

16 Naphthalene 1.340 0.92 0.00 0.20 1.0854 0.00 0.00

17 1-Methylnaphthalene 1.344 0.92 0.00 0.20 1.2263 0.00 0.00

18 1-Ethylnaphthalene 1.371 0.88 0.00 0.20 1.3672 0.00 0.00

19 2-Ethylnaphthalene 1.331 0.90 0.00 0.20 1.3672 0.00 0.00

20 Aniline 0.955 0.96 0.26 0.50 0.8162 0.00 0.30

21 N-Methylaniline 0.948 0.90 0.17 0.43 0.9570 0.00 0.32

22 N,N-Dimethylaniline 0.957 0.81 0.00 0.41 1.0980 0.00 0.51

23 N-Ethylaniline 0.945 0.85 0.17 0.43 1.0980 0.00 0.45

24 N,N-Diethylaniline 0.953 0.80 0.00 0.41 1.3798 0.00 0.88

25 Pyridine 0.631 0.84 0.00 0.52 0.6753 0.00 0.57

26 2-Ethylpyridine 0.613 0.71 0.00 0.59 0.9571 0.00 0.81

27 Benzamide 0.990 1.50 0.49 0.67 0.9728 0.00 0.00

28 Phenylurea 1.110 1.33 0.79 0.79 1.0726 0.00 0.00

29 Benzenesulfonamide 1.130 1.55 0.55 0.80 1.0971 0.00 0.00

30 p -Toluenesulfonamide 1.100 1.55 0.55 0.87 1.2380 0.00 0.00

31 Caffeine 1.500 1.72 0.00 1.28 1.3632 0.00 0.00

32 Theophylline 1.500 1.60 0.54 1.34 1.2223 0.00 0.00

33 Nicotinamide 1.010 1.09 0.63 1.00 0.9317 0.00 0.04

34 Nicotinic acid 0.790 1.21 0.57 0.73 0.8906 0.00 0.04

35 o-Picolinic Acid 0.790 1.21 0.57 0.73 0.8906 1.00 0.77

36 Indazole 1.180 1.22 0.53 0.35 0.9050 0.00 0.00

37 Carbazole 1.787 2.01 0.18 0.08 1.3154 0.00 0.00

38 Acridine 2.356 1.32 0.00 0.58 1.4133 0.00 0.93

39 Quinoline 1.268 0.97 0.00 0.54 1.0443 0.00 0.24

40 1-Naphtylamine 1.670 1.26 0.20 0.57 1.1852 0.00 0.12

41 2-Naphtylamine 1.670 1.28 0.22 0.55 1.1852 0.00 0.15
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Table S1 (continued): Selection of achiral compounds for LSER characterization 

 

 

 

# Compound E S A B V D-(pH 5) D+(pH 5)

42 1-Naphthalenemethylamine 1.566 1.25 0.10 0.73 1.3917 0.00 1.00

43 Aminodiphenylmethane 1.360 1.40 0.21 0.78 1.5649 0.00 1.00

44 N-Benzylbenzamide 1.460 1.97 0.26 0.76 1.7215 0.00 0.00

45 o -Toluidine 0.966 0.92 0.23 0.45 0.9570 0.00 0.23

46 m -Toluidine 0.946 0.95 0.23 0.55 0.9570 0.00 0.42

47 p -Toluidine 0.923 0.95 0.23 0.52 0.9570 0.00 0.49

48 Benzoic acid 0.730 0.90 0.59 0.40 0.9317 0.89 0.00

49 Isophthalic acid 0.940 1.46 1.14 0.77 1.1470 1.78 0.00

50 Trimesic acid 1.140 1.84 1.71 1.10 1.3623 1.92 0.00

51 1-Naphtoic acid 1.460 1.20 0.65 0.46 1.3007 0.96 0.00

52 2-Naphtoic acid 1.460 1.15 0.61 0.44 1.3007 0.91 0.00

53 1-Naphtylacetic acid 1.460 1.55 0.60 0.67 1.4416 0.64 0.00

54 2-Naphtylacetic acid 1.470 1.40 0.57 0.50 1.4416 0.65 0.00

55 2-Biphenylcarboxylic acid 1.580 1.55 0.57 0.54 1.5395 0.95 0.00

56 4-Biphenylcarboxylic acid 1.480 1.34 0.61 0.51 1.5395 0.89 0.00

57 4-Biphenylacetic acid 1.580 1.55 0.57 0.54 1.6804 0.66 0.00

58 Diphenylacetic acid 1.330 1.53 0.57 0.56 1.6804 0.79 0.00

59 3,3-Diphenylpropionic acid 1.330 1.53 0.57 0.57 1.8213 0.67 0.00

60 Benzilic acid 1.460 1.44 0.74 1.03 1.7391 0.95 0.00

61 Benzyl alcohol 0.803 0.87 0.39 0.56 0.9160 0.00 0.00

62 3-Phenyl-1-propanol 0.821 0.94 0.31 0.65 1.1978 0.00 0.00

63 4-Phenyl-1-butanol 0.811 0.90 0.33 0.70 1.3387 0.00 0.00

64 Naphthalene methanol 1.530 1.27 0.39 0.62 1.2850 0.00 0.00

65 Naphthalene ethanol 1.540 1.31 0.30 0.70 1.4259 0.00 0.00

66 Methylbenzilate 1.350 1.40 0.17 1.03 1.8800 0.00 0.00

67 Anisole 0.708 0.75 0.00 0.29 0.9160 0.00 0.00

68 Benzaldehyde 0.820 1.00 0.00 0.39 0.8730 0.00 0.00

69 Acetophenone 0.818 1.01 0.00 0.48 1.0139 0.00 0.00

70 Propiophenone 0.804 0.85 0.00 0.51 1.1548 0.00 0.00

71 Valerophenone 0.795 0.95 0.00 0.50 1.4366 0.00 0.00

72 Coumarine 1.060 1.76 0.00 0.43 1.0619 0.00 0.00

73 Benzonitrile 0.742 1.11 0.00 0.33 0.8711 0.00 0.00

74 Nitrobenzene 0.871 1.11 0.00 0.28 0.8906 0.00 0.00

75 p-Dinitrobenzene 1.130 1.63 0.00 0.46 1.0648 0.00 0.00

76 Chlorobenzene 0.718 0.65 0.00 0.07 0.8388 0.00 0.00

77 Bromobenzene 0.882 0.73 0.00 0.09 0.8910 0.00 0.00

78 Iodobenzene 1.188 0.82 0.00 0.12 0.9750 0.00 0.00

79 Naphtylaldehyde 1.549 1.40 0.00 0.45 1.2420 0.00 0.00

80 Naphtylacetate 1.391 1.53 0.00 0.59 1.4416 0.00 0.00

81 Cyanonaphthalene 1.472 1.51 0.00 0.39 1.2401 0.00 0.00

82 Naphtylacetonitrile 1.481 1.55 0.00 0.51 1.3810 0.00 0.00
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Table S1 (continued): Selection of achiral compounds for LSER characterization 

 

 

 

 

# Compound E S A B V D-(pH 5) D+(pH 5)

83 Nitronaphthalene 1.600 1.51 0.00 0.29 1.2596 0.00 0.00

84 Fluoronaphthalene 1.144 0.97 0.00 0.13 1.1030 0.00 0.00

85 Chloronaphthalene 1.417 1.00 0.00 0.14 1.2078 0.00 0.00

86 Bromonaphthalene 1.598 1.13 0.00 0.13 1.2604 0.00 0.00

87 Iodonaphthalene 1.928 1.22 0.00 0.16 1.3436 0.00 0.00

88 Benzophenone 1.447 1.50 0.00 0.50 1.4808 0.00 0.00

89 Deoxybenzoin 1.360 1.60 0.00 0.51 1.6217 0.00 0.00

90 Benzil 1.445 1.59 0.00 0.62 1.6374 0.00 0.00

91 Benzyl benzoate 1.330 1.42 0.00 0.47 1.5395 0.00 0.00

92 Phenol 0.805 0.89 0.60 0.30 0.7751 0.00 0.00

93 Eugenol 0.946 0.99 0.22 0.51 1.3544 0.00 0.00

94 Vanillin 1.040 1.33 0.29 0.69 1.1313 0.00 0.00

95 Thymol 0.822 0.79 0.52 0.44 1.3387 0.00 0.00

96 Pyrocatechol 0.970 1.10 0.88 0.47 0.8338 0.00 0.00

97 Resorcinol 0.980 1.00 1.09 0.52 0.8338 0.00 0.00

98 Hydroquinone 1.063 1.27 1.06 0.57 0.8337 0.00 0.00

99 α-Naphtol 1.520 1.05 0.60 0.37 1.1441 0.00 0.00

100 β-Naphtol 1.520 1.08 0.61 0.40 1.1441 0.00 0.00

101 Thiophene 0.687 0.57 0.00 0.15 0.6411 0.00 0.00

102 Thiophenol 1.000 0.80 0.09 0.16 0.8799 0.00 0.00

103 Thioanisole 1.063 0.68 0.00 0.32 1.0208 0.00 0.00

104 Methylphenylsulfone 1.080 1.85 0.00 0.76 1.1382 0.00 0.00

105 o -Cresol 0.840 0.86 0.52 0.30 0.9160 0.00 0.00

106 m -Cresol 0.822 0.88 0.57 0.34 0.9160 0.00 0.00

107 p -Cresol 0.820 0.87 0.57 0.31 0.9160 0.00 0.00

108 o -Isopropylphenol 0.842 0.88 0.52 0.38 1.1978 0.00 0.00

109 m -Isopropylphenol 0.811 0.92 0.55 0.38 1.1978 0.00 0.00

110 p -Isopropylphenol 0.791 0.89 0.55 0.38 1.1978 0.00 0.00

111 o -Nitrophenol 1.015 1.05 0.05 0.37 0.9493 0.02 0.00

112 m -Nitrophenol 1.050 1.57 0.79 0.23 0.9493 0.00 0.00

113 p -Nitrophenol 1.070 1.72 0.82 0.26 0.9493 0.01 0.00

114 o -Nitrobenzylalcohol 1.059 1.42 0.35 0.70 1.0900 0.00 0.00

115 m -Nitrobenzylalcohol 1.064 1.35 0.44 0.64 1.0900 0.00 0.00

116 p -Nitrobenzylalcohol 1.064 1.39 0.44 0.62 1.0900 0.00 0.00

117 o -Nitrotoluene 0.866 1.11 0.00 0.28 1.0315 0.00 0.00

118 m -Nitrotoluene 0.874 1.10 0.00 0.25 1.0315 0.00 0.00

119 p -Nitrotoluene 0.870 1.11 0.00 0.28 1.0315 0.00 0.00

120 2,4-Dinitrotoluene 1.150 1.61 0.00 0.49 1.2057 0.00 0.00

121 2,6-Dinitrotoluene 1.150 1.60 0.00 0.45 1.2057 0.00 0.00
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Table S1 (continued): Selection of achiral compounds for LSER characterization 

 

 

  

# Compound E S A B V D-(pH 5) D+(pH 5)

122 o -Methylacetophenone 0.780 1.00 0.00 0.51 1.1550 0.00 0.00

123 m -Methylacetophenone 0.806 1.00 0.00 0.51 1.1548 0.00 0.00

124 p -Methylacetophenone 0.842 1.00 0.00 0.52 1.1550 0.00 0.00

125 Methylbenzoate 0.733 0.85 0.00 0.46 1.0726 0.00 0.00

126 Ethylbenzoate 0.689 0.85 0.00 0.46 1.2135 0.00 0.00

127 Propylbenzoate 0.675 0.80 0.00 0.46 1.3544 0.00 0.00

128 Butylbenzoate 0.668 0.80 0.00 0.46 1.4953 0.00 0.00

129 Dimethylphthalate 0.780 1.41 0.00 0.88 1.4288 0.00 0.00

130 Diéthylphthalate 0.729 1.40 0.00 0.88 1.7106 0.00 0.00

131 Dipropylphthalate 0.713 1.40 0.00 0.86 1.9924 0.00 0.00

132 Dibutylphthalate 0.700 1.40 0.00 0.86 2.2742 0.00 0.00

133 Methylparabene 0.900 1.37 0.69 0.45 1.1313 0.00 0.00

134 Ethylparabene 0.860 1.35 0.69 0.45 1.2722 0.00 0.00

135 Propylparabene 0.860 1.35 0.69 0.45 1.4131 0.00 0.00

136 Butylparabene 0.860 1.33 0.71 0.46 1.5540 0.00 0.00

137 Biphenyl 1.360 0.99 0.00 0.26 1.3242 0.00 0.00

138 Phenyl-naphthalene 1.950 1.20 0.00 0.34 1.6932 0.00 0.00

139 Diphenylmethane 1.220 1.04 0.00 0.33 1.4651 0.00 0.00

140 Acenaphtene 1.604 1.05 0.00 0.22 1.2586 0.00 0.00

141 Acenaphtylene 1.750 1.14 0.00 0.26 1.2156 0.00 0.00

142 Fluorene 1.588 1.03 0.00 0.20 1.3565 0.00 0.00

143 Phenanthrene 2.055 1.29 0.00 0.29 1.4544 0.00 0.00

144 Anthracene 2.290 1.34 0.00 0.28 1.4544 0.00 0.00

145 9-Methylanthracene 2.020 1.28 0.00 0.23 1.5953 0.00 0.00

146 Fluoranthene 2.600 1.52 0.00 0.25 1.5846 0.00 0.00

147 Pyrene 2.600 1.52 0.00 0.25 1.5846 0.00 0.00

148 Triphenylene 2.710 1.66 0.00 0.29 1.8234 0.00 0.00

149 o -Terphenyl 2.000 1.18 0.00 0.30 1.9320 0.00 0.00

150 p -Terphenyl 2.040 1.48 0.00 0.30 1.9320 0.00 0.00

151 Acetanilide 0.900 1.39 0.48 0.67 1.1137 0.00 0.00

152 Amitriptyline 2.246 1.78 0.00 1.00 2.3996 0.00 1.00

153 Antipyrine 1.320 1.50 0.00 1.48 1.4846 0.00 0.00

154 Aspirin 0.781 0.80 0.49 1.00 1.2879 0.97 0.00

155 p-Chloroacetanilide 0.980 1.47 0.64 0.51 1.2361 0.00 0.00

156 Cyclobarbital 1.440 1.35 0.49 1.45 1.7859 1.99 0.00

157 Papaverine 2.190 2.76 0.00 1.47 2.5914 0.00 0.91

158 Paracetamol 1.060 1.63 1.04 0.86 1.1724 0.00 0.00

159 Phenobarbital 1.630 1.80 0.73 1.15 1.6999 0.00 0.00

160 Primidone 1.510 2.08 0.51 1.45 1.6842 0.00 0.00

161 Procaine 1.135 1.68 0.44 1.23 1.9767 0.00 1.00
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Table S2: Selection of chiral compounds with molecular descriptors. The 58 first 

analytes served for discriminant analysis on the ZWIX phases. The analytes in bold 

(30 in total) served to compare the enantioseparation capabilities on the ten chiral 

phases. (see main text for details) 

 

 

 

 

# Compound E S A B V F G D-(pH 5) D+(pH 5)

1
(4-Hydroxyphenylacetic)-2-

propionic acid 0.908 1.46 0.96 0.68 1.2722 1.667 1.590 0.893 0.000

2 2-Phenylbutyric acid 0.750 1.07 0.57 0.48 1.3544 2.500 1.600 0.686 0.000

3 2-Phenylpropionic acid 0.730 0.97 0.57 0.68 1.2135 1.818 1.658 0.720 0.000

4 Mandelic acid 0.900 1.05 0.74 0.89 1.1313 1.818 1.700 0.947 0.000

5 Mandelic acid, methyl ester 0.800 1.01 0.17 0.89 1.2722 1.667 1.441 0.000 0.000

6 Mandelic acid, ethyl ester 0.800 1.01 0.17 0.89 1.4131 2.308 1.294 0.000 0.000

7 trans -Chlorostilbene oxide 1.570 1.39 0.00 0.45 1.6785 1.111 1.332 0.000 0.000

8 (2,3-Epoxypropyl)-benzene 0.840 0.87 0.00 0.34 1.0892 1.818 2.162 0.000 0.000

9 1,2-Epoxyethylbenzene 0.840 0.86 0.00 0.34 0.9483 1.010 2.193 0.000 0.000

10 Methylphenylsulfoxide 1.104 1.73 0.00 0.88 1.0795 1.111 1.764 0.000 0.000

11 Methyl-p -tolylsulfoxide 1.120 1.77 0.00 0.80 1.2204 1.000 1.594 0.000 0.000

12 Phenylvinylsulfoxide 1.220 1.89 0.00 0.85 1.1774 2.000 1.592 0.000 0.000

13 Clorazepate 2.270 2.14 1.04 1.34 2.1483 0.833 1.005 0.980 0.000

14 Chlormezanone 1.440 2.40 0.00 1.39 1.8311 0.556 1.374 0.000 0.000

15 Diazepam 2.078 1.57 0.00 1.25 2.0739 0.455 1.137 0.000 0.008

16 Diltiazem 2.420 2.55 0.00 2.12 3.1365 1.935 0.664 0.000 0.999

17 Fenoprofen 1.390 1.63 0.57 0.78 1.8800 2.105 1.307 0.916 0.000

18 Flurbiprofen 1.500 1.51 0.57 0.58 1.8389 1.579 1.190 0.792 0.000

19 Hexobarbital 1.340 1.50 0.24 1.33 1.7859 0.556 1.705 0.004 0.000

20 Ibuprofen 0.730 0.59 0.59 0.81 1.7771 2.667 1.218 0.585 0.000

21 Ketoprofen 1.560 1.97 0.57 0.87 1.9779 2.000 1.285 0.929 0.000

22 Lorazepam 2.510 1.28 0.45 1.63 2.1141 0.435 1.101 0.000 0.000

23 Mepenzolate bromide 1.350 1.41 0.17 1.08 2.7381 1.481 1.000 0.000 1.000

24 Mephobarbital 1.570 1.82 0.24 1.35 1.8408 1.053 1.620 0.004 0.000

25 5-Methyl-5-phenylhydantoin 1.370 1.58 0.44 1.06 1.4024 0.667 2.090 0.000 0.000

26 Oxazepam 2.350 1.10 0.45 1.60 1.9917 0.455 1.047 0.000 0.000

27 Secobarbital 1.160 1.20 0.49 1.31 1.8945 2.941 1.805 0.003 0.000

28 Suprofen 1.510 1.89 0.57 0.81 1.9026 2.105 1.131 0.907 0.000

29 Thiopental 1.410 1.46 0.26 1.34 1.9014 2.500 1.794 0.006 0.000

30 Warfarin 2.300 2.18 0.35 1.49 2.3077 1.600 1.101 0.216 0.000

31 Zopiclone 2.660 3.20 0.00 2.43 2.6228 1.000 0.773 0.001 0.986

32 EPN 1.990 1.91 0.00 0.91 2.2657 2.727 0.911 0.000 0.000

33 Isofenphos 1.390 1.38 0.13 1.56 2.6442 3.636 1.150 0.000 0.000

34 Isocarbophos 1.490 1.42 0.21 1.51 2.0806 2.778 1.282 0.000 0.000

35 Fonofos 1.440 0.88 0.00 0.64 1.8703 3.571 1.405 0.000 0.000

36 Fenamifos 1.020 2.05 0.13 1.29 2.3467 3.684 0.720 0.000 0.000

37 Sulprofos 1.850 1.16 0.00 0.97 2.3743 4.444 1.152 0.000 0.000

38 Cyanofenphos 1.890 1.82 0.00 0.95 2.2462 2.381 0.838 0.000 0.000

39 Tebupirimfos 1.270 1.10 0.00 1.42 2.4465 3.000 1.032 0.000 0.000

40 Mecoprop methyl ester 0.860 1.24 0.00 0.68 1.6764 2.000 1.136 0.000 0.000

41 Metalaxyl 0.850 1.96 0.00 1.60 2.2331 3.000 1.796 0.000 0.000

42 Flavanone 1.650 1.76 0.00 0.73 1.7127 0.526 1.235 0.000 0.000

43 6-Methoxyflavanone 1.720 1.89 0.00 0.93 1.9123 0.952 1.155 0.000 0.000

44 4',5,7-trihydroxyflavanone 2.230 2.19 1.30 1.14 1.8888 0.455 1.114 0.001 0.000

45 Fmoc-proline 2.310 2.36 0.57 1.15 2.4828 1.429 1.008 0.947 0.000

46 Fmoc-Threonine(tBu) 2.090 2.37 0.80 1.40 3.0728 1.935 0.908 0.956 0.000

47 Carbetamide 1.198 1.86 0.62 1.23 1.8515 2.353 0.872 0.000 0.000

48 Dichlorprop 1.050 1.40 0.57 0.61 1.5050 2.143 1.560 0.991 0.000
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Table S2 (continued): Selection of chiral compounds with molecular descriptors. 

The 58 first analytes served for discriminant analysis on the ZWIX phases. The 

analytes in bold (30 in total) served to compare the enantioseparation capabilities on 

the ten chiral phases. (see main text for details) 

 

 

 

  

# Compound E S A B V F G D-(pH 5) D+(pH 5)

49 Acebutolol 1.600 2.42 0.90 2.10 2.7556 4.167 0.409 0.000 1.000

50 Betaxolol 1.310 1.31 0.29 1.53 2.5745 4.783 0.309 0.000 1.000

51 Bisoprolol 1.140 1.37 0.29 1.77 2.7418 5.217 0.199 0.000 1.000

52 Oxprenolol 1.310 1.49 0.17 1.62 2.2174 4.737 1.261 0.000 1.000

53 Pindolol 1.700 1.65 0.30 1.48 2.0090 3.158 1.095 0.000 1.000

54 Promethazine 2.140 1.72 0.00 1.09 2.2832 1.364 1.303 0.000 1.000

55 Propranolol 1.880 1.43 0.17 1.42 2.1480 3.000 1.045 0.000 1.000

56 Sulpiride 1.910 2.78 0.72 2.15 2.5306 2.500 1.208 0.000 1.000

57 Verapamil 1.760 3.00 0.00 1.89 3.7861 3.824 0.993 0.000 1.000

58 Viloxazine 1.050 1.33 0.17 1.20 1.8700 2.778 1.441 0.000 0.999

59 Alanine

60 Phenylalanine

61 Methionine

62 Lysine

63 Aglutamic acid

64 Serine

65 Glutamine

66 Proline
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Table S3: 36 columns compared in Figure 5 

 

 

 

  

Column Name Manufacturer Bonded ligand
Number in 

Figure 5

ACQUITY UPC² HSS C18 SB Waters Octadecyl, non endcapped 1

ACQUITY UPC² CSH Fluorophenyl Waters Pentafluorophenyl 2

Synergi Polar RP Phenomenex Phenyloxypropyl 3

Kinetex Biphenyl Phenomenex Biphenyl 4

Speedcore Diphenyl Fortis Technologies Diphenyl-alkyl 5

Ascentis Express Biphenyl Sigma-Aldrich Biphenyl 6

Ascentis Express Phenyl-hexyl Sigma-Aldrich Phenyl-hexyl 7

Cosmosil Cholester Nacalai Tesque Cholesteryl 8

Accucore Phenyl-X Thermo Phenyl-alkyl 9

ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 Waters Alkyl w ith embedded carbamate group 10

Ascentis Express F5 Sigma-Aldrich Pentafluorophenyl 11

Accucore PFP Thermo Pentafluorophenyl 12

Kinetex PFP Phenomenex Pentafluorophenyl 13

Nucleoshell PFP Macherey-Nagel Pentafluorophenyl 14

Titan PFP Sigma-Aldrich Pentafluorophenyl 15

Kinetex XB C18 Phenomenex Octadecyl 16

Accucore Phenyl-hexyl Thermo Phenyl-hexyl 17

Kinetex F5 (2) Phenomenex Pentafluorophenyl 18

Nucleodur C18 Gravity-SB Macherey-Nagel Octadecyl, endcapped 19

ACQUITY UPC² Torus DIOL Waters Propanediol 20

ACQUITY UPC² Torus DEA Waters Diethylamine 21

Nucleoshell HILIC Macherey-Nagel Sulfobetaine 22

Syncronic HILIC Thermo Sulfobetaine 23

ACQUITY UPC² BEH 2-EP Waters 2-ethylpyridine 24

ACQUITY UPC² Torus 2-PIC Waters 2-Picolyl-amine 25

ACQUITY UPC² Torus 1-AA Waters 1-Amino-anthracene 26

Accucore 150-Amide-HILIC Thermo Polyamide 27

Ascentis Express OH5 Sigma-Aldrich Penta-hydroxyl 28

Accucore Urea-HILIC Thermo Propylurea 29

Hypersil Gold CN Thermo Cyanopropyl-bonded silica 30

ACQUITY UPC² BEH Waters Bare hybrid silica 31

Kinetex HILIC Phenomenex Bare silica 32

Accucore HILIC Thermo Bare silica 33

Cortecs HILIC Waters Bare silica 34

Hypersil Gold Silica Thermo Bare silica 35

Titan Silica Sigma-Aldrich Bare silica 36
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Figure S1: ROC curves related to the discriminant analyses in Figure 6. 
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IV. Conclusion 

 

Dans ce chapitre, différentes phases stationnaires ont été caractérisées en utilisant 

la méthodologie des modèles LSER. C’est-à-dire que sur ces phases stationnaires ont 

été analysés un set de molécules achirales et un set de molécules chirales et que les 

rétentions ont été étudiées en fonction des changements de paramètres : la 

concentration d’additif pour la colonne Chirobiotic™ TAG, et l’absence de certains 

groupements fonctionnels sur le greffon de référence des colonnes Chiralpak® ZWIX. 

Concernant la colonne Chirobiotic™ TAG, l’étude a amené à comprendre le 

comportement d’un peptide macrocyclique, la teicoplanine aglycone, une molécule 

polaire ionisable. Les analyses d’un set achiral sur cette colonne avec des conditions 

de phase mobile différentes (allant d’environ 1 M d’acide trifluoroacétique à environ 1 

M d’isopropylamine dans le co-solvant) ont révélé les interactions que pouvait faire ce 

type de molécules quel que soit le pH apparent de la phase mobile. Le mécanisme de 

rétention a donc été mis en évidence et les variations de rétention des composés 

acides, basiques, et ioniques montrent bien les différents états d’ionisation des 

fonctions acides et amines libres d’un peptide. Nous avons également démontré 

l’importance des effets d’adsorption de l’additif sur la phase stationnaire.  

La deuxième partie, consacrée aux colonnes Chiralpak® ZWIX démontre que pour 

l’énantioséparation des acides aminés, la présence des deux groupements chargés 

du greffon (la groupement sulfonique chargé négativement et le groupement 

quinuclidine porteur de l’azote chargé positivement) est nécessaire. En ce qui 

concerne la rétention, différents mécanismes sont mis en jeu en fonction de la phase 

stationnaire étudiée. Par exemple, lorsque le groupement sulfonique est absent du 

greffon, la colonne se comporte comme un échangeur d’anion. L’inverse est observé 

lorsque l’azote chargé positivement n’est plus sur le greffon étudié. En revanche la 

présence simultanée des deux charges affaiblit globalement le caractère échangeur 

d’ions de la phase zwitterionique par rapport à un simple échangeur d’anions ou de 

cations. 

Les acides aminés étant une des familles moléculaires à laquelle ma thèse 

s’intéresse, un développement de méthodes ainsi que des applications concernant 

l’extraction d’acides aminés natifs au sein d’une plante ou encore le dosage d’acides 
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aminés dans des compléments alimentaires seront présentés dans le chapitre suivant. 

Ces développements vont utiliser les phases stationnaires Chiralpak® ZWIX, 

préalablement démontrées comme étant performantes dans l’énantiorésolution des 

acides aminés natifs en conditions HPLC. 
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Chapitre 3  

 

Analyse d’acides aminés natifs par 

chromatographie unifiée et 

applications 

 

 

 

  



120 
 

  



121 
 

I. Introduction 

 

Ayant examiné en détail les phases stationnaires Chiralpak® ZWIX(+) et ZWIX(-) 

au chapitre précédent, une méthode d’analyse des acides aminés natifs a été 

développée en utilisant ces phases stationnaires. Ces colonnes sont connues pour 

l’énantioséparation des acides aminés natifs [109,110] en HPLC. La méthode que nous 

avons développée se veut être une méthode générique pour permettre 

l’énantioséparation de tous les acides aminés natifs protéinogéniques (en excluant la 

glycine qui ne possède pas de centre asymétrique). Pour réaliser l’élution complète 

des acides aminés les plus polaires, il a été nécessaire de réaliser un gradient d’élution 

large, joignant les domaines de la SFC, l’EFLC et l’HPLC. Cette méthode peut donc 

être qualifiée de Chromatographie Unifiée (UC). 

Cette méthode, après quelques modifications, a été utilisée par la suite pour deux 

applications. La première application est la quantification des acides aminés natifs 

dans des compléments alimentaires. Des comprimés contenant 17 acides aminés 

protéinogéniques, des gélules contenant de la taurine et de la théanine (acides aminés 

naturels non protéinogéniques), et enfin des gélules contenant les acides aminés 

branchés (valine, leucine et isoleucine) ont été analysés. Une validation de la méthode 

de dosage a été effectuée sur les compléments alimentaires contenant les acides 

aminés branchés. Dans les compléments alimentaires, les acides aminés retrouvés 

sont sous une seule forme, la forme L-, qui est celle retrouvée le plus fréquemment à 

l’état naturel. Aussi, l’énantioséparation n’était pas recherchée dans cette application. 

La deuxième application est l’extraction d’acides aminés dans une plante utilisée 

en médecine traditionnelle pour ses propriétés anti-infectieuses et hémostatique, la 

Bourse à Pasteur (Capsella bursa-pastoris). Deux types d’extraction ont été testées. 

La première est la macération, afin d’imiter l’utilisation naturelle de cette plante, 

puisqu’elle peut être utilisée en infusion dans de l’eau ou de l’alcool avant dégustation. 

Cette macération est donc employée afin de voir si des acides aminés sont extraits via 

cette technique. La deuxième est une technique d’extraction plus sophistiquée, 

l’extraction par fluide pressurisé (PFE). La méthodologie des plans d’expérience a été 

mise en place afin de pouvoir extraire le maximum d’acides aminés de cette plante et 

les quantifier par la méthode UC préalablement développée.  
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II. Développement de méthodes pour l’analyse des 

acides aminés 

 

Une méthode générique a été développée pour l’analyse des acides aminés natifs 

sur la colonne Chiralpak® ZWIX(+). Trois additifs différents, un acide, une base et un 

sel, ont été testés à différents niveaux de concentration. De l’eau a été ajoutée à la 

phase mobile afin d’augmenter sa polarité. La meilleure phase mobile en termes de 

nombre d’acides aminés élués et énantiorésolus est conservée. Le gradient d’élution 

allant de 10% de co-solvant à 100%, on ne peut plus considérer que nous sommes 

dans le domaine de la SFC. Le terme de « unified chromatography » est employé pour 

faire la jonction entre les techniques de SFC et d’HPLC.  

 

A. Raimbault, M. Dorebska, C. West 

 

A chiral unified chromatography-mass spectrometry method to analyse free amino 

acids 

 

Analytical and Bioanalytical Chemistry, Volume 411, (2019), 4909-4917 
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Cette méthode développée avec du formiate d’ammonium, qui devait permettre 

l’énantiorésolution d’un maximum d’acides aminés protéinogéniques, a ensuite été 

modifiée pour améliorer encore les formes de pics, surtout pour les acides aminés 

basiques (histidine, lysine et arginine). Un autre additif a alors été testé, l’acide 

méthanesulfonique (AMS). Sa structure est représentée sur la figure 3.10.  

 

Figure 3.10 : Structure de l'acide méthanesulfonique 

 

Le formiate d’ammonium a été remplacé dans la phase mobile par l’AMS en tant 

qu’additif, à la concentration de 20 mM avec toujours l’ajout de 2% d’eau, en gardant 

le même gradient d’élution de 10 à 100% de co-solvant. Cet acide, qui est corrosif, a 

entrainé une dégradation au niveau du spectromètre de masse. Une nouvelle pièce, 

la vanne d’exhaust, a été nécessaire afin de résister à la corrosion. Après de longs 

mois d’attente, l’AMS a pu être utilisé sans soucis pour l’appareillage. Les résultats 

furent très satisfaisants comme le montrent les chromatogrammes de la figure 3.11. 

 

 

Figure 3.11 : Chromatogrammes de l’histidine et de l’acide aspartique. Additifs utilisés : formiate d’ammonium en 

gris et acide méthanesulfonique en ocre.  

 

Pour l’histidine, nous voyons bien que le pic est beaucoup plus symétrique même 

si l’énantiorésolution n’est toujours pas observée. En ce qui concerne l’acide 

aspartique, les pics sont également plus symétriques, et cette fois l’énantiorésolution 

est obtenue. Un des principaux avantages de cet additif est la séparation de 

Histidine Acide aspartique 
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l’isoleucine et de la leucine. Ces deux molécules sont isomères, et grâce à l’AMS, elles 

sont séparées. Les énantiomères de chacun des isomères sont également séparés 

comme le montre la figure 3.12.  

 

 

Figure 3.12 : Chromatogrammes de l’isoleucine et de la leucine en fonction de l’additif utilisé : formiate 
d’ammonium à gauche, acide méthanesulfonique à droite. À gauche, l’isoleucine est en bordeaux, la leucine en 

gris. À droite, le mélange des deux est en ocre. La leucine est éluée avant l’isoleucine. 

 

On voit sur cette figure que les 4 isomères (deux paires d’énantiomères) sont 

séparés avec l’AMS en additif dans la phase mobile alors qu’ils ne le sont pas lorsque 

l’on utilise du formiate d’ammonium.  

À la suite de l’amélioration de la méthode analytique par le changement d’additif 

dans la phase mobile, le temps d’analyse a également été raccourci. En effet la 

méthode précédente se déroulait à un débit de 0,5 mL/min en raison de la forte 

pression engendrée en fin de gradient lorsque le pourcentage de co-solvant atteint 

100%. Une augmentation de débit a été tentée, mais la pression en tête de colonne 

ne peut pas dépasser 40 MPa sur notre instrument (Acquity UPC2 de Waters). La 

méthode finale met donc en œuvre un gradient inverse de débit et de contre-pression 

en même temps que le gradient d’élution. Le débit évolue de 3 mL/min au début du 

gradient à 1 mL/min en fin de gradient. De la même façon la contre-pression évolue 

de 15 MPa à 11 MPa. De cette façon, la pression d’entrée ne dépasse jamais 40 MPa, 

et le temps d’analyse (avec rééquilibrage en fin d’analyse) passe de 30 min à 10 min. 

Cette méthode améliorée a été utilisée pour les applications avec les compléments 

alimentaires et les extraits de Capsella bursa-pastoris dans la suite de ce chapitre.  
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III. Applications  

 

Deux applications ont été mises en place grâce à la méthode développée, la 

première est une validation de méthode de dosage des acides aminés natifs dans des 

compléments alimentaires. La seconde application est une optimisation des 

paramètres d’extraction des acides aminés de la plante Bourse à Pasteur (Capsella 

bursa-pastoris).  

 

1. Validation d’une méthode de dosage des acides aminés 

contenus dans des compléments alimentaires 

 

Une validation de méthodes de dosage d’acides aminés contenus dans des 

compléments alimentaires a été mise en place en utilisant la méthode développée 

dans la partie II. de ce Chapitre 3. Des gélules contenant de la L-valine, L-leucine et 

L-isoleucine ainsi que des gélules contenant de la taurine ont été dissoutes puis 

analysées en SFC. Une validation de méthode utilisant les ajouts dosés a été effectuée 

sur 4 jours. 4 niveaux de concentration (1 sans ajout ainsi que 3 avec ajouts) ont été 

testés. Pour chaque niveau de concentration, 6 répétabilités de préparation 

d’échantillon ont été effectuées. D’un point de vue analytique, 3 injections pour chaque 

préparation d’échantillon ont été faites, ce qui fait un total de 576 injections.  

 

A. Raimbault, A Noireau, C. West 

 

Analysis of free amino acids with unified chromatography-mass spectrometry – 

Application to food supplements 

Journal of Chromatography A, In press, Article 460772 
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2. Extraction par fluide pressurisé et analyse d’acides aminés 

contenus dans la Bourse à Pasteur (Capsella bursa-pastoris) 

 

Suite à la validation de méthode de dosages des acides aminés dans des 

compléments alimentaires, une autre application a été testée, il s’agit d’une extraction 

des acides aminés natifs d’une plante commune, la Bourse à Pasteur (Capsella bursa-

pastoris). Une optimisation des paramètres d’extraction a été effectuée grâce à la 

méthodologie des plans d’expériences. Cette méthodologie permet en un nombre 

restreint d’expériences de définir un optimum. La PFE est la technique d’extraction 

utilisée, et les paramètres à optimiser dans le plan d’expériences ont été la composition 

de la phase d’extraction, la température de la cellule d’extraction ainsi que le nombre 

de cycles d’extraction.  

 

A. Raimbault, M. Dorebska, E. Destandau, C. West 

 

Optimised pressurized liquid extraction of native amino acids from Capsella bursa-

pastoris and their analysis with unified chromatography 

Article en préparation, à soumettre fin 2019 
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IV. Conclusion 

 

Dans ce chapitre, une méthode générique par chromatographie unifiée a été 

développée pour l’énantioséparation de tous les acides aminés natifs 

protéinogéniques. Cette méthode utilise la phase stationnaire Chiralpak® ZWIX, qui a 

été développée précisément dans le but d’aboutir à cette énantioséparation en phase 

liquide. Cette méthode UC a été ensuite améliorée en changeant d’additif. L’AMS a 

montré de très bons résultats en termes de formes de pics, surtout pour les acides 

aminés avec une chaine secondaire basique. L’utilisation de cet additif corrosif ne fut 

possible qu’après avoir reçu une nouvelle vanne d’exhaust sur le détecteur de masse 

Acquity UPC² conçue pour l’usage en contact avec des produits corrosifs. Des 

améliorations ont également été effectuées sur le temps d’analyse, qui a été divisé par 

3, en mettant en place un gradient inverse de contrepression et de débit afin de 

s’assurer de ne jamais dépasser le seuil limite de la pompe (40 MPa) et d’optimiser 

l’efficacité.    

Suite à ce développement de méthode, deux applications ont été mises en place. 

La première fut une validation de méthode de dosage des acides aminés dans des 

compléments alimentaires. Les performances de cette validation de méthode montrent 

que l’on obtient des résultats semblables en termes de répétabilité et de 

reproductibilité inter- et intra-jour que des méthodes en HPLC sur la même matrice de 

compléments alimentaires. La méthode UC est donc aussi performante que l’HPLC 

pour ces problématiques.  

La deuxième application a été une optimisation de l’extraction des acides aminés 

de la Bourse à Pasteur, une plante très commune, ayant des applications médicinales. 

Les conditions optimales d’extraction ont été déterminées en utilisant les plans 

d’expérience :  le solvant d’extraction est alors un mélange EtOH/H2O à 50/50, une 

température de 100°C et 1 cycle d’extraction.  

Ces différentes applications utilisant la méthode UC développée précédemment 

prouvent bien qu’il est possible d’analyser rapidement des composés polaires 

zwitterioniques avec l’utilisation d’un additif approprié ainsi qu’un ajout d’eau dans la 

phase mobile.  
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I. Conclusions générales 

 

L’objectif principal de cette thèse était d’étudier des composés polaires en SFC et 

de trouver des conditions favorables pour les analyser. Différents aspects ont donc été 

traités tout au long de ce manuscrit, qui se concentre essentiellement sur l’analyse 

d’acides aminés.  

La SFC est une technique chromatographique qui prend de plus en plus d’ampleur 

dans les laboratoires pharmaceutiques, même si l’HPLC reste majoritaire, par le 

développement d’appareils plus performants et sa complémentarité à l’HPLC. Cette 

technique est bien définie pour des applications avec de petites molécules peu 

polaires, en revanche en ce qui concerne les molécules polaires cette technique n’est 

pas celle de référence. Ceci s’expliquant par le fait que la phase mobile utilisée ne 

peut pas être très polaire en raison de la forte proportion de CO2 pressurisé. 

Cependant, différentes techniques pouvant être mises en place pour analyser de telles 

molécules ont été utilisées lors de ces travaux de thèse.  

Dans le chapitre 2, nous avons étudié trois phases stationnaires différentes, la 

Chirobiotic™ TAG ainsi que les deux Chiralpak® ZWIX (+/-). Un set de molécules 

achirales et chirales a été injecté sur ces colonnes afin de modéliser les interactions 

entre les analytes et les différentes phases stationnaires, grâce aux modèles LSER. 

Pour la Chirobiotic™ TAG, l’objectif était de voir le comportement du greffon, la 

teicoplanine aglycone, dans diverses conditions de phase mobile. Pour ce faire, 11 

phases mobiles différentes ont été préparées à des concentrations croissantes 

d’additif basique, l’IPA, ou d’additif acide, le TFA. Ces études ont permis de montrer 

l’état d’ionisation d’un peptide lorsqu’il est soumis à diverses conditions (acides ou 

basiques). Pour les deux phases Chiralpak® ZWIX, l’étude était destinée à comprendre 

les mécanismes de rétention et d’énantioséparation liés à ces phases stationnaires. 9 

autres phases stationnaires ont été utilisées afin de comparer les rétentions de 

molécules achirales et l’énantioséparation de molécules chirales. Ces phases 

stationnaires présentaient toutes des similitudes dans la composition du greffon, avec 

quelques dissemblances en comparaison avec les greffons de référence des colonnes 

Chiralpak® ZWIX. Cette étude a permis de montrer que pour l’énantioséparation des 

acides aminés, l’un des objectifs des colonnes ZWIX, il était préférable d’avoir la 
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présence à la fois du groupement quinoline, du sulfonique (porteur de la charge 

négative) et du quinuclidine (porteur de la charge positive).  

Dans le chapitre 3, une méthode de chromatographie unifiée a été mise en place 

pour l’analyse des acides aminés natifs en utilisant l’une des phases stationnaires 

étudiées dans le chapitre précédent, la Chiralpak® ZWIX(+). L’objectif premier de cette 

étude était d’avoir une méthode générique pour l’énantioséparation de tous les acides 

aminés natifs. Différents additifs ont été testées, à différentes concentrations, afin 

d’avoir les meilleurs résultats possibles. Ce développement de méthode générique 

s’est avéré très difficile. Séparer les énantiomères des acides aminés acides et à la 

fois ceux des acides aminés basiques fut complexe. Une méthode de 30 minutes en 

gradient d’élution a été définie comme la plus satisfaisante, avec du formiate 

d’ammonium à 50 mM et 5% d’eau dans le co-solvant méthanol. Des améliorations en 

termes de forme de pics et de temps d’analyse ont été effectuées en changeant 

d’additif. L’AMS s’est montré plus performant mais la corrosivité de cet acide a 

endommagé le détecteur de masse Acquity QDa. Le temps d’analyse a été divisé par 

3 en réalisant un gradient inverse de contrepression et de débit. Cette méthode a 

ensuite été utilisée pour deux applications distinctes : une validation de méthode de 

dosage des acides aminés natifs dans des compléments alimentaires. Les 

performances mesurées de cette validation de méthode de dosage se rapporte à 

celles trouvées dans la littérature pour des méthodes similaires en HPLC. La deuxième 

application a été une optimisation d’extraction des acides aminés de la plante Capsella 

bursa-pastoris. Par la méthodologie des plans d’expérience, l’optimum a été défini, 

testé et analysé. Cet optimum (mélange d’EtOH et d’eau à 50/50 ; 100°C pour la 

température de la cellule d’extraction ; 1 cycle d’extraction) montre des meilleurs 

résultats d’extraction que tous les points du plan d’expérience.   

De manière générale pour l’analyse de composés polaires en SFC, l’utilisation de 

phases stationnaires polaires, pour avoir une certaine rétention des molécules 

d’intérêt, ainsi qu’une phase mobile assez polaire pour les éluer (allant parfois jusqu’au 

co-solvant pur) est ce qu’il y a de préférable. L’ajout d’additif et d’eau est également 

fortement conseillé si l’on s’intéresse à des composés de plus en plus polaires. 
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II. Perspectives 

 

Dans le futur, il pourrait être intéressant de s’intéresser à d’autres familles 

moléculaires afin de voir si la SFC (ou l’UC) est capable d’analyser des composés 

aussi polaires que peuvent l’être des acides aminés natifs. Quelques familles ont été 

brièvement explorées par cette thèse. 

 

1. Iridoïdes 

 

Les premières sont les iridoïdes, qui sont des molécules ayant des propriétés 

curatives (cardiovasculaires, analgésiques, anti-inflammatoires, antitumorales, …). 

Ces dérivés terpéniques sont très polaires, avec des log P aux alentours de -4. Les 

molécules étudiées dans cette thèse ont été l’aucubin, le catalpol et l’harpagide. Leurs 

structures sont présentées en figure 4.13.  

          

Figure 4.13 : Structures et log P des iridoïdes étudiés. 

 

Ces molécules ont été injectées, en tant que standard, sur la colonne Acquity UPC² 

Torus Diol (100 x 3 mm ; 1,7 µm). La phase mobile utilisée est simple puisqu’il s’agit 

uniquement d’un mélange de CO2 et de MeOH dans les proportions 70 pour 30. Le 

débit a été fixé à 1,5 mL/min, la température à 25°C et la contrepression à 15 MPa. 

L’aucubin et le catalpol sont présents dans la Véronique officinale (Veronica 

officinalis), une plante utilisée en médecine traditionnelle. L’harpagide, naturellement 

absent de cette plante, a été utilisé comme étalon interne. Différentes extractions sur 

cette plante, utilisant l’extraction par micro-ondes (MWE) ou la PFE, ont été effectuées. 

Les conditions d’extraction ont été déterminées pendant un stage de master avant ma 
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thèse, mais en se focalisant sur d’autres familles moléculaires. Ce ne sont donc pas 

les conditions optimales pour les iridoïdes, il faudrait optimiser cette méthode. Dans le 

chromatogramme ci-dessous (figure 4.14), on voit bien les 3 iridoïdes séparés en 

moins de 3 minutes avec des formes de pics raisonnables.  

 

 

Figure 4.14 : Chromatogrammes des iridoïdes. À gauche : injection des standards ; au milieu : extraction par 
fluide pressurisé ; à droite : extraction par micro-ondes. En jaune : Harpagide ; en orange : Aucubin ; en bleu : 

Catalpol. 

 

Des améliorations des conditions d’extraction sont nécessaires mais on voit 

néanmoins que cette famille est analysable en SFC de manière très simple et rapide.  

 

2. Anthocyanes 

 

Qu’en est-il des composés polaires ioniques ? Des anthocyanes ont été injectées 

sur deux colonnes différentes : l’Acquity UPC² Torus Diol, et Acquity UPC² Torus DEA 

(100 x 3 mm ; 1,7 µm). Les anthocyanes injectées sont représentées en figure 4.15. 

Nous souhaitions ici avoir trois molécules modèles ayant une génine identique mais 

une variation du nombre de glycosylations (0, 1 ou 2 sucres).   

 

Figure 4.15 : Structures et log P des anthocyanes étudiées. 
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Les anthocyanes nécessitant un milieu acide sous peine de rapide dégradation, la 

phase mobile utilisée pour l’analyse de cette famille de molécules est, comme pour les 

acides aminés, un mélange de CO2, de MeOH et d’AMS, utilisé en additif à hauteur de 

0,1% dans le MeOH. La méthode consiste en un gradient générique, allant de 5% à 

95% de co-solvant en 30 minutes. Le débit est fixé à 0,5 mL/min et la contrepression 

à 15 MPa. Seulement quelques analyses ont été faites sur ces anthocyanes, mais les 

résultats sont plutôt encourageants comme il est montré sur la figure 4.16 où les pics 

sont plutôt bien symétriques. La molécule la plus polaire, la malvine, est bien éluée, à 

un fort pourcentage de co-solvant. Si l’on calcule la composition à l’élution de ce 

composé, elle est d’environ 60% de co-solvant pour l’analyse sur l’Acquity UPC² Torus 

Diol, et elle est d’environ 50% sur l’Acquity UPC² Torus DEA. Il serait intéressant de 

continuer à creuser dans l’analyse de ces molécules. Des applications seraient 

également envisageables, comme la détermination des anthocyanes dans du vin 

rouge ou tous les fruits rouges.  

 

 

Figure 4.16 : Chromatogrammes des anthocyanes. À gauche : analyse sur l’Acquity UPC² Torus Diol ; à droite : 
analyse sur l’Acquity UPC² Torus DEA . En orange (élué en premier) : Malvidine ; en bleu (élué en second) : 

Œnine ; en ocre (élué en troisième) : Malvine. 

 

3. Antibiotiques 

 

La dernière famille partiellement étudiée lors de cette thèse sont les antibiotiques. 

Ce sont des molécules très utilisées en pharmaceutique qui provoquent une résistance 

lorsqu’ils sont consommés de manière non nécessaire. Les molécules analysées se 

trouvent dans la figure 4.17. Les log P montrent que ces molécules sont polaires, sauf 

l’azithromycine qui présente un log P de 2,44. En revanche cette molécule a un log D 
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de - 4,4 à un pH de 5, sachant que le pH apparent de la phase mobile en SFC en 

l’absence d’additifs (mélange de CO2 et de MeOH) se trouve aux alentours de 5 [68]. 

       

Figure 4.17 : Structures et log P des antibiotiques étudiés.  

 

Ces antibiotiques zwitterioniques ont été analysés sur la colonne Nucleoshell 

HILIC, une phase stationnaire zwitterionique non chirale (sulfobétaine greffée sur 

silice) commercialisée par Macherey-Nagel. Les phases mobiles testées ont été un 

mélange de CO2 avec 2 différents co-solvants. Les co-solvants testés ont été un 

mélange de MeOH dans les 2 cas avec 2% d’H2O. La différence se fait au niveau de 

l’additif ajouté, de l’AMS dans un cas et de l’ammoniaque dans l’autre cas. Les 

premiers résultats sont plutôt mitigés, les pics ne sont pas bien définis. La 

vancomycine, par exemple, n’est pas détectée que ce soit grâce au détecteur UV et 

aussi en MS. La masse molaire de cet antibiotique est supérieure à la limite supérieure 

de masse détectée par le détecteur Acquity QDa, mais même les différents fragments 

multichargés ne sont pas vus. En ce qui concerne les autres antibiotiques, les résultats 

sont moins négatifs. Avec l’utilisation de l’ammoniaque comme additif, les M+1 des 

trois autres antibiotiques sont détectés en ESI(+) comme on peut le voir sur le 

chromatogramme de la figure 4.18. En revanche avec l’AMS, le M+1 de l’azithromycine 

n’est pas visible. Pour cette molécule, des fragments sont observés correspondant à 

la perte d’un des deux groupements glycosylés.  
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Figure 4.18 : Chromatogrammes des antibiotiques (m/z correspondant aux M+1 de chacun des antibiotiques).  
À gauche : cefpodoxime (m/z = 428) ; au centre : azithromycine (m/z = 750) ; à droite : amoxicilline (m/z = 366) . 
En orange : analyse sur la Nucleoshell HILIC avec l’AMS en tant qu’additif ; en bleu : analyse sur la Nucleoshell 

HILIC avec l’ammoniaque en tant qu’additif . 

Toutes ces familles moléculaires ouvrent le champ des possibilités concernant 

l’analyse des composés de plus en plus polaires, ce qui pourrait faire l’objet de 

nouveaux travaux de recherche.   
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Adrien RAIMBAULT 

Analyse de molécules d’intérêt biologique en chromatographie 

supercritique et chromatographie unifiée – Etudes fondamentales et 

applications 

Résumé : 

La SFC est une technique analytique ancienne qui a mis du temps à s’implanter dans les mœurs des 

chromatographistes, restant de longues années dans l’ombre de l’HPLC et la GC. Les petites molécules 

peu polaires s’analysent facilement grâce à cette technique du fait de la faible polarité du dioxyde de 

carbone. Qu’en est-il des composés polaires ? Plusieurs méthodes ont été mises en place afin de les 

analyser. Une technique intermédiaire entre la SFC et l’HPLC a été utilisée, la chromatographie unifiée. 

Ce travail de recherche traite de méthodes pour analyser des molécules de polarité plus élevée, tels que 

des acides aminés. Des phases stationnaires ont été étudiées grâce au modèle LSER pour comprendre 

le comportement de telles molécules dans un milieu supercritique. Un développement de méthode a été 

effectué pour l’analyse d’acides aminés. Cette méthode a ensuite été utilisée pour diverses applications 

(compléments alimentaires, plante à intérêt pharmaceutique).  

Mots clés : développement de méthode, SFC, chromatographie unifiée, applications, composés polaires 

 

Analysis of molecules of biological interest in supercritical 

chromatography and unified chromatography - Fundamental studies and 

applications  

Summary:  

SFC is an old analytical technique that took time to establish itself in the morals of chromatographists, 

remaining for many years in the shadow of HPLC and GC. Small and non-polar molecules are easily 

analysed using this technique because of the low polarity of carbon dioxide. What about polar compounds? 

Several methods can be used to analyse them. An intermediate technique between SFC and HPLC was 

used, the unified chromatography. 

This research deals with methods for analysing molecules of higher polarity, such as amino acids. 

Stationary phases were studied using the LSER model to understand the behaviour of such molecules in 

a supercritical environment. A method development was performed for amino acid analysis. This method 

was then used for various applications (food supplements, plant of pharmaceutical interest). 

 

Key words: method development, SFC, unified chromatography, applications, polar compounds  
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