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Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques, naturels et connus pour leur capacité à 

encapsuler des molécules ou groupements plus petits de nature hydrophobe. Leur face externe 

hydrophile et leur cavité hydrophobe permettent la formation de cet équilibre dynamique dans l’eau, 

pouvant générer des effets bénéfiques sur le composé inclus en terme de solubilité aqueuse, de 

stabilité, de biodisponibilité ou de propriétés organoleptiques. Ces modulations de propriétés physico-

chimiques intéressent de nombreux domaines d’application et particulièrement le secteur 

pharmaceutique. Déterminées comme étant peu toxiques, les CDs sont en partie autorisées par 

différentes pharmacopées, facilitant leur utilisation au sein de formulations pharmaceutiques. 

Parallèlement, l’Agence européenne des médicaments a reporté un manque de développement de 

formulations pharmaceutiques à destination pédiatrique, une cible nécessitant pourtant des 

précautions particulières. Parmi les formes galéniques appropriées, les solutions buvables 

représentent un des moyens d’administration les plus acceptables. De nombreuses substances actives 

ne disposent d’aucune spécialité commerciale adaptée à l’enfant, menant à l’utilisation de spécialités 

en dehors de leur autorisation de mise sur le marché (hors-AMM). L’utilisation de spécialités hors-

AMM peut générer des effets indésirables, parfois toxiques, en raison des excipients utilisés ou des 

paramètres pharmacocinétiques méconnus. Regroupées dans les European Pediatric Needs, certaines 

substances actives concernées sont classées II et IV, selon le système de classification 

biopharmaceutique (BCS), indiquant leur faible solubilité. Cette faible solubilité peut être un facteur 

limitant à une bonne biodisponibilité orale.  

 

Largement étudiées afin de pallier spécifiquement ces limites de solubilité et de biodisponibilité, les 

CDs apparaissent comme étant des excipients intéressants pour la formulation de solutions buvables 

à destination pédiatrique. Néanmoins, leur utilisation peut parfois générer les effets opposés de ceux 

recherchés, comme la formation de complexes insolubles ou la dégradation accélérée de la substance 

incluse. Dans ce contexte, la caractérisation détaillée des phénomènes impliqués dans les mécanismes 

d’inclusion représente une composante de recherche importante lors du développement de nouvelles 

formulations à base de CDs. Que les effets observés soient favorables à leur utilisation ou non, la 

compréhension des paramètres structuraux et physico-chimiques responsables offre une meilleure 

appréhension des adéquations structurales générant les effets recherchés. Les géométries d’inclusion, 

leurs stœchiométries et leurs constantes d’inclusion sont autant de paramètres descriptifs dont la 

détermination permet d’orienter les recherches applicatives. 

Afin d’améliorer leurs propriétés de solubilisation ou de vectorisation, la modification chimique des 

CDs naturelles a mené à l’utilisation de différents dérivés plus intéressants pour répondre à ces 

objectifs de formulations. Pour des raisons de coûts de production principalement, ces dérivés de CDs 

sont le plus souvent obtenus sous forme de mélange par des synthèses non-sélectives. Certains de ces 
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mélanges, tels que l’HPβCD (Hydroxypropyl-βCD) et la SBEβCD (Sulfobutylether-βCD), sont d’ores et 

déjà autorisés par certaines pharmacopées. D’un point de vue applicatif, ces dérivés sont plus efficaces 

car ils sont intrinsèquement plus solubles dans l’eau, possèdent une affinité membranaire supérieure 

et des groupements à l’origine d’interactions plus nombreuses avec les substances actives. Néanmoins, 

leur voie de synthèse non-sélective génère une hétérogénéité de structures, en terme de degré de 

substitution (DS) et d’isomérie, rendant la caractérisation de ces mélanges particulièrement délicate. 

Pourtant, la nature des composants de ces mélanges a une influence directe sur leur efficacité, en lien 

avec des propriétés physico-chimiques dépendantes de leurs structures. De plus, la méconnaissance 

de ces compositions accentue la difficulté de caractérisation des interactions avec les substances 

incluses, et donc la compréhension des mécanismes impliqués.  

 

Afin de répondre aux différentes problématiques exposées, ces travaux de thèse seront articulés en 

deux parties. D’une part, pour répondre à la problématique du manque de formulation pédiatrique, 

l’apport des CDs au carvédilol, une substance active classée BCS II (Biopharmaceutics Classification 

System), sera étudié. Cette substance active est intéressante de par sa présence dans les European 

Pediatric Needs, son utilisation recommandée chez l’enfant pour les insuffisances cardiaques d’origine 

cardiomyopathique, sa faible solubilité aqueuse et sa faible biodisponibilité qui en découle. De plus, 

son caractère racémique, la présence de plusieurs sites aromatiques distants et sa basicité font de 

cette structure un modèle en terme de caractérisation des interactions avec les CDs. Pour ces raisons, 

le carvédilol regroupe un intérêt autant applicatif que fondamental, c’est pourquoi son étude sera 

développée en détail dans le premier chapitre de ce manuscrit. D’autre part, le second chapitre sera 

consacré au développement d’une approche analytique visant à améliorer le niveau de caractérisation 

des mélanges de CDs. L’apport de la mobilité ionique couplée à la chromatographie liquide et à la 

spectrométrie de masse sera étudié. Pour cela, un mélange de dérivés amphiphiles, obtenu par une 

synthèse non-sélective précédemment développée au laboratoire, sera utilisé comme modèle. 

L’objectif de ce chapitre sera d’évaluer le niveau de caractérisation atteignable par l’analyse de ce 

mélange, sans étape de purification.
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I.1. Partie 1 : Les cyclodextrines 

I.1.1. Généralités 

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques, naturellement issus de la 

dégradation de l’amidon par voie enzymatique et découvertes pour la première fois en 1891 par 

Villiers, sans détermination de leur structure [1]. Composées de 6, 7 ou 8 unités glucosidiques liées en 

α(14), respectivement nommées αCD, βCD ou γCD, la structure de ces molécules a été identifiée en 

1911 (αCD, βCD) et 1948 (γCD) par Schardinger et Cramer, respectivement [2,3]. C’est en 1950 que 

leur structure cyclique a été démontrée à travers l’analyse des cristaux par diffraction de rayon-X, 

menant à l’appellation de « cycloamylose » qui deviendra « cyclodextrine » quelques années plus tard 

[4]. La conformation des CDs a ensuite été investiguée, mettant en évidence une conformation chaise 

4C1 des unités glucopyranose, induisant une géométrie particulière. En effet, les contraintes stériques 

générées par cette conformation 4C1 associées aux liaisons α(14) imposent aux CDs l’adoption d’une 

forme de cône tronqué. Cette conformation globale est en grande partie stabilisée par la présence de 

liaisons hydrogènes intramoléculaires entre les OH portés en C2 et ceux portés en C3 de l’unité 

glucosidique adjacente. Il est à noter que la structure cristalline de la βCD suppose également 

l’implication des groupements CH2 et de l’oxygène inter-glycosidique O4 dans la formation de liaisons 

hydrogènes moins énergétiques [5,6]. Les groupements alcool sont donc orientés vers l'extérieur de la 

cavité, ce qui entraine une hydrophilie de la partie externe et une hydrophobicité de l'intérieur de la 

cavité (Schéma 1). Cette orientation des groupements polaires (OH) vers l’extérieur et les groupements 

apolaires (CH) vers l’intérieur de la cavité confère aux CDs une certaine solubilité aqueuse tout en 

conservant un espace interne hydrophobe. 

 
 

 

(a) (b) (c) 

Schéma 1: (a) Structure générale des cyclodextrines naturelles avec n = 6, 7, 8 correspondant respectivement à l’αCD, la βCD 
et la γCD. (b) Représentations schématiques de la structure tridimensionnelle des CDs naturelles. (c) Orientation schématique 
des différents groupements. 
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Néanmoins, la différence du nombre d’unités glucopyranoses entre les CDs induit des différences de 

propriétés physicochimiques telles que le volume de la cavité, le nombre de liaisons hydrogène 

intramoléculaires, la solubilité aqueuse, la rigidité, etc... (Tableau 1). La βCD est la plus rigide des trois 

CDs naturelles en raison de son réseau de liaisons hydrogène particulièrement coordonnées, 

permettant la présence de 7 liaisons hydrogène sur la face secondaire, ce qui implique l’ensemble des 

alcools de cette face. Ce réseau confère à la βCD une structure cyclique et symétrique mais 

l’implication de tant de groupements polaires – en partie responsables de la solubilité aqueuse des 

CDs – dans des liaisons hydrogène intramoléculaires diminue significativement sa solubilité aqueuse 

[7]. L’αCD est également une structure rigide en raison des contraintes stériques générées par son 

caractère cyclique associé au nombre de six unités glucosidiques. Ces contraintes stériques sont à 

l’origine d’une légère distorsion de l’une des unités glucose, limitant à quatre le nombre de liaisons 

hydrogène simultanées sur la face secondaire. La plus faible implication des alcools dans la formation 

de liaisons hydrogène intramoléculaires explique en partie la plus haute solubilité aqueuse de l’αCD 

en comparaison de la βCD [7]. Concernant la γCD, le nombre de huit unités glucose augmente le degré 

de liberté conformationnelle de cette CD, lui accordant une souplesse de sa structure 

tridimensionnelle. Il en résulte un réseau de liaisons faibles intramoléculaires dont la force globale est 

inférieure aux autres CDs, lui procurant notamment la plus haute solubilité aqueuse des trois CDs 

naturelles et une capacité d’adaptation supérieure. La force de ces liaisons hydrogène a été comparée 

pour chacune de ces CDs grâce à la mise en œuvre d’une expérience de cinétique d’échange 

hydrogène/deutérium (H/D). Cette expérience a montré que la force (i.e. la distance O2---O3) de ces 

liaisons faibles augmente avec le nombre d’unités glucose : αCD < βCD < γCD [6]. Enfin, la cavité des 

CDs solubilisées dans l’eau contient, malgré son caractère hydrophobe, un nombre de molécules d’eau 

variable en fonction de sa taille. Il est à noter que cette présence d’eau génère également la formation 

de liaisons hydrogène intermoléculaires participant à la solubilité et à la stabilisation des 

conformations des CDs [6]. 
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Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques des CDs naturelles αCD, βCD et γCD [5,6,8,9]. 

 αCD βCD γCD 

Unité Glucopyranose 6 7 8 

Formule brute C36H60O30 C42H70O35 C48H80O40 

Masse molaire (g/mol) 972.9 1135.0 1297.1 

Diamètre externe / interne (Å) 5.3 / 4.7 6.5 / 6.0 8.3 / 7.5 

Hauteur (Å) 7.9 7.9 7.9 

Volume de la cavité (Å3) 174 262 427 

Nombre de liaisons hydrogène 4 7 N.D. 

Solubilité aqueuse à 20°C (g/L) 145 18.5 232 

Nombre de molécules d’eau dans la cavité 6-8 11-12 13-17 

pKa 12.3 12.2 12.1 

K moyen (M-1) 130 ± 8 490 ± 8 350 ± 9 

Prix indicatif ($US/kg) 45 5 80 

 

De plus, les CDs naturelles s’auto-associent menant à la formation d’agrégats plus ou moins solubles 

en phase liquide (Schéma 2, [10]). L’agencement de ces associations est dépendant des CDs comme 

observé en phase solide par l’analyse des cristaux. Les concentrations micellaires critiques (CMC) des 

CDs naturelles sont de 27, 7 et 7 mM pour l'αCD, la βCD et la γCD (26, 8 et 9 mg/mL). Leur diamètre 

est compris entre 20 et 200 nm en fonction de la concentration. Il est intéressant de noter que malgré 

sa plus haute solubilité aqueuse parmi les 3 CDs naturelles, la γCD possède une CMC faible, indiquant 

que les agrégats formés sont solubles [11].  

 

Schéma 2 : Exemple de représentation des auto-associations non-covalentes des CDs. D’après [12]. 

Afin de pallier cette limite de solubilité, la modification chimique des CDs a été largement investiguée. 

Disposant de trois groupements hydroxyles libres par glucose, différentes stratégies de synthèse ont 

été mise en place, sélectives ou non-sélectives [13,14]. Les voies de synthèse sélectives sont utilisées 
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afin de greffer un motif moléculaire sur une position précise pour une application recherchée. Les 

synthèses non-sélectives mènent à l’obtention de mélanges de dérivés de CDs dont le degré de 

substitution (DS) varie et dont l’utilisation peut être multiple. Parmi les modifications non-sélectives 

couramment observées, l’ajout de groupements méthyle (MeCD), hydroxypropyle (HPCD) ou 

sulfobutyl-ether (SBECD) permet d’augmenter considérablement la solubilité aqueuse des CDs 

(Tableau 2). L’ajout de ces fonctions modifie également leur propriétés d’auto-association, comme le 

démontre la CMC de l'HPβCD, de 84 mM (118 mg/mL) contre 7 mM pour la βCD naturelle [11].  

Tableau 2 : Structure générale des CDs modifiées les plus courantes, obtenues par voie de synthèse non-sélectives [12]. 

 

n R2, R3, R6 Nom S (g/L) 

6 H αCD 130 

7 H βCD 18.5 

8 H γCD 250 

7 H ou CH2CH(OH)CH3 HPβCD > 600 

8 H ou CH2CH(OH)CH3 HPγCD > 500 

7 H or CH3 RAMEB > 600 

7 H ou CH2CH2CH2CH2SO3
-+Na SBEβCD > 500 

 

La rigidité des conformations des CDs naturelles étant liée en partie aux liaisons hydrogène 

intramoléculaires entre les hydroxyles libres, leur substitution peut également générer une diminution 

de la rigidité du cycle. Par exemple, la βCD tri-méthylée (TRIMEB), dont tous les OH libres sont 

méthylés, voit fréquemment sa structure distordue et sa forme cristalline monohydrate présente 

souvent l'inversion de la conformation chaise d'une unité glucose de 4C1 vers une 1C4 [6].  

I.1.2. Les complexes d’inclusion 

La géométrie particulière des CDs et l’espace hydrophobe de leur cavité leur offre la capacité 

d’inclure des molécules ou groupements apolaires de plus petites tailles. Cette capacité d’inclusion 

combinée à leur solubilité aqueuse fait des CDs une famille de molécules aux propriétés intéressantes 

pour l’encapsulation de composés en milieu aqueux, notamment de composés apolaires peu solubles. 

L’inclusion de molécules dans les CDs génère une modification de leurs propriétés physico-chimiques, 

telles que la solubilité aqueuse, la stabilité ou la réactivité au travers de la formation d’un complexe 

d’inclusion. Régis par une constante de formation Kf, ces derniers sont des équilibres gouvernés par 

des interactions faibles dont la cinétique est généralement rapide, entre les formes libres (CD ; Invité, 

I) et complexées (CD:I) des espèces impliquées (équation 1) [15]. 
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Équation 1 : Exemple d’équilibre générale de formation d’un complexe d’inclusion de stœchiométrie n:m (CD :I) et sa constante 
de formation Kf     

 

𝐾𝑓 =
[𝐶𝐷𝑛: 𝐼𝑚]

[𝐶𝐷]𝑛 ∗ [𝐼]𝑚
 

  

Les complexes d’inclusion sont donc des agencements supramoléculaires non-covalents, caractérisés 

par l’inclusion d’une ou plusieurs molécules invitées à l’intérieur de la cavité d’une ou plusieurs 

cyclodextrines. En fonction de la nature des invités et des CDs, plusieurs stœchiométries de complexes 

(CD:I) peuvent exister dont les principales sont 1:1, 2:1, 1:2 ou 2:2 (Figure 1). Les interactions 

impliquées dans la formation des complexes d'inclusion sont principalement les forces de Van Der 

Waals, les interactions hydrophobes et les liaisons hydrogène. Ce sont donc des interactions faibles, 

d'où le caractère réversible de la formation de ces assemblages supramoléculaires [16]. 

 

Figure 1 : Représentations des stœchiométries des complexes les plus fréquemment observés. Issu de [17]. 

Une des forces motrices de la formation des complexes d’inclusion en solution aqueuse est l’expulsion 

par l’invité des molécules d’eau localisées à l’intérieur de la cavité. Le mouvement de ces molécules 

d’eau, de haute énergie en raison de leur localisation dans un espace hydrophobe, est en partie 

responsable des chaleurs de réaction de formation des complexes. Il en résulte la formation 

d'interactions apolaires – apolaires et une diminution de la surface de contact entre les groupements 

apolaires (intérieur de la cavité des CDs et les groupements inclus) et les molécules d'eau. La résultante 

de ce réarrangement est la formation d'une organisation moléculaire plus stable [18,19]. En effet, 

l’enthalpie générée par ces mouvements d’eau associée aux nouvelles interactions électrostatiques 

formées entre l’invité et les CDs est favorable à la formation spontanée des complexes d’inclusion. 

Néanmoins, cette enthalpie favorable est partiellement compensée par une entropie de formation 

défavorable en raison de la création d’un système plus ordonné [20]. La formation des complexes 

d’inclusion basés sur les CDs nécessite donc un milieu aqueux afin de générer l’enthalpie de formation 

favorable en partie liée aux mouvements de molécules d’eau. 

Le volume de la cavité des CDs naturelles étant différent (Tableau 1), l’adéquation des molécules pour 

la cavité est également variable : l'αCD forme préférentiellement des complexes avec des petites 
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molécules disposant de chaines aliphatiques [21]; la taille de cavité de la βCD est en bonne adéquation 

avec les composés aromatiques ; la γCD offre la possibilité de complexer des composés de plus haut 

poids moléculaire tels que des macrocycles ou des stéroïdes [22]. Il en découle que chaque taille de 

CDs naturelles (αCD, βCD et γCD) a une affinité davantage marquée pour une famille de groupements, 

permettant d’anticiper quelle CD serait la plus appropriée pour une molécule étudiée. Néanmoins, la 

βCD est la CD la plus utilisée en raison de son bas coût de production et de sa taille intermédiaire 

(Tableau 1) [22,23]. En effet, le volume de la cavité de l’αCD est trop étroit pour accueillir un 

groupement aromatique, limitant ainsi son utilisation. A l’inverse la taille de la γCD et sa flexibilité 

permettent l’inclusion de groupements aromatiques mais l’affinité (i.e. Kf) est généralement plus faible 

qu’avec la βCD en raison du plus haut degré de liberté conformationnelle liée à une inclusion moins 

spécifique. Sur l'ensemble des données collectées par Connors en 1995, les constantes d'associations 

moyennes avec l'αCD, la βCD et la γCD sont de 129, 490 et 355 M-1 respectivement [24]. Il est à préciser 

que les chiffres de cette étude se basent sur un grand nombre de publications antérieures à 1995, 

correspondant à la période durant laquelle la βCD était la plus accessible et donc plus investiguée.  

Malgré des interactions plus efficaces avec la βCD, sa faible solubilité aqueuse freine son utilisation. 

En effet, lors de l’utilisation des CDs pour augmenter la solubilité aqueuse d’un composé par la 

formation d’un complexe d’inclusion, la solubilité dudit complexe est limitée par la solubilité de la CD 

seule. Il est néanmoins possible d’observer des complexes d’inclusion dont la solubilité est supérieure 

à celle de la CD seule. L’inclusion dans la cavité peut, en fonction de la conformation du complexe, 

modifier le réseau de liaisons faibles intramoléculaire de la CD et impacter sa solubilité, positivement 

ou négativement. L’utilisation des CDs modifiées offre l’avantage d’augmenter les limites de solubilité 

des complexes formés, grâce à leur solubilité intrinsèque supérieure à celle des CDs naturelles. De plus, 

la présence de groupements supplémentaires peut être la source d’interactions de complexation 

différentes, telles que des interactions hydrophobes, des forces électrostatiques ou des liaisons 

hydrogène. Principalement pour des raisons de coûts de production, les CDs les plus couramment 

utilisées sont les trois CDs naturelles et les mélanges de dérivés précités (Tableau 2), obtenus par voies 

non-sélectives avec peu d’étapes de synthèse [25]. 

La formation de complexes d’inclusion entre CDs et une molécule cible représente un domaine de 

recherche à part entière [17]. En effet, l’encapsulation par les CDs a aujourd’hui été largement étudiée 

et exploitée dans de nombreux domaines d’application tels que l’industrie du textile, cosmétique, de 

biotechnologie ou dans l’industrie chimique [18]. Dans l’industrie agroalimentaire, les CDs sont 

utilisées pour augmenter la durée de vie des produits, stabiliser les arômes, les vitamines, colorants, 

et autres additifs dont la structure est en adéquation avec la cavité des CDs [26]. Ayant également la 

capacité d’augmenter la solubilité aqueuse de certaines substances, de protéger de l’oxydation, de la 
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décomposition à la lumière et des variations de chaleur, les industries de cosmétique et 

pharmaceutiques exploitent les CDs comme excipients [27]. 

I.1.3. Application au domaine pharmaceutique 

I.1.3.1. Toxicité des CDs 

Concernant la toxicité des CDs, il est nécessaire de dissocier les voies d’administration. En effet, des 

formulations de substances actives en présence de CDs existent sous différentes formes galéniques 

pour différentes voies d’administration. Concernant la voie parentérale, il a été montré que 90 % de 

l’αCD, βCD, γCD, HPβCD, RAMEB et SBEβCD sont excrétés inchangés dans l’urine chez le rat. 

L’utilisation de la βCD par cette voie d’administration est à éviter en raison de sa recristallisation dans 

l’organisme liée à sa faible solubilité aqueuse [9,28].  

Les CDs ne sont globalement pas toxiques lors d'une administration par voie orale en raison de leur 

non-absorption dans le tractus gastro-intestinal [22]. Leur structure cyclique et rigide leur offre une 

résistance aux dégradations enzymatiques, notamment celles provoquées par les amylases qui 

dégradent rapidement leurs homologues linéaires [18]. La γCD est la moins stable en raison de sa plus 

haute flexibilité facilitant l’accès des amylases tandis que les dérivés de CDs sont quant à eux plus 

résistants aux enzymes et à l'hydrolyse que leurs homologues naturels. Leur métabolisation principale 

est réalisée par les bactéries se trouvant dans le côlon [12]. Certains paramètres pharmacocinétiques 

sont repris dans le Tableau 3, dont la DL50 orale qui est de l’ordre du g/kg chez le rat, mettant en 

évidence la faible toxicité de ces molécules. Les cyclodextrines ont de très faibles biodisponibilités lors 

de leur administration par voie orale, s’expliquant par la loi de Lipinski à travers leur nombre d'alcools 

libres (donneur + accepteur d'hydrogènes) et de leur haut poids moléculaire (supérieur à 500 Da) 

[29,30]. Il en découle que leur biodisponibilité lors d’une administration par voie orale est inférieure à 

3% (αCD, βCD, γCD, HPβCD, HPγCD, SBEβCD) et à 12% pour les CDs les plus lipophiles (RAMEB) [31]. 

Cependant, il est à noter qu’à hautes concentrations les CDs ont, in-vitro, un léger effet hémolytique 

sur les membranes (γCD < αCD < HPβCD < βCD < TRIMEB < DIMEB), lié à leur interaction avec les 

constituants membranaires tels que les phospholipides, le cholestérol ou les protéines. Cela constitue 

en soi une preuve de la présence d'interactions entre les CDs et les constituants membranes. [21] 
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Tableau 3 : Pharmacocinétique des CDs naturelles et des CDs modifiées utilisées [12,22,28,32]. 

CD 
Pharmacocinétique (rat) 

Toxicité aigüe (rat)  
LD50 (g/kg) 

t1/2 IV 
(min) 

Fraction urine 
inchangée IV (%) 

Biodisponibilité orale 
(%) 

IV Oral 

αCD 25 90 2-3 0.5-0.8 >10 

βCD 20 90 1-2 1 19 

HPβCD 20 90 < 3 10 >2 

SBEβCD - - - >15 >10 

RAMEB 18 95 0.5-12 1.5-2.1 >8 

γCD 20 90 <0.02 4 >8 

HPγCD - - - - >2 

 

Certaines CDs sont d’ores et déjà autorisées par différentes pharmacopées, facilitant leur utilisation 

au sein de formulations pharmaceutiques. En effet, la Pharmacopée américaine autorise le plus de CDs 

listant les naturelles (αCD, βCD et γCD) et deux dérivés de la βCD (HPβCD, SBEβCD). La pharmacopée 

japonaise autorise uniquement les trois CDs naturelles et la Pharmacopée européenne l’αCD, la βCD, 

la γCD et l’HPβCD. De plus, les CDs naturelles sont aujourd’hui couramment utilisées en tant qu’additifs 

alimentaires, autorisées par la Food and Drug Administration (FDA) et reconnues sans danger pour la 

santé. Néanmoins, certaines nuances de législation existent selon les continents [12,33]. A titre 

indicatif, le Tableau 4 reprend les quantités admissibles par différentes voies d’administration pour 

lequelles aucun effet négatif n’est attendu. 

Tableau 4 : Valeurs seuils recommandées pour éviter l’observations d’effets négatifs liés aux CDs. D’après [34]. 

 αCD βCD γCD RAMEB HPβCD/SBEβCD 

Voie Orale (mg/kg/jour)      

Adulte 120 10 200 - 160 

Nouveau-né 12 10 20 - 16 

Voie Nasale (solution, % w/v)      

Adulte - 1.5 - 10 10 

Nouveau-né - 0.15 - 1 1 

Voie Occulaire (solution, % w/v)      

Adulte 1 1 - 1 10 

Nouveau-né 0.1 0.1 - 0.1 1 

Voie Parentérale (mg/kg/jour)      

Adulte 0.2 - 0.8 - 300 

Nouveau-né 0.02 - 0.08 - 10 
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I.1.3.2. Intérêts pharmaceutiques des CDs 

I.1.3.2.1. Effet protecteur des CDs 

La capacité des CDs à offrir un effet protecteur sur le composé inclus est fréquemment recherchée 

dans le domaine pharmaceutique. En effet, une revue publiée par Loftsson et coll. reprend un grand 

nombre d’études visant à étudier cet effet protecteur [16]. L’analyse des cinétiques de dégradation 

d’une substance et l’obtention des constantes de dégradation en présence (kc) ou en absence (kf) de 

CDs mène à l’obtention d’une grandeur (kc/kf) permettant la comparaison de l’efficacité de la 

protection engendrée par la complexation (Tableau 5). 

Tableau 5 : Exemples de l’effet de la complexation par les CDs sur la stabilité de substances actives incluses. D’après [16]. 

Substance active CD pH T (°C) K1:1 (M-1) kf (h-1) kc (h-1) kc/kf Ref 

Effet catalytique 

Cefotaxime 
(hydrolyse) 

βCD 
3.50 

25 

18 2.98*10-3 6.15*10-3 2.06 

[35] 

7.50 9 2.81*10-3 28.41*10-3 10.11 

DIMEB 
3.50 26 2.98*10-3 2.95*10-3 0.99 

7.50 35 2.81*10-3 24.59*10-3 8.75 

HPβCD 
3.50 30 2.98*10-3 4.58*10-3 1.54 

7.50 47 2.81*10-3 14.78*10-3 5.26 

RAMEB 
3.50 37 2.98*10-3 3.17*10-3 1.06 

7.50 51 2.81*10-3 3.69*10-3 3.45 

D-Carbenicillin 
(isomérisation) 

αCD 

7.40 37 

69 

2.93*10-2 

4.25*10-2 1.45 

[36] βCD 48 7.20*10-2 2.46 

γCD 34 1.52*10-1 5.18 

Effet stabilisant 

Amoxicillin 
(hydrolyse) 

αCD 

1.20 37 10 1.32*10-1 

1.29*10-1 0.98 

[37] βCD 7.57*10-2 0.58 

γCD 1.16*10-1 0.88 

Benzylpenicillin 
(hydrolyse) 

RAMEB 

1.20 

37 

450 3.46*101 1.94 0.06 

[38] 

2.40 150 2.28 4.13*10-2 0.02 

4.60 190 5.08*10-2 1.44*10-2 0.28 

7.30 190 2.27*10-3 6.00*10-3 2.6 

9.60 85 8.22*10-2 5.48*10-2 0.67 

Melphalan 
(hydrolyse) 

SBEβCD 

7.40 

25 360 2.00*10-1 1.78*10-3 0.01 

[39] 
37 307 8.10*10-1 8.57*10-3 0.01 

HPβCD 
25 382 2.00*10-1 1.01*10-2 0.05 

37 283 8.10*10-1 4.70*10-2 0.06 

D-Ethiazide 
(isomérisation) 

DIMEB 7.40 37 72 3.65*10-1 5.71*10-2 0.16 [36] 

 

A titre illustratif de cet effet observable par la formation des complexes d’inclusion, la Figure 2 reprend 

les résultats d’une cinétique de dégradation du midazolam en absence de CDs, en présence de γCD ou 

de RAMEB [40]. Il est observable que sur une durée de 3 mois à 40°C, cette substance active se dégrade 
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à hauteur de 20% en absence de CDs alors que la γCD et la RAMEB permettent respectivement de 

limiter cette dégradation à 15% et 5%. Ce plus fort effet stabilisant des CDs modifiées est généralement 

observé, dont l’origine supposée est la substitution des OH libres susceptibles de former des liaisons 

hydrogène avec l’invité, catalysant les réactions de coupures. 

 

 

(a) (b) 

Figure 2 : Exemple de l’effet protecteur des CDs sur le midazolam. (a) structure du midazolam. (b) Pourcentage de midazolam 
résiduel en fonction du temps, en absence de CDs (rond), en présence de γCD (carré) ou de RAMEB (triangle). D’après [40]. 

En effet, l'inclusion d’un composé dans la cavité des CDs peut également avoir un effet catalytique sur 

ce dernier. Comme observé dans le Tableau 5, certains rapports kc/kf sont supérieurs à 1, signifiant que 

la dégradation du composé étudié a été accélérée en présence de CDs. Wouessidjewe et coll. ont 

étudié le cas de la spironolactone (SP) en présence de βCD, formant un complexe de stœchiométrie 

2:1 (CD:SP) qui catalyse la désacétylation de la SP [41]. Il est également observé que la taille de la cavité 

des CDs peut orienter son influence sur la stabilité d'un composé. Il a été montré, pour la (S)-

scopolamine et la (S)-hyoscyamine, que l'αCD catalyse leur racémisation et leur hydrolyse alors que les 

dérivés βCD et la γCD stabilisent l'énantiomère (S) [42]. Un autre exemple de l'effet catalytique que 

peuvent avoir les CDs porte sur l'hydrolyse de la benzylpénicilline. En conditions acides (pH 1.2), la 

RAMEB montre un effet protecteur significatif alors qu'en conditions neutres (pH 7.4) un effet 

catalytique de cette hydrolyse est observé [38]. Ces exemples permettent de mettre en évidence qu'il 

est démontré que les CDs (modifiées ou non) peuvent avoir un effet sur la stabilité des molécules 

incluses mais que l'aspect protecteur ou catalytique ne peut être déterminé qu'expérimentalement. 
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I.1.3.2.2. Effet sur la solubilité et la biodisponibilité 

Afin de catégoriser les nombreuses substances actives existantes, le système de classification 

biopharmaceutique (BCS) a été mis en place (Tableau 6). Les substances actives de classe I présentent 

une bonne résorption gastro-intestinale et une bonne dissolution, leur conférant généralement une 

bonne biodisponibilité lors d’une administration par voie orale. La classe II regroupe les substances 

ayant une faible solubilité mais une bonne perméabilité gastro-intestinale. Sachant que la vitesse de 

dissolution (i.e. liée à la solubilité) est l'étape limitante pour une bonne résorption, l’amélioration de 

ce paramètre est à privilégier pour une formulation en solution aqueuse. La classe III correspond aux 

substances solubles dans l’eau avec une faible perméabilité membranaire. Enfin, la classe IV regroupe 

les substances actives dont la solubilité et la perméabilité membranaire sont faibles [43]. 

Tableau 6 : Classification biopharmaceutique des substances actives. D’après [43]. 

Classe I Classe II 

Très soluble 

Très perméable 

Peu soluble 

Très perméable 

Classe III Classe IV 

Très soluble 

Peu perméable 

Peu soluble 

Peu perméable 

 

De nombreuses techniques ont été investiguées avec l'objectif d'augmenter la solubilité et la 

biodisponibilité des substances de classes II et IV pour une administration par voie orale : La micro-

ionisation et nano-formulation [44], la formation de sels [45], la dérivatisation [46], la co-solvatation 

[47], l'utilisation de surfactant [48], la modification de forme cristalline [9], la dispersion des solides 

[49]. Afin d'augmenter la perméabilité membranaire de certaines substances actives, la co-solvatation 

et l’utilisation de surfactants peuvent être utilisés. Néanmoins, cette approche génère une 

augmentation de la perméabilité de la membrane en raison des interactions générées avec les solvant 

organiques, surfactant ou acides gras utilisés. 

A l'inverse, les CDs permettent également l'augmentation de la perméabilité membranaire vis-à-vis de 

molécules lipophiles essentiellement, mais leur caractère hydrophile limite les modifications 

structurale des membranes. Le rôle des CDs est dans ce cas de véhiculer les substances incluses jusqu'à 

la membrane pour leur permettre de la traverser grâce à leur caractère lipophile et leur bonne affinité 

membranaire, ce qui représente une approche moins invasive que l’utilisation de co-solvants (Schéma 

3) [50]. L'intérêt des CDs est maximal pour les substances catégorisées de classe II, avec l'objectif 

d'augmenter leur solubilité aqueuse et leur biodisponibilité. Leur utilisation est également 
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intéressante avec les classe IV. L’objectif de l’utilisation des CDs est donc de conférer, par la formation 

de complexe d’inclusion, les propriétés de la classe I aux substances actives de classes II et IV au sein 

de solutions aqueuses administrées par voie orale. En raison des propriétés des substances de classes 

III et I, l’intérêt des cyclodextrines porte sur l’augmentation de la stabilité et de la palatabilité de ces 

SAs. Leur capacité d'inclusion peut, dans le cas des substances de classes I, générer une diminution de 

la biodisponibilité liée à une compétition d'interactions impliquant les récepteurs biologiques et les 

CDs utilisées [43]. 

 

 

Schéma 3 : Illustration des équilibres impliqués lors de l’approche d’un complexe d’inclusion vers une membrane biologique, 
menant à l’augmentation de la biodisponibilité de la substance active incluse dans la CD. D’après [31]. 

Lors de l’administrtaion par voie orale d’une solution de complexes d’inclusion, la valeur de constante 

d'association ne doit pas dépasser 5000 M-1 pour permettre un relargage correct de la substance active 

après ingestion [51]. Naturellement, l’affinité des CDs avec les substances actives est en bon accord 

avec cette limite car les valeurs de constantes d'associations sont généralement comprises entre 10 et 

1000 M-1, ce qui est donc approprié pour une dissociation correcte après ingestion [31]. En effet, la 

dilution des solutions de complexes d'inclusion génère une diminution significative de la proportion 

de substance localisée à l'intérieur de la cavité des CDs. Cet effet de dilution est d'autant plus prononcé 

que la constante d'association est faible, mais également par la présence de molécules tiers entrant 

en compétition dans la formation des complexes (cet effet de compétition est proportionnel à leur 

valeur de constante de formation). A titre d'exemple, une simple dilution par 100 d'un complexe régit 

par une constante de 610 M-1 génère un relargage d'environ 50% de la molécule invitée [52]. Les 
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mécanismes de relargage des substances actives lors de l'ingestion d’une solution de complexes par 

voie orale sont donc essentiellement la dilution et la compétition de complexation liée à la présence 

de molécules biologiques telles que des vitamines ou le cholestérol [12]. 

I.1.3.2.3. Effet sur le goût des substances actives (SAs) 

Le mauvais goût et notamment l’amertume des médicaments est la première source d’une mauvaise 

acceptabilité et l’amélioration de cette problématique est particulièrement importante dans le secteur 

pédiatrique [53,54]. Le goût amer est généralement retrouvé avec les substances hydrophobes, 

suggérant que les groupements hydrophobes sont responsables de cette amertume. L'inclusion de ces 

groupements dans la cavité des CDs apparaît donc comme étant une solution adéquate pour diminuer 

le goût des substances actives [21]. La diminution du goût des SAs incluses dans les CDs peut 

s'expliquer par trois voies, au regard des récepteurs responsables de la détection des goûts : 

- Le complexe n'est pas détecté par les récepteurs lors de la dissociation du complexe, la présence du 

complexe, de la molécule libre et de la CD libre limite la disponibilité des récepteurs (Schéma 4 (a)) ; 

- Les CDs interagissent directement avec les récepteurs, bloquant les sites d’interaction avec la 

substance active (Schéma 4 (b)) ; 

- Les CDs inhibent les fonctions des récepteurs à travers des interactions avec le cholestérol et/ou les 

phospholipides constitutifs de ces récepteurs (Schéma 4 (c)). 

 

 

 

(a) (b) (c) 

Schéma 4 : Propositions de mécanismes à l’origine de la diminution des goûts des substances actives en présence de CDs. (a) 
Encombrement des récepteurs T2R (b) Interactions directes des CDs avec les récepteurs T2R (c) Désactivation des récepteurs 
T2R par l’extraction de certains de leurs composants. D’après [21]. 

 L'efficacité de la diminution des goûts est dépendante de la constante d'association CD-SA, motrice de 

la rapidité de dissociation et donc de forme complexée à l'approche des récepteurs [21]. Au regard des 

différents équilibres et mécanismes proposés, il est probable qu'une combinaison de ces mécanismes 
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soit à l'origine de la diminution observée des goûts des formulations à base de CDs. Une revue de 2005 

liste une trentaine de substances actives pour lesquelles les CDs ont montré un effet de diminution du 

goût et/ou des odeurs, démontrant que cet effet peut être obtenu par la formation des complexes 

d’inclusion [55]. Il est à noter que les CDs ont également un effet sucrant à ne pas négliger : 2.5% (w/v) 

de βCD équivaut à 1.71% (w/v) de sucrose en terme de pouvoir sucrant [21,56]. 

Les effets biologiques observés et discutés précédemment peuvent exister à condition de la formation 

d’une réelle inclusion d’une substance active à l’intérieur de la cavité des CDs. De nombreuses 

approches et techniques d’analyses ont été décrites afin de déterminer i) si une association 

supramoléculaire existe et ii) s’il s’agit d’un complexe d’inclusion. Leur identification et caractérisation 

représentent un aspect important des connaissances à propos de l’affinité des CDs pour des 

groupements chimiques.  
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I.1.4. Caractérisation des complexes 

Différentes approches de caractérisation sont retrouvées dans la littérature, en accord avec les formes 

galéniques des complexes d’inclusion. Les deux grandes familles d’études sont définies par l’état du 

complexe, solide ou liquide. La méthode de préparation des complexes d’inclusion de cyclodextrines 

sous forme solide fait l’objet de nombreuses recherches, nécessitant pour chaque méthodologie une 

analyse du solide obtenu. Aujourd’hui, plusieurs techniques de préparation de complexes solides sont 

décrites : Le broyage [57], la co-précipitation [58], l’évaporation de solvant [59], la lyophilisation [60] 

ou le séchage par pulvérisation [61]. L’efficacité de la méthode est généralement estimée par la 

comparaison du solide obtenu avec le simple mélange des composés sous forme solide.  

La caractérisation en phase liquide a pour objectif d’étudier les interactions présentes en solution et 

de décrire l’équilibre d’inclusion. Il est à noter que seule la caractérisation en phase liquide permet 

l’obtention d’informations sur le comportement de l’invité en présence de CDs en solution. Les 

informations obtenues par cette voie de caractérisation sont intéressantes car représentatives des 

équilibres présents lors de l’ingestion de solutions buvables contenant des complexes d’inclusion.  

I.1.4.1. Caractérisation des complexes en phase solide 

Plusieurs méthodes d’analyse sont utilisées afin de caractériser les complexes d’inclusion en phase 

solide. L’analyse par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourrier (FTIR) des substances seules, 

des CDs seules et des complexes solides formés permet l'observation de modifications des longueurs 

d'ondes caractéristiques, mettant en évidence une interaction entre les composés. Le principe est le 

même avec les analyses par calorimétrie différentielle à balayage (DSC), à travers l'observation de 

variations des points de fusion ou de décomposition lors de l'analyse des complexes en comparaison 

de l'analyse des substances seules. L’utilisation de la diffraction de rayons X (XRD) est également 

reportée et les spectres de diffraction obtenus sont également interprétés par comparaison des 

spectres des substances seules ou complexées. Enfin, la microscopie électronique à balayage (MEB) 

permet l'observation directe des surfaces du solide obtenu par la préparation des complexes en phase 

solide, mettant généralement en évidence une différence de structure microscopique notable entre 

les composants du complexe seul ou après la préparation des complexes solides [62–66]. 

Généralement, les publications rapportant la préparation et l’analyse de complexes d’inclusion en 

phase solide combinent tout ou partie des analyses citées, comme représenté sur la Figure 3 relative 

à l’analyse d’un complexe entre la riparin A et la βCD [67]. 
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Riparin A βCD 

 

 

  

(a) (b) 

 
 

(c) (d) 

Figure 3 : Exemple d'analyse d'un complexe en phase solide, entre la Riparin A et la βCD, par MEB (a), FTIR (b), DRX (c) et DSC 
(d). Comparaison des données obtenues par l’analyse de la riparin seule (i), la βCD seule (ii), le mélange des solides (iii) et le 
complexe d’inclusion préparé par spray-drying (iv). D’après [67]. 

Il convient de préciser que toutes ces analyses permettent d'observer la présence d'interactions sans 

apporter d’information sur leur nature ou prouver que les complexes ont été réellement formés. En 

effet, les différentes méthodes de préparation employées peuvent également modifier la cristallinité 

des substances à inclure et / ou la présence de CDs peut diminuer leur capacité à cristalliser ou 

7 
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masquer certaines longueurs d’ondes caractéristiques. De ce fait, ces techniques permettent 

d'apporter la preuve que la cristallinité est différente et / ou une proximité entre la substance étudiée 

et les CDs, mais n'apportent pas la preuve de la formation d'un complexe d'inclusion. En revanche, la 

diffraction de rayons X peut permettre de prouver l'inclusion d'un composé sous réserve de l'obtention 

d'une forme cristalline du complexe observé, ce qui a été montré dans le cas du complexe entre la βCD 

et le cholestérol [68]. 

Les travaux discutant des complexes sous forme solide étudient généralement leur cinétique de 

dissolution en milieu aqueux, comme représenté Figure 4 dans l’étude de la riparin A en présence de 

βCD. Cette approche permet de mettre en évidence l'efficacité des CDs pour augmenter la cinétique 

de dissolution d'une substance active, en comparaison de la substance active seule.  

 

Figure 4 : Exemple de cinétique de dissolution des complexes à travers le cas du complexe solide entre la Riparin A et la βCD. 
D’après [67]. 

Il est fréquemment observé que les complexes solides formés permettent d'augmenter 

significativement cette cinétique de dissolution, apportant un intérêt particulier des CDs dans les 

formulations sous forme solide telles que les tablettes sublinguales [69]. Néanmoins, ces études de 

cinétique de dissolution sont souvent réalisées à des concentrations en substances actives faibles, à 

hauteur de la solubilité aqueuse intrinsèque de la substance étudiée, ce qui n'apporte aucune 

information sur l'effet solubilisant des CDs. 

 

I.1.4.2. Caractérisation des complexes en phase liquide 

La caractérisation des complexes d’inclusion en phase liquide offre la possibilité d’obtenir des 

informations, qualitatives et quantitatives, à propos de la nature des interactions CD-invité. Pour cela, 

différentes techniques analytiques peuvent être employées pour l’obtention d’informations telles que 
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l’effet solubilisant des CDs, la stœchiométrie, la géométrie ou la constante d’associations Kf des 

complexes analysés.  

I.1.4.2.1. Techniques d’analyses des complexes d’inclusion en phase liquide 

I.1.4.2.1.1. Techniques spectroscopiques 

La spectroscopie UV est l'une des méthodes les plus employées pour caractériser les complexes 

d'inclusion de composés comportant un ou plusieurs groupements chromophores. En effet, l'inclusion 

en milieu aqueux des groupements chromophores dans la cavité des CDs modifie leur environnement, 

initialement polaire en raison de la solvatation aqueuse, vers la cavité apolaire des CDs. Il peut en 

résulter une modification des propriétés d'absorption liée aux interactions avec les CDs et / ou à la 

modification de la nature de solvatation générée par le déplacement des molécules d'eau permettant 

l'inclusion. Quatre effets peuvent être observés : Une diminution ou augmentation de la longueur 

d’onde d’absorption maximale λmax (bathochrome ou hypsochrome) [70]; une diminution ou 

augmentation du coefficient d'absorption molaire ε (hypochrome ou hyperchrome) (Figure 5) [71,72].  

 

Figure 5 : Illustration des effets bathochrome (bleu), hypsochrome (rouge), hypochrome (gris) et hyperchrome (vert) 
observables lors de la formation d’un complexe d’inclusion, en comparaison de la courbe de la substance seule (noir). 

La spectroscopie de fluorescence peut également être utilisée, les effets observables étant similaires 

avec ceux obtenus en UV. L’observation de ces effets est une preuve d’interactions entre la molécule 

observée et la / les CDs utilisées. Il est à noter que les CDs sont transparentes à ces techniques 

d’analyses, les observations réalisées ne concernent donc que les molécules étudiées, sous réserve de 

leur capacité de réponse, limitant la quantité d’informations obtenues et le nombre de molécules 

visibles.  
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I.1.4.2.1.2. Résonnance magnétique nucléaire (RMN) 

La spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire est une technique de choix pour l’analyse des 

complexes d’inclusion en solution. En effet, cette technique permet l’observation simultanée de 

plusieurs composés en solution et de nombreux types d’expériences sont réalisables. Lors de l'analyse 

de complexes d'inclusion par RMN, définis comme des équilibres dynamiques, les données obtenues 

sont dépendantes de la cinétique de formation / dissociation de ce complexe. Si l'échange est lent vis 

à vis de la fréquence de spectromètre RMN, alors les signaux, 1H par exemple, correspondant à la 

forme libre et à la forme complexée seront tous deux visibles (Schéma 5 (a)). A l'inverse dans le cas 

d'un échange rapide, un unique signal 1H sera observé dont la fréquence de résonnance correspondra 

à la moyenne de celle de la forme libre et complexée, pondérée par leur fraction molaire respective 

(Schéma 5 (b)) [73]. L’état intermédiaire, correspondant à une cinétique proche de la fréquence du 

spectromètre RMN, génère à un état dit de coalescence, menant à l’observation d’un unique signal 

large ou à la disparition du signal.  

 

  

(a) (b) 

Schéma 5 : Illustration des signaux observés lors de l’analyse de complexes d’inclusion en RMN, dans le cas d’une cinétique de 
formation lente (a) ou rapide (b). Les exemples présentés correspondent à une fraction molaire en l’espèce libre, x, égale à 
0.5. D’après [73]. 

Il est admis que la majorité des complexes d'inclusion impliquant les CDs ont une cinétique de 

formation / dissociation rapide à température ambiante en solution aqueuse, au regard de la 

fréquence des spectromètres RMN [74]. Cette cinétique impose donc généralement l’observation 

d’une variation du déplacement chimique des 1H des molécules observées (invité et/ou CD), en 

fonction des rapports molaires (Équation 2), correspondant à un échange rapide. 
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Équation 2 : Valeur du déplacement chimique observé par RMN 1H lors de la formation d’un complexe d’inclusion dont la 
cinétique de formation/dissociation est rapide au regard de la fréquence du spectromètre RMN utilisé. 

𝛿𝑜𝑏𝑠 = (𝛿𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 × 𝑥𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒) + (𝛿𝑐𝑝𝑥 × 𝑥𝑐𝑝𝑥) 

Avec 𝛿𝑜𝑏𝑠 le déplacement chimique observé ; 𝛿𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 le déplacement chimique à l’état libre ; 𝛿𝑐𝑝𝑥  le déplacement chimique à 

l’état complexé ; 𝑥𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒  la fraction molaire de l’espèce observée sous forme libre ; 𝑥𝑐𝑝𝑥  la fraction molaire de l’espèce sous 

forme complexée. 

Cette variation est un indicateur de la modification de l’environnement chimique du 1H observé, qu’il 

soit d’origine intra ou extra moléculaire. Lors de l'analyse d'une solution contenant cyclodextrines et 

molécule invitée, l'observation de la variation des déplacements chimiques des protons situés à 

l'intérieur de la cavité de la CD (i.e. H3 et H5) est donc un indicateur de l'inclusion du composé dans la 

cavité. De plus, les 1H portés par des groupements inclus voient également leur environnement proche 

changer dans la cavité, ce qui peut modifier la valeur de leur déplacement chimique [75]. L’unique 

condition nécessaire à l’observation de cette variation de déplacement chimique est que 𝛿𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 ≠

𝛿𝑐𝑝𝑥. 

Parmi les expériences réalisables par RMN, l’exploitation des effets dipolaires de type NOE et ROE est 

un atout majeur. En effet, à travers les expériences 2D homonucléaires NOESY (Nuclear Overhauser 

Effect SpectroscopY) et ROESY (Rotating frame Overhauser Effect SpectroscopY), il est possible 

d’observer les corrélations dipolaires intra et intermoléculaires, démontrant une proximité spatiale 

entre deux protons (< 5 Å). Il est à noter que l’expérience NOESY est quantitative, l’intensité des taches 

de corrélation est proportionnelle à la distance entre les deux protons. A l’inverse, l’expérience ROESY 

est qualitative et la distance entre deux protons ne peut être obtenue grâce à l’intensité des taches de 

corrélation. Néanmoins, la comparaison de l’intensité des taches, au sein d’une même expérience ou 

entre deux expériences aux conditions et paramètres identiques, permet d’évaluer qualitativement les 

différences d’intensités des corrélations dipolaires. Dans le cas de l’analyse des complexes d’inclusion 

par des spectromètres RMN aux fréquences de plusieurs centaines de MHz, la sensibilité de 

l’expérience NOESY (i.e. effet NOE) est proche de son minimum, contraignant à privilégier l’utilisation 

de la ROESY (Figure 6).  
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Figure 6 : Représentation de l’effet Overhauser maximal (NOE, bleu ; ROE, rouge) en fonction de la fréquence du spectromètre 
RMN (ω0) et du temps de corrélation (τc). L’encadré met en évidence la zone où l’effet NOE est voisin de 0 et l’effet ROE de 0.5, 
correspondant à un ω0τc proche de celui des complexes d’inclusion lors de leur analyse sur des spectromètres RMN de quelques 
centaines de MHz. D’après [76]. 

Une étude visant à comparer l’efficacité de différentes expériences RMN (NOESY, ROESY, T-ROESY 

(Transverse-ROESY) et ROESY hors-résonnance) a été réalisée à travers le cas de l’inclusion de la 

prostaglandine E2 dans la βCD [74]. Cette étude a mis en évidence que : 

i) L’expérience NOESY est trop peu sensible dans le cas de l’analyse de ce complexe 

d’inclusion avec un spectromètre RMN 500 MHz ;  

ii) La ROESY offre une sensibilité nettement supérieure pour l’analyse de ce complexe 

d’inclusion ; 

iii) iii) la ROESY hors-résonnance et la T-ROESY permettent la suppression de corrélations 

parasites liées à l'effet Hartmann-Hahn. Les corrélation dipolaires observées sont 

directement et uniquement liées à l’effet ROE intermoléculaire.  

Dans le cas des complexes d’inclusion, les corrélations dipolaires recherchées sont principalement 

entre des protons de l’invité et les protons orientés à l’intérieur de la cavité des CDs (H3 et / ou H5). 

Leur présence indique une forte proximité (< 5 Å), constitue une preuve directe de l’inclusion de l’invité 

dans la cavité et apporte des informations sur la géométrie de l’inclusion [75]. Enfin, il est remarquable 

que cette expérience permette d'apporter la preuve d'une inclusion, même si la variation de 

déplacement chimique n’est pas observable. 

Une dernière expérience RMN est reportée lors de l’analyse de complexes d’inclusion par RMN : 

l’expérience DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY). Cette expérience consiste à mesurer le temps de 

relaxation longitudinale T1 pour obtenir le coefficient de diffusion D d’une molécule, exprimé en m2/s 

et représentatif de sa mobilité dans le milieu étudié. Le coefficient d’une espèce observée varie en 

fonction de son environnement, induisant une différence entre 𝐷𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 et 𝐷𝑐𝑝𝑥. Basé sur le même 
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principe d’interprétation que pour les spectres RMN 1H, admettant une cinétique d’échange rapide, 

𝐷𝑜𝑏𝑠 correspond à la moyenne entre 𝐷𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 et 𝐷𝑐𝑝𝑥, pondérée par leur fraction molaire (Équation 3). 

Équation 3 : Valeur du coefficient de diffusion D observé par l’expérience DOSY lors de la formation d’un complexe d’inclusion 
dont la cinétique de formation/dissociation est rapide au regard de la fréquence du spectromètre RMN utilisé. 

𝐷𝑜𝑏𝑠 = (𝐷𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 × 𝑥𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒) + (𝐷𝑐𝑝𝑥 × 𝑥𝑐𝑝𝑥) 

 

Dans le cas de l’inclusion de substances actives de bas poids moléculaire (< 500 Da), la taille du 

complexe formé est proche de celle de la CD seule, mais significativement supérieure à celle de la 

substance active seule. En terme de coefficient de diffusion (i.e. de mobilité), cela se traduit par un 

𝐷𝐶𝐷 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 > 𝐷𝑆𝐴 𝑂𝑏𝑠 > 𝐷𝑆𝐴 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒, observable par l’expérience DOSY. Malgré une résolution nettement 

inférieure à celle obtenue par RMN 1H, cette expérience permet donc d’observer la présence d’une 

interaction entre une substance et une CD quand bien même aucune variation de déplacement 

chimique n’est observée sur les spectre RMN 1H [77]. Néanmoins, il est à préciser que l’observation de 

ΔD par DOSY démontre une association et / ou une modification de l’agencement supramoléculaire de 

l’espèce observée, mais la nature de cette association (i.e. inclusion spécifique ou non-spécifique) ne 

peut être identifiée par cette seule expérience. Cependant, l’expérience DOSY offre l’avantage, dans 

le cas de solutions multi-composants, d’observer des différences d’interactions entre deux substances 

similaires avec une CD alors que le δ 1H des espèces est voisin, à condition que leur 𝐷𝑐𝑝𝑥 soit différent 

et / ou leur Kf (i.e. 𝑥𝑐𝑝𝑥 différent). Une étude visant à déterminer la différence d’interactions entre la 

βCD et la phenylalanineproline, un dipeptide en équilibre cis-trans, illustre cet intérêt de l’expérience 

RMN DOSY. Par l’observation d’une différence de coefficients de diffusion, cette étude a permis 

l’attribution des signaux 1H à la forme cis ou trans, dont la variation de déplacements chimiques est 

différente en présence de la βCD. Le dédoublement des signaux 1H observé, significatif d’une 

différence d’interaction entre la forme cis et trans avec la βCD, couplée à la différence de coefficient 

de diffusion a mené à la conclusion selon laquelle la forme cis a une affinité supérieure pour la βCD 

que la forme trans [78]. Un second exemple d’étude exploitant l’intérêt de l’expérience RMN DOSY 

consiste en l'analyse d'un mélange ternaire comprenant resvératrol (RSV), méthyl jasmonate (MeJA) 

et βCD. D’une part, l’augmentation du coefficient de diffusion du MeJA en présence de βCD a montré 

la présence d’une interaction entre ces deux molécules. D’autre part, cette augmentation est plus 

faible en présence de RSV, indiquant la présence d’une compétition entre le RSV et le MeJA pour la 

βCD (Figure 7).  
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Figure 7 : Superposition des expériences RMN DOSY (600 MHz, D2O, 298 K) du méthyle jasmonate (MeJA) seul (violet), en 
présence de βCD (rouge) et en présence de βCD et de resvératrol (RSV) (bleu). D’après [79]. 

Généralement associés à d’autres expériences RMN (1H, ROESY), ces résultats obtenus par DOSY ont 

ici été en accord avec les expériences T-ROESY, qui n’ont montré aucune interaction entre le RSV et le 

MeJA, alors que des corrélations dipolaires ont été observées entre la cavité de la βCD et ces deux 

molécules [79]. 

Aujourd’hui les variations de déplacement chimique des 1H, les expériences ROESY et DOSY sont 

couramment utilisées lors de l’étude par RMN des complexes d’inclusion en milieu aqueux impliquant 

des cyclodextrines. La RMN est donc une technique d’analyse incontournable due à la quantité et la 

qualité des informations descriptives obtenues [80]. 

I.1.4.2.1.3. Titration calorimétrique isotherme (ITC) 

La titration calorimétrique isotherme (ITC) est une technique d’analyse mesurant directement les 

chaleurs générées par un phénomène physico-chimique. Le principe repose sur la mesure des 

variations de chaleur au sein d’une cellule de mesure contenant une solution A, dans laquelle est 

injecté successivement un volume précis d’une solution B. Si une interaction existe entre les 

constituants de A et de B, alors une variation de chaleur sera observée après chaque injection (Figure 

8 (a)). Dans le cas de l’analyse des complexes d’inclusion, l’expérience de titration classique consiste 

en l’injection successive d’une solution de CD dans la cellule de mesure contenant une solution de la 

substance étudiée. A t0, la cellule de mesure ne contient que la substance étudiée. Après la première 

injection, la composition de la cellule de mesure est modifiée par l’ajout de CDs, se traduisant par une 

variation de chaleurs si une interaction entre les deux composés existe. La chaleur générée par la 

première injection est la plus forte observée car la substance étudiée est à l’origine sous forme libre 

dans la cellule de mesure. Lors de la deuxième injection, un équilibre d’association existe d’ores et déjà 
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dans la cellule de mesure, diminuant la proportion de forme libre de la substance, ce qui se traduit par 

une variation de chaleur moins importante (Figure 8 (a)).  

 

 

(a) (b) 

Figure 8 : Exemple représentatif des données obtenues par ITC : (a) thermogramme et (b) isothermes contenant les données 
brutes (points) et après régression (ligne) obtenues lors de la réalisation d’une expérience de titration d’une molécule A par 
une molécule B. D’après [81]. 

Reposant sur un principe de titration et de traitement itératif des données, cette technique donne un 

accès direct aux paramètres ΔH° et Kf d'un système étudié (Figure 8 (b)) [81]. La connaissance de ces 

deux paramètres thermodynamiques offre la possibilité de déterminer ΔS° et ΔG°. De plus, le modèle 

mathématique descriptif des données est défini selon la stœchiométrie envisagée du complexe, 1:1, 

1:2 ou 2:1 (CD:I). Il en résulte que, par l’observation des résidus de la regression, la stœchiométrie du 

complexe peut également être définie à partir des expériences ITC [82]. Cette technique d’analyse 

permet également de déterminer la capacité calorifique ΔCp du complexe grâce à la réalisation 

d’expériences de titration successives à différentes températures. Cette grandeur thermodynamique 

apporte des informations, complémentaires à celles obtenues par l’enthalpie et l’entropie, concernant 

l'exposition des groupements hydrophobes aux molécules d'eau, influencée par l'inclusion dans la 

cavité des CDs [83]. 

La précision de la mesure de Kf est cependant une limite observée en ITC, particulièrement dans le cas 

d’un système dont la constante est faible (< 500 M-1), ce qui est souvent rencontré avec les CDs. Un 

effort a donc été entrepris pour diminuer les incertitudes sur la détermination de Kf par la mise en 

œuvre de différentes expériences. En effet, les deux approches considérées comme classiques, 

réalisées par ITC, sont la titration simple et la titration en présence d'un compétiteur. Néanmoins, il a 

été montré que la réalisation d’une expérience complémentaire de relargage des complexes permet, 

en fonction des valeurs de constantes d'association, de minimiser l'erreur associée à la mesure de ΔH° 

et Kf. En effet, Landy et coll. ont montré que la réalisation d'une série d'expériences complémentaires 
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et le traitement simultané de l'ensemble des données obtenues permettent de réduire 

significativement l'incertitude sur la valeur de Kf déterminée [84]. 

Une des limites de l’analyse des complexes par ITC est la nécessité d'utiliser une solution aqueuse de 

la substance étudiée, en absence de CDs, à une concentration suffisante pour pouvoir observer les 

chaleurs générées lors de la formation des complexes. Une valeur de 0.5 mM est suffisante, mais 

représente parfois un frein pour les composés considérés comme insolubles dans l’eau, telles que les 

substances actives de classes BCS II et IV [84]. Enfin, il est à noter que l’observation de variation de 

chaleur lors des expériences de titration n’est pas spécifique à la formation de complexes d’inclusion, 

tout phénomène physico-chimique peut en être à l’origine. C’est pourquoi la réalisation d’expériences 

complémentaires, par RMN principalement, est nécessaire afin d’associer les paramètres 

thermodynamiques déterminés à un complexe d’inclusion.  

I.1.4.2.2. Méthodes développées pour l’analyse des complexes d’inclusion 

I.1.4.2.2.1. Diagrammes de solubilité de phase 

Afin de déterminer l’efficacité de l’effet solubilisant des CDs, l’expérience de diagramme de solubilité 

de phase a été initialement décrite par Higuchi et Connors en 1965 et consiste à mesurer la solubilité 

aqueuse d’un composé en fonction de la concentration en CDs [85]. L’ajout du composé d’intérêt sous 

forme solide, en excès, permet de mesurer l’effet solubilisant des cyclodextrines tant que la phase 

solide est présente. Plusieurs allures de diagramme peuvent être obtenus, comme observé sur la 

Figure 9 (a). 

  

(a) (b) 

Figure 9 : (a) Illustration des allures des diagrammes de phases définissant leur type A ou B et leur sous-type AP, AL, AN, BS et 
Bi, d’après [12]. (b) Illustration des dérives observées des diagrammes de phase de type AL à l’approche de l’intersection, en 
absence de CD, définissant les type AL

+ et AL
-, d’après  [86]. 
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Les diagrammes de phase se divisent en 2 catégories principales: les types A et B. Parmi les types A, 

trois sous-types se distinguent : AL, AP et AN [12]. Les diagrammes AL sont linéaires, quelle que soit la 

concentration en cyclodextrines, ces types de diagrammes de phases sont généralement obtenus lors 

de la formation de complexes de stœchiométrie 1:1 ou un excès de CDs (2:1 et plus). Les sous-types 

AP et AN ont une première partie linéaire suivie respectivement d'une augmentation et diminution de 

la pente. L'obtention de ces sous-types est généralement attribuée à la formation de complexe de 

stœchiométrie supérieure, avec un nombre supérieur d'invités dans le cas des AP. L'interprétation 

correcte de ces sous-types est toutefois difficile dans la mesure où l'augmentation de la concentration 

en CD peut d'une part modifier les propriétés physico-chimiques du milieu et d'autre part peut 

contraindre le système à adopter une stœchiométrie supérieure. De plus, lors de la réalisation de 

diagrammes de phase sur une gamme étendue en concentration de CDs, leur capacité (ou celle des 

complexes formés) à former des agrégats en solution peut également générer un effet solubilisant ou 

inversement [87]. Deux sous-type de diagrammes de phase AL ont été décrits, AL
+ et AL

-, correspondant 

respectivement à une déviation positive et négative de la pente à de faibles concentrations en CDs. 

Les diagrammes de type B sont caractérisés par la présence d’un plateau suivi d’une diminution de la 

solubilité de la substance étudiée à de hautes concentrations en CDs. Le sous-type BS présente un effet 

solubilisant à de faibles concentrations en CD alors que le sous-type Bi ne montre aucun effet 

solubilisant des CDs. Ces allures peuvent être observées lors de l’utilisation des CDs naturelles, mais 

rarement avec leurs dérivés dont la solubilité aqueuse est nettement supérieure. Généralement, 

l’obtention de ces types B est attribuée à la formation d’un complexe insoluble dans l’eau [12].  

Lors de l’obtention d’un digramme de type AL, la régression linéaire de la droite obtenue est souvent 

utilisée afin de déterminer la constante d’association Kf à partir de l’Équation 4. 

Équation 4 : Equation du calcul de la constante d’association Kf d’un complexe d’inclusion de stœchiométrie 1:1 à partir d’un 
diagramme de phase de type AL. 

𝐾𝑓1:1 =
𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒

𝑆0 × (1 − 𝑝𝑒𝑛𝑡𝑒)
 

Avec Kf1:1 la constante d’association, Pente la pente de la régression linéaire du diagramme de phase et S0 la solubilité 
intrinsèque de la substance étudiée. 

Il est fréquemment observé que la valeur de S0 utilisée par les auteurs soit l’ordonnée à l’origine de la 

régression linéaire, Sint, au lieu d’une réelle mesure de S0. Cette approximation est la source de 

nombreuses disparités et incertitudes pour la détermination des constantes d’association basée sur 

les diagrammes de phases. Dans l’étude bibliographique réalisée par Connors en 1995, les valeurs de 

constantes d’inclusion du 4-Nitrophénol ou du 4-Nitrophénolate dans l’αCD ont été approximées par 

une loi normale, mettant en évidence un nombre non négligeable de valeurs aberrantes (Figure 10) 
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[24]. Il est à noter que les Kf1:1 était fréquemment calculés à partir des diagrammes de phases à cette 

époque. 

 

Figure 10 : Regression par une loi normale de la dispersion des constantes d’association (αCD:4-Nitrophénol et αCD:4-
Nitrophénolate) relevées, pour un système identique, dans la littérature par Connors en 1995. D’après [24]. 

Un second exemple de la disparité des constantes d’association a été relevé par Loftsson et coll., pour 

des systèmes proches (pH, tampon, température), incluant l’ibuprofène et le naproxène complexés 

par l’HPβCD. Plusieurs études rapportent le calcul de leur Kf1:1 à partir des diagrammes de phases, 

conduisant à une forte disparité des valeurs retrouvées dans la littérature [11]. Une des raisons de 

l’incertitude sur la détermination de Kf1:1 à partir de diagrammes de phase est expliquée par les sous-

types AL
+ et AL

-. En effet, les déviations observées proches de l’ordonnée à l’origine expliquent 

pourquoi l'extrapolation linéaire des diagrammes de phases pour déterminer la solubilité intrinsèque 

Sint (au lieu de S0) mène à des Kf1:1 sous-estimés (AL
+) ou surestimés (AL

-). Loftsson et coll. ont montré, 

sur la base de plusieurs systèmes, que Sint est régulièrement différent de S0, particulièrement dans le 

cas de substances peu solubles (S0 < 0.01 mg/mL), influençant directement la valeur de Kf1:1 (Équation 

4) [86]. Afin de minimiser ces erreurs, une expérience de solubilité dédiée est à privilégier, utilisant de 

faibles concentrations en CDs pour éviter tout phénomène d’agrégation, associée à une mesure 

précise de S0 de la substance étudiée. 

Loftsson et coll. en ont déduit qu’il était préférable d’introduire le terme « efficacité de complexation » 

(CE) lors de l’analyse des diagrammes de phases, selon l’Équation 5 [88].  

Équation 5 : Relation entre CE, Kf1:1, S0 et la pente de diagramme de phase de type AL correspondant. 

𝐶𝐸 =
𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒

1 − 𝑝𝑒𝑛𝑡𝑒
=

[𝐶𝐷: 𝐼𝑛𝑣𝑖𝑡é]

[𝐶𝐷]
= 𝐾1:1 × 𝑆0 

 

La CE est indépendante de la valeur de S0 et correspond à un moyen permettant une comparaison 

fiable de l'efficacité des CDs, en terme de solubilisation, entre différents systèmes [89]. Enfin, il est à 

noter que le paramètre observé lors de la réalisation des diagrammes de phases est la solubilité de la 
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substance étudiée, il n’est donc pas possible de conclure sur la nature de l’interaction uniquement sur 

la base de cette expérience. 

I.1.4.2.2.1. Constante d’association et stœchiométrie des complexes 

Historiquement, la constante d’association des complexes d’inclusion et leur stœchiométrie peuvent 

être respectivement déterminées par la méthode de Benesi-Hildebrand (1949, [90]) et la méthode de 

Job (1928, [91]), des noms de leurs inventeurs. Ces deux méthodes reposent sur l’observation de la 

variation d’un paramètre, ici nommé P, en fonction d’une concentration variable en invité et / ou en 

CDs. Le paramètre P peut être de différentes natures, dépendantes de la technique analytique utilisée 

pour observer ΔP, défini par l’Équation 6.  

Équation 6 : Définition générale de la variation d’un paramètre observé. 

𝛥𝑃 = 𝑃𝑜𝑏𝑠 − 𝑃𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 

Avec 𝛥𝑃 la variation du paramètre,  𝑃𝑜𝑏𝑠 la valeur du paramètre observé et 𝑃𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 la valeur du paramètre à l’état libre.  

 

Il est reporté l’utilisation de différentes techniques analytiques telles que l’UV-Visible, la RMN 1H ou 

l’expérience DOSY, menant respectivement à l’observation de Δλ, Δδ et ΔD [77,82]. L’unique condition 

nécessaire à la réalisation de ces expériences, outre les limites de solubilité, est que 𝛥𝑃 ≠ 0 et donc 

que 𝑃𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 ≠ 𝑃𝑐𝑝𝑥. Ces deux méthodes, souvent utilisées conjointement pour l’obtention 

d’informations complémentaires pour la caractérisation de complexes d’inclusion en solution aqueuse 

reposent donc toutes deux sur l’observation de ΔP, mais diffèrent par les conditions expérimentales 

mises en œuvres [92].  

La détermination de la constante d’association par la méthode de Benesi-Hildebrand consiste en 

l’analyse d’une série de solutions dont la concentration de l’espèce observée (invité ou CD) est fixe, et 

celle de l’espèce non observée (CD ou invité) varie, toujours en large excès. Ces conditions 

expérimentales de titration permettent une approximation selon laquelle la fraction complexée de 

l’espèce non-observée est négligeable, menant à l’obtention de l’Équation 7 dans le cas où l’invité est 

observé.  

Équation 7 : Equation de Benesi-Hildebrand dans le cas de l’observation d’un paramètre P de la molécule invitée en présence 
d’un large excès de CD [90]. 

1

𝛥𝑃
=

1

𝐾𝑓1:1 ∗ 𝛥𝑃𝑚𝑎𝑥
×

1

[𝐶𝐷]
+

1

𝛥𝑃𝑚𝑎𝑥
 

Avec 𝛥𝑃𝑚𝑎𝑥 = 𝑃𝑐𝑝𝑥 − 𝑃𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 la variation maximale observable du paramètre P.  

 

Graphiquement, le tracé de cette fonction affine permet d’obtenir directement 𝑃𝑐𝑝𝑥 grâce à 

l’ordonnée à l’origine et 𝐾𝑓1:1 à partir de la pente. Cependant, il est à noter que l’approximation liée à 
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la concentration et la linéarisation sont deux sources d’erreur sur la détermination de la constante 

d’association, pouvant mener à des valeurs erronées selon le système étudié. De plus, cette méthode 

n’est valable que pour la détermination des constantes d’association des complexes de stœchiométrie 

1:1. Enfin, il a été montré que le coefficient de corrélation obtenu par la regression affine n’est pas 

représentatif de l’erreur sur la détermination de 𝐾𝑓1:1, ce qui se traduit par une impossibilité 

d’appréciation des résultats obtenus [93]. 

La détermination de la stœchiométrie par la méthode de Job est une expérience de titration 

également. Cette titration est réalisée de sorte à ce que la concentration totale (CD + invité) soit fixe, 

en faisant varier les proportions CD/Invité. L'observation des variations de la propriété observée, ici de 

la CD, permet de tracer la courbe de Job's plot, 𝛥𝑃 × [𝐶𝐷] en fonction de la fraction molaire en CD. Le 

sommet de la courbe obtenues indique la fraction molaire du complexe formé, et donc de la 

stœchiométrie (Figure 11). L’utilisation de la RMN 1H est intéressante pour la réalisation des Job’s plot 

car elle permet l’observation des 1H portés par les fonctions directement impliquées dans le complexe 

d’inclusion, tels que les 1H de la CD orientés vers l’intérieur de la cavité et / ou ceux de l’invité 

déterminés comme inclus par l’expérience ROESY [18,94]. 

 

Figure 11 : Représentation des courbes de Job’s plot obtenues lors de l’observation de ΔP sur la CD étudiée, correspondant à 
une stœchiométrie (CD:I) de 1:1 (noir), 1:2 (rouge) ou 2:1 (vert). 

Basé sur des modèles mathématiques descriptifs des complexes, les constantes d'association et les 

stœchiométries peuvent aujourd'hui également être calculées à partir de différentes techniques 

d'analyse par la mise en œuvre de titration [82]. En analogie avec les traitements de données réalisés 

lors d'expériences d'ITC, différents modèles sont utilisables pour effectuer la regression des données 

selon la stœchiométrie, principalement 1:1, 1:2 et 2:1. Ces approches permettent également, via la 

comparaison des résidus de la regression, de déterminer la stœchiométrie du complexe formé par la 

qualité de l’adéquation du modèle avec le système étudié.  

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 

0.33 0.50 0.66 

𝑟 =
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D’après cette approche de traitement mathématique itératif (en opposition du traitement graphique), 

une étude a montré, du point de vue théorique, que la méthode graphique de Job pouvait dans 

certaines conditions être inefficace pour décrire convenablement un système et les différentes 

stœchiométries présentes. Il y est reporté que lors de la présence de complexes de stœchiométrie 1:1 

et 1:2 dans un même système, l'approche de Job masque la présence du complexe 1:2 si i) la 

concentration totale est faible (inférieure à 10 mM) et ii) si la constante 𝐾𝑓1:2 et inférieur à 𝐾𝑓1:1 ÷ 4 

(Figure 12) [95].  

 

𝐾𝑓1:2 = 0 𝑀−1 𝐾𝑓1:2 = 50 𝑀−1 𝐾𝑓1:2 = 100 𝑀−1 𝐾𝑓1:2 = 250 𝑀−1 

0.0001 M 0.001 M 0.01 M 0.1 M 

(a) (b) (c) (d) 

Figure 12 : Illustration des Job’s plot théoriques dans le cas d’un 𝐾𝑓1:1 = 1000 𝑀−1 en fonction de la valeur de 𝐾𝑓1:2 et de la 
concentration. Les conditions (b) et (c) ne permettent pas la détection de la stœchiométrie 1:2 en solution alors que la condition 
(d) mène à l’obtention d’un sommet aux alentours de 0.33. D’après [95]. 

Il est à noter que ces résultats théoriques sont obtenus par l’utilisation de 𝐾𝑓1:1 d’une valeur de 1000 

M-1, et considèrent que le facteur réponse du complexe de stœchiométrie 1:2 est deux fois plus 

important que celui de stœchiométrie 1:1. Ces résultats théoriques ont été démontrés 

expérimentalement, mettant en évidence des stœchiométries de 1:1 par l'expérience de Job alors 

qu'une regression adéquate est observée lors de l'application d'un modèle décrivant la présence des 

stœchiométries 1:1 et 1:2 (Figure 13). En effet, les résidus observés avec l’application du modèle 

composite sont aléatoires, contrairement à ceux observés lors de l’application du modèle 1 :1, 

permettant de conclure que le modèle composite est davantage approprié.  

Néanmoins, il convient de préciser que les expériences rapportées dans cette étude déterminent des 

valeurs de constantes d’association 𝐾𝑓1:2 généralement significativement inferieures à 𝐾𝑓1:1 (𝐾𝑓1:2 <

5% 𝐾𝑓1:1), ce qui explique que les stœchiométries correspondantes ne soient pas détectées par 

l’expérience de Job  [95]. Dans le domaine des CDs, les valeurs de constantes d'association des 

complexes ayant une stœchiométrie supérieure à 1:1 est généralement significativement inférieure à 

celle correspondant à la formation du complexe 1:2 [12]. Il découle de ces observations que dans le 

domaine des cyclodextrines appliquées aux formulations pharmaceutiques, la méthode graphique de 

Job permet d'obtenir des informations suffisantes à l'application des complexes, sous réserve de 
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conditions expérimentales appropriées. En effet, un complexe de stœchiométrie 1:2 avec une très 

faible constante d'association, donc masqué dans le Job’s plot, sera dissocié instantanément lors de la 

dilution après ingestion. Ayant connaissance de l'effet de la concentration et des constantes de 

formation sur l'interprétation des Job’s plot, cette méthode peut être utilisée si les conclusions 

prennent en considération la présence possible d'un second équilibre dont la constante de formation 

est significativement inférieure à celle déterminée [96]. 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 

Figure 13 : Pour un même système : (a) Exemple d’un Job’s plot masquant la présence de la stœchiométrie 1:2 (hôte:invité) en 
solution. (a) Regression et résidus de données de titration selon un modèle simple de stœchiométrie 1 :1. (c) Regression et 
résidus de données de titration selon un modèle composite de stœchiométrie 1:1 et 1:2. D’après [95]. 

Il convient de préciser que ces méthodes, consistant à mesurer la variation d’une propriété physico-

chimique (absorbance λ, coefficient de diffusion D, fréquence de résonnance δ, etc…) pour déterminer 

un paramètre thermodynamique restent des méthodes indirectes de la mesure de Kf. En effet, bien 

qu’ayant montré leur efficacité à travers de nombreuses études, ces approches assument le fait que 

ces variations de propriétés sont directement et uniquement liées à la formation du complexe 

d’inclusion. Pour cette raison, l’ITC reste, par la mesure directe des chaleurs, la technique d’analyse la 

plus appropriée pour déterminer les paramètres thermodynamiques régissant la formation d’un 

complexe d’inclusion à base de cyclodextrines. Afin d’obtenir une caractérisation précise et complète 

d’un complexe d’inclusion en solution, considérant la preuve d’inclusion, son équilibre 
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thermodynamique et sa géométrie, il est donc nécessaire de combiner plusieurs techniques 

d’analyses. 

I.1.4.3. Caractérisation des complexes par spectrométrie de masse (phase 

gazeuse) 

I.1.4.3.1. Observation des complexes d’inclusion en phase gazeuse 

La caractérisation en phase gazeuse de molécules ou d’associations non-covalentes appelle l’utilisation 

de la spectrométrie de masse (MS). Cette technique d’analyse, rapide et sensible, permet la détection 

et la manipulation en phase gazeuse de molécules ionisées par la source d’ionisation. Parmi les 

différentes sources d’ionisation existantes, l’électrospray (ESI) est une méthode d'ionisation douce, 

qui permet l'observation en phase gazeuse d'objets supramoléculaires comme les complexes 

d’inclusion, sans provoquer leur fragmentation durant l’étape d’ionisation [97]. Cependant, quelques 

limites et ambiguïtés existent lors de l’observation, en phase gazeuse, des complexes ionisés et 

détectés par ESI-MS. 

D’une part, certaines forces présentes en solution sont conservées en phase gazeuse telles que les 

interactions électrostatiques, mais d'autres ne peuvent plus, par nature, être toujours présentes : les 

interactions hydrophobes ou les liaisons hydrogène impliquant le solvant. La diminution du nombre 

d'interactions en phase gazeuse en comparaison de la phase liquide tend vers une observation 

privilégiée des complexes d'inclusion dont les molécules invitées sont en bon accord avec la taille de 

la cavité des CDs et dont les forces électrostatiques, toujours présentes en phase gazeuse, suffisent à 

maintenir une certaine stabilité du complexe. De plus, le principe d'échange rapide présent lors de la 

formation d'objet supramoléculaire en solution est absent en phase gazeuse, donc si les conditions de 

changement d’état engendrent la décomposition du complexe non-covalent, cette dissociation est 

irréversible [98].  

D’autre part, les résultats de l'analyse des complexes d'inclusion par spectrométrie de masse peuvent 

être ambigus car les m/z (rapport masse/charge) correspondant à l'association CD:invité peuvent être 

i) le complexe d'inclusion recherché, ii) un complexe non spécifique généré dans la source d'ionisation 

ESI ou iii) un mélange de ces deux associations. Afin de déterminer la nature des associations 

observées, Gabelica et coll. ont démontré que les homologues linéaires des CDs peuvent être utilisés 

comme moyen de contrôle. Leur étude, portant sur différents complexes d'inclusion connus avec l'αCD 

et des invités aux longueurs de chaine aliphatiques différentes, a été réalisé par ESI-MS. Il a été 

observé, dans un premier temps, que l’intensité des associations était similaire pour tous les 

complexes, alors que les constantes d’association connues en phase liquide sont croissantes avec la 

longueur de chaines. Dans un second temps, l'utilisation de l’intensité des complexes non spécifiques 
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observés avec le maltohexaose (homologue linéaire de l'αCD) a permis de retrouver, après correction, 

une corrélation entre l'intensité des complexes avec l’αCD et leur constantes d'association [99]. Une 

seconde approche reportée afin de vérifier si l'association CD:invité est spécifique ou non spécifique 

consiste en l'injection de solutions à différents rapports molaires CD:invité. Si l'intensité du m/z 

recherché est indépendante du rapport molaire de la solution, alors l'association observée peut être 

associée à un complexe d'inclusion spécifique [100].  

Enfin, une dernière ambiguïté peut être relevée concernant la source d’ionisation ESI. Une étude 

rapporte une comparaison de complexes d'inclusion par spectrométrie de masse entre la rutine et 

l'αCD, la βCD et la γCD. Les expériences misent en œuvre par MS (compétition, dilution, fragmentation 

CID) ont toutes corrélé avec les diagrammes de phases réalisés en solution. Néanmoins, les solutions 

injectées en MS ont été préparées dans le méthanol alors que les diagrammes de phase ont été réalisés 

dans l'eau. Pourtant, les spectres de fragmentation MS/MS de ce complexe ont montré des 

fragmentations différentes en fonction des CDs, parfois spécifiques de l'invité, renforçant l’hypothèse 

d'un réel complexe d'inclusion [100]. Cette étude part donc du postulat selon lequel le complexe se 

forme aussi bien dans l’eau que dans le méthanol, alors que l’absence d’eau diminue fortement les 

interactions impliquées dans la formation des complexes d’inclusion. Au vu du mécanisme d’ionisation 

de la source ESI, au cours duquel une désolvatation progressive a lieu, jusqu’à la répulsion des charges 

due à leur forte proximité, l’hypothèse que l’inclusion observée soit générée par cette proximité 

imposée peut être émise. 

La spectrométrie de masse peut donc permettre l’observation des complexes d’inclusion en phase 

gazeuse mais nécessite quelques précautions opératoires et d’interprétation. De plus, des techniques 

couplées à la MS ont permis d’améliorer la différenciation des associations observées, notamment 

grâce aux techniques de fragmentation MS/MS et à la mobilité ionique [101].  

I.1.4.3.2. Les techniques de dissociation 

La fragmentation MS/MS est une expérience réalisable lors d’une analyse par MS, consistant à 

sélectionner un m/z puis à appliquer une énergie, dont la nature varie selon le type de fragmentation 

employé. L’apport énergétique mène à la rupture, selon la quantité appliquée, des liaisons non-

covalentes mais également covalentes. Classiquement, cette expérience est utilisée afin de déterminer 

la formule développée d’un ion ou les groupes fonctionnels qu’il possède. 

Certaines méthodes d'évaluation de la force de l'association d'un complexe observé par ESI-MS ont 

été reportées, notamment l'utilisation de plusieurs tensions de cône ou d'énergie de collision, pour 

évaluer la dissociation du complexe observé [102]. L’utilisation de l’énergie de collision nécessaire à 

dissocier 50% du complexe peut être utilisée pour comparer la stabilité de différents systèmes, comme 

observé sur la Figure 14, issue d’une étude comparant la stabilité des complexes entre différents acides 
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aminés et la βCD [103]. Le principe est identique lors de l’utilisation de tensions de cône croissantes, 

générant la dissociation du complexe et la possibilité de tracer une courbe analogue.  

 

Figure 14 : Courbes de l’intensité résiduelle de l’ion correspondant au complexe d’inclusion entre différents acides aminés et 
la βCD, après fragmentation MS/MS à différentes énergies de collision. Ces courbes mènent à l’obtention de l’énergie 
nécessaire à dissocier 50% du complexe. D’après [103]. 

Théoriquement, l’analyse des spectres MS/MS peut également permettre d’observer des fragments 

caractéristiques du complexe, correspondant par exemple à la CD étudiée associée à une partie de 

l’invité. Néanmoins, certaines techniques, dont la fragmentation CID (collision induced dissociation) 

ou HCD (high collision dissociation), mènent prioritairement à la dissociation des liaisons les plus 

faibles, donc des interactions non-covalentes telles que celles impliquées dans les complexes 

d'inclusion. La fragmentation ECD (electron collision dissociation) peut en revanche être citée comme 

étant une technique de fragmentation MS/MS permettant de conserver les liaisons non-covalentes. 

Une étude impliquant la βCD et différents peptides a mis en évidence cette différence entre les modes 

de fragmentation. En effet, la fragmentation ECD a permis l'observation de fragments composés de la 

cyclodextrine intacte associée à différents fragments du peptide inclus. A l'inverse, la fragmentation 

CID a mené à une dissociation du complexe et à l'observation de la CD seule et / ou du peptide seul 

[104]. L’étude du complexe d’inclusion entre la moringin et l’αCD a cependant mis en évidence une 

fragmentation caractéristique du complexe d’inclusion (Figure 15) par fragmentation CID. De plus, la 

géométrie déterminée par cette expérience est en accord avec celle déterminée par l’expérience RMN 

ROESY en solution, démontrant la conservation de l’agencement supramoléculaire de ce complexe de 

la phase liquide vers la phase gazeuse. Dans ce cas, la présence d’une liaison hydrogène forte entre 

l’αCD et la moringin a permis d’expliquer i) la visibilité du complexe après son ionisation et ii) la 

fragmentation spécifique observée [92]. 
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Figure 15 : Spectre MS/MS (fragmentation CID) du complexe [αCD:Moringin +Na]+ montrant un fragment caractéristique de 
l’inclusion (m/z 1160.33). D’après [92].  

I.1.4.3.3. La mobilité ionique 

La mobilité ionique (IM) est une technique séparative, en phase gazeuse, qui peut être couplée à un 

spectromètre de masse, exploitant alors sa source d’ionisation et son détecteur. Cette technique est 

souvent intégrée au spectromètre de masse sous forme d’une cellule de mobilité, les ions analysés 

peuvent alors être séparés selon leur masse, leur charge, leur taille et leur forme (Schéma 6 (a)). Un 

gaz tampon est utilisé (hélium ou diazote). De plus, le temps de dérive, analogue au temps de rétention 

en chromatographie, est proportionnel à une grandeur intrinsèque nommée section efficace de 

collision (CCS, collision cross section), qui peut être approximée comme étant la surface projetée de 

l’ion analysé (Schéma 6 (b)) [105].  
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(a) 

 

(b) 

Schéma 6 : (a) Schéma d’une cellule de mobilité de type DTIM (drift tube ion mobility), du fonctionnement aux résultats 
obtenus. (b) Schématisation de l’analyse d’une CD par mobilité ionique, menant à la mesure de CCS, en Å2, approximée par la 
surface projetée de la CD. 

La comparaison de la CCS des CDs, des molécules invitées seules et de l’association observée permet 

de définir si la taille de cette association est cohérente avec un complexe d'inclusion ou d'exclusion. 

En effet, une augmentation de la CCS relative (CD seule VS CD:invité) de l'ordre de 5 à 6% a été 

considérée comme une preuve d'inclusion de différents acides coumariques dans l’αCD ou la βCD. De 

plus, cette étude a rapporté l'observation d'associations sous forme doublement chargées 

(stœchiométrie 2:1, CD: Invité) dont la CCS est plus petite que celle de la CD sous forme de dimère. La 

plus haute compacité de cet objet ne peut s'expliquer que par l'inclusion de l'acide coumarique dans 

deux CDs, générant des interactions augmentant la proximité des deux CDs [106]. Une seconde étude, 

portant sur l’analyse de différents acides aminés (AA) en présence d’αCD ou de βCD a exploité la 

mobilité ionique pour identifier la nature des associations observées. La comparaison des CCS des CDs 

libres avec celles des associations CDs:AA a permis de conclure que la leucine et la phénylalanine 

forment des complexes d’exclusion avec l’αCD. A l'inverse l'αCD et la glycine forment un complexe 

d'inclusion en phase gazeuse. Il a également été conclu que la βCD forme des complexes d’inclusion 

avec les trois acides aminés étudiés (glycine, leucine et phénylalanine). Les CCS des complexes définis 

d'inclusion sont proches de celles des CDs libres alors que les complexes non spécifiques (exclusion) 

forment des objets moins compacts, se traduisant par de plus grandes CCS [103]. 
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Enfin, l'utilisation de la mobilité ionique peut également apporter des informations conformationnelles 

sur les complexes d'inclusion, en comparaison avec les structures calculées par modélisation 

moléculaire. En effet, la CCS étant une caractéristique intrinsèque de l'ion observé, la modélisation 

moléculaire suivie du calcul de CCS des structures générées permet la comparaison des données 

théoriques et expérimentales. Cette approche a dans de nombreux cas été utilisée afin de proposer 

une géométrie à l'association observée par MS couplée à l'IMS [107]. 

I.1.5. Conclusion 

La capacité des CDs à inclure des composés apolaires en milieu aqueux rend ces molécules 

particulièrement intéressantes dans de nombreux secteurs d’activité. Les effets qui peuvent découler 

de cette inclusion attirent particulièrement le secteur pharmaceutique, par les propriétés 

solubilisantes, stabilisantes et d’amélioration de la biodisponibilité ainsi que des qualités 

organoleptiques. De plus, les CDs naturelles et certaines CDs modifiées sont d’ores et déjà autorisées 

par différentes pharmacopées, dont la Pharmacopée européenne (αCD, βCD, γCD, HPβCD). De 

nombreux principes actifs, dont celles classées BCS II et IV, souffrent d’une forte insolubilité aqueuse, 

de mauvaises qualités organoleptiques et / ou d’une faible biodisponibilité. C’est pourquoi les CDs font 

l’objet de nombreuses recherches pour étudier leur capacité à pallier ces problématiques de 

formulation. Il est notable que la littérature rapporte deux axes de recherches principaux que sont 

l’applicatif et le fondamental.  

Les recherches applicatives portant sur l’intérêt des CDs correspondent aux expériences de 

diagrammes de solubilité de phase, de cinétique de dissolution, d’amélioration de la perméabilité 

membranaire ou de dégradations accélérées. Les informations obtenues par ces expériences offrent 

les informations nécessaires à déterminer si le couple CD / substance active étudié peut avoir un 

intérêt dans le développement de nouvelles formulations. Néanmoins, ces études manquent 

généralement d’études structurales, qui relèvent davantage du fondamental que de l’applicatif. Les 

recherches fondamentales ont pour objectif de déterminer les interactions entre les CDs et les 

substances étudiées. Définir si l’inclusion dans la cavité est réelle, la stœchiométrie, la géométrie 

d’inclusion ou la stabilité des complexes sont autant d’objectifs fixés par ces études. Atteignables par 

le cumul de différentes techniques et approches analytiques, ces informations contribuent à 

l’amélioration des connaissances sur la capacité des CDs à inclure des structures ou motifs 

moléculaires.  

Ces deux approches sont complémentaires, l’efficacité des CDs étant démontrée par les études 

applicatives, motivant la continuité des recherches sur l’apport des CDs aux formulations 

pharmaceutiques. La rationalisation de ces résultats par les études fondamentales permet d’orienter 
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les recherches applicatives sur la base d’adéquations moléculaires entre CDs et substances actives 

connues. 
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I.2. Partie 2 : Analyse des cyclodextrines 

Les CDs sont exploitées dans de nombreux domaines et la caractérisation des interactions qu’elles 

génèrent est aujourd’hui très poussée, mais leur propre caractérisation est en comparaison assez peu 

étudiée. C’est particulièrement le cas des CDs modifiées qui montrent pourtant des efficacités 

supérieures aux CDs naturelles. La relative simplicité structurale des CDs naturelles a permis le 

développement de différentes méthodes de carcatérisation dont certains exemples seront décrits ci-

après. A l’inverse, la caractérisation des CDs modifiées obtenues en mélange est beaucoup moins 

décrite. 

I.2.1. Analyse des CDs purifiées 

I.2.1.1. Analyse des CDs naturelles 

Les CDs naturelles sont depuis longtemps finement caractérisées, en phase liquide et solide, avec la 

connaissance exacte de leur taille, forme, conformation, solubilité, etc… (Tableau 1). Malgré cela, leur 

conformation en phase gazeuse fait toujours l’objet de recherches actuelles, particulièrement après le 

processus d’ionisation lors de leur analyse par spectrométrie de masse.   

Une étude a investigué l'énergie de collision nécessaire à la diminution de 50% de l'intensité des CDs 

naturelles pour comparer leur stabilité avec leurs homologues linéaires en phase gazeuse. Il en est 

ressorti que, pour des adduits de même nature ([M+Na]+), la stabilité des oligosaccharides cycliques 

est supérieure à celle des oligosaccharides linéaires de même taille. Cette observation peut être 

interprétée par une plus haute coordination de l'ion Na+ dans le cas des oligosaccharides cycliques 

[108]. De même, une seconde étude, a exploré le mécanisme de fragmentation de la βCD. Les spectres 

de fragmentation MS/MS (fragmentation CID) de [βCD+H]+ ne montrent que des pertes successives de 

162 uma, correspondant à une perte de neutre d’un ou plusieurs glucoses déshydratés. Cette 

observation peut s’expliquer par une première étape de linéarisation de la CD, générant un ion 

oxonium de même m/z. A partir de cet ion, seules des pertes de 162 u sont possibles dans la mesure 

où il n'y a plus d'H+ libre, consommé pour la linéarisation. Il est à noter que cette hypothèse de 

mécanisme de fragmentation part du postulat selon lequel l'ion H+ de l’adduit [βCD+H]+ est localisé sur 

un oxygène d'une liaison glycosidique, facilitant son ouverture (Schéma 7) [109].  
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Schéma 7 : Mécanisme d’ouverture de la βCD lors de la fragmentation de l’adduit [βCD+H]+, proposé sur la base d’une série 
d’expériences MS/MS. D’après [109]. 

Cette première étape de linéarisation a également été proposée suite à des expériences réalisées par 

mobilité ionique dans une autre étude, réalisée avec l’objectif de définir expérimentalement si 

l’ouverture de la γCD, sans changement de m/z et donc non détectable, a lieu lors de l’application 

d’une énergie de collision. Pour ce faire, trois isomères ont été utilisés, la γCD, la Glc1-βCD et la Glc2-

αCD (Figure 16 (a)). L'application d'une énergie de collision en amont de la cellule de mobilité a 

significativement augmenté la largeur du pic de mobilité correspondant au m/z de l’adduit [M+H]+ de 

γCD (Figure 16 (b)). De manière similaire, la perte d’un glucose sur le Glc1-βCD ne diminue pas la largeur 

du pic de mobilité, ce qui est expliqué par une compensation entre une diminution du nombre du 

glucose et l’augmentation de la flexibilité liée à la linéarisation. La même observation a été réalisée 

lors de la perte de deux glucoses par la fragmentation du Glc2-αCD. En effet, la largeur des pics de 

mobilité ionique est un indicateur de la présence de différentes conformations non- résolues par cette 

technique d’analyse. La Figure 16 (c) met en évidence la présence de deux distributions (i.e. deux 

populations) dans la trace de mobilité du fragment [Glc1-βCD - Glc1 + H]+ après l’application d’une 

énergie de collision, attribuées à la conformation cyclique et linéaire [110]. 
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(a)  

(b) 

 

 

(c) 

Figure 16 : (a) Structure des isomères utilisés, la γCD (gauche), la Glc1-βCD (milieu) et  la Glc2-αCD (droite). (b) Tracé de la 
larguer à mi-hauteur des pics de mobilité des ions parents (γCD, bleu ; Glc1-βCD, vert ; Glc2-αCD, rouge) avant fragmentation 
(gauche) et après l’application d’une énergie de collision (droite). (c) Trace de mobilité correspondante à [M - Glc1 + H]+ après 
l’application d’une énergie de collision sur [Glc1-βCD + H]+. D’après [110]. 

La mobilité ionique apparaît comme une technique d’analyse complémentaire ayant permis 

d’apporter des données expérimentales confortant les propositions de mécanismes et de 

conformations en phase gazeuse. Cette technique a été utilisée, en 1997 afin de discriminer les CDs 

naturelles et leur fragments, les différenciant avec succès (Figure 17 (a)) [111]. La même année, 

l’utilisation des CCS obtenues par mobilité ionique (gaz tampon hélium) de différents oligosaccharides, 

dont l'αCD, a été mise en comparaison avec des données théoriques obtenues par modélisation 

moléculaire pour déterminer l'emplacement de l'ion Na+, après ionisation par MALDI (Matrix Assisted 

Laser Desorption Ionization) [112]. Cette étude a montré que les CCS expérimentales en accord avec 

les modèles théoriques correspondaient aux structures les plus compactes, dont la conformation a été 

déterminée comme contrainte par l’ion Na+ et ses coordinations avec les différents hydroxyles libres 

des sucres. 
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Aujourd’hui, les techniques de mobilité ionique modernes sont davantage résolutives que la version 

historique, le DTIMS, utilisée dans les deux études précédentes [113]. Néanmoins, le DTIMS est une 

technologie permettant la mesure directe de la CCS − dépendante du gaz utilisé (l’hélium ou diazote 

principalement) − par l’équation de Mason-Schamp [105],  contrairement aux technologies modernes 

comme le TWIMS (Travelling Wave Ion Mobility Spectrometry) ou le TIMS (Trapped Ion Mobility 

Spectrometry). En effet, les CCS mesurées par ces deux techniques ne peuvent être obtenues que par 

une calibration, basée sur des composés dont la CCS est connue et mesurée par DTIMS. De plus, la 

nature du gaz tampon utilisé dans la cellule de mobilité influence la CCS mesurée, menant à l’obtention 

de CCSHe ou de CCSN2, avec de l’hélium et du diazote respectivement. Ce n’est qu’en 2018 qu’une 

publication a rapporté la mesure directe des CCS, par DTIMS utilisant le N2 comme gaz tampon, des 

trois CDs naturelles sous formes de différents adduits ([CD+H]+, [CD+Na]+, [CD+K]+, [CD-H]-, dimères, 

etc..). La connaissance de ces valeurs de CCS est d'autant plus importante avec les cyclodextrines dans 

la mesure où ces composés sont cycliques alors que les calibrants généralement utilisés sont linéaires, 

pouvant instaurer un biais lors de la détermination des CCS sur la base du temps de dérive. Il est à 

noter que la CCS des 3 CDs naturelles n'évolue pas linéairement en fonction du nombre de glucose, 

dans l’hélium comme dans le diazote, à l'inverse des homologues linéaires (Figure 17 (b)). Cette 

observation se justifie par les différences de flexibilité, notamment de la γCD, autorisant à augmenter 

sa compacité en phase gazeuse [114]. 

(a) (b) 

Figure 17 : (a) Mesure de la mobilité des CDs naturelles (annotées) et de leur fragments (reliés par les pointillés) par DTIMS 
utilisant de l’hélium comme gaz tampon. (b) Mesure des CCS (issues mobilité) des CDs naturelles (étoiles) et de dextrines 
linéaires (rond) par DTIMS utilisant le diazote comme gaz tampon. D’après [111,114]. 

Le placement de la charge Na+ sur les CDs en phase gazeuse est obtenu grâce à la combinaison d’une 

approche pratique et théorique, dont le critère de comparaison est la CCS (i.e. la taille). Une équipe a 

souhaité, par le biais d’une technique récemment mise en avant pour l’analyse des sucres par 

spectrométrie de masse, apporter de nouvelles données expérimentales pour appuyer les propositions 

existantes. Le couplage de la mobilité ionique, de l’infra-rouge (IR) cryogénique en phase gazeuse et 
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de la spectrométrie de masse a ainsi été utilisé. D’une part, l’utilisation de la mobilité ionique haute 

résolution (TWIMS cyclique) a permis de déterminer la formation d’une unique conformation de 

[βCD+Na]+ lors de l’étape d’ionisation. D’autre part, l’IR cryogénique en phase gazeuse permet 

l’observation des bandes vibrationnelles des différents OH libres grâce à la phase gazeuse (suppression 

des échanges avec le solvant) et à la basse température (suppression des équilibres dynamiques). La 

résolution obtenue par IR cryogénique autorise, une nouvelle fois, la comparaison entre les spectres 

IR expérimentaux et ceux générés théoriquement par modélisation moléculaire. Grâce à ce couplage, 

la proposition de symétrie de l'adduit [αCD+Na]+ issue de modélisations théoriques a été consolidée, 

ainsi que l'asymétrie de l'adduit [βCD+Na]+ et la position de la charge Na+ sur la face primaire de ces 

CDs. Enfin, l’analyse des fragments de [βCD+Na]+ par IR cryogénique a mené à une proposition de 

mécanisme de fragmentation, différent de celui de l’adduit [βCD+H]+ (Schéma 8) [115]. 

 

Schéma 8 : Mécanise de fragmentation de l’adduit [βCD+Na]+ proposé suite aux expériences réalisées sur un spectromètre de 
masse couplé à l’infrarouge cryogénique. D’après [115]. 

Les exemples cités sur la caractérisation des CDs en phase gazeuse mettent en évidence la continuité 

des efforts engagés dans la caractérisation de ces oligosaccharides naturels, malgré une connaissance 

d’ores et déjà conséquente en terme de caractéristiques physico-chimiques et de réactivité. Il est à 

noter que l’intégration aujourd’hui courante de la mobilité ionique aux spectromètres de masse a 

également contribué à l’émergence de nouvelles données expérimentales concernant les CDs en phase 

gazeuse. 
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I.2.1.2. Analyse des CDs modifiées sélectivement 

L’analyse des CDs modifiées sélectivement est analogue à celle réalisée pour tout produit de synthèse 

purifié, notamment via la mesure de masse précise par HRMS (i.e. la composition élémentaire) et 

l’élucidation structurale par MS/MS et RMN. Néanmoins, la perte de symétrie liée au greffage d’une 

ou plusieurs fonctions rend les spectres RMN des CDs modifiées particulièrement difficiles à 

interpréter, nécessitant la mise en œuvre d’expériences 2D (1H-1H, 1H-13C). A titre illustratif, un 

exemple publié par Sollogoub et coll. sera développé ici, concernant l’hepta-différenciation de la βCD, 

représentant un cas particulièrement complexe de caractérisation d’un dérivé de CD pur issu d’une 

synthèse sélective multi-étapes [116]. Le dérivé synthétisé, représenté Schéma 9, correspond à la βCD 

protégée en position 2 et 3, portant 7 groupements différents en position 6, sur chaque unité glucose. 

 

Schéma 9 : Structure de la βCD hepta-différenciée en position 6 obtenue en 21 étapes de synthèse pour un rendement final de 
0.6%. D’après [116]. Et : Ethyle ; Bn : Benzyle ; Pr : Propyle ; Me : Méthyle. 

Deux techniques analytiques ont été employées pour caractériser ce composé : la RMN et la MS. D’une 

part, l’analyse approfondie des spectres RMN 1H et des expériences COSY a été réalisée. Le spectre 

RMN 1H observable sur l’expérience COSY représentée sur la Figure 18 met en évidence la complexité 

des spectres obtenus pour ce composé, qui ne peut être analysé que par le biais d’expériences 

complémentaires en RMN 2D. Les annotations correspondent à l’attribution des protons appartenant 

à un même glucose, ce travail ayant donc été effectués sur les 7 unités glucose différenciées par le 

groupement porté en position 6. Il est à noter que pour permettre l’attribution observée, des 

expériences 2D (TOCSY, HSQC, HMBC) ont été réalisées. D’autre part, l’expérience NOESY a été utilisée 

pour observer les corrélations dipolaires entre deux unités glucosidique adjacentes, offrant la 

possibilité de déterminer la séquence A-B-C-D-E-F-G représentant chaque sucre différencié (Schéma 

9).  
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Figure 18 : Extrait des expériences RMN (600 MHz, CDCl3, 300 K) réalisées pour caractériser la βCD heptadifférenciée : 
expérience COSY annotée correspondant à l’assignation des signaux du glucose A portant le groupement thiométhyle. D’après 
[116]. 

Afin d’obtenir une preuve complémentaire à cette analyse détaillée par RMN, une étude par MS a 

également été entreprise. D’une part, la mesure de la masse précise est en accord avec la masse 

théorique de ce composé, de formule brute C160H178O30S5 (Δ = -1.3 ppm). D’autre part, une étude par 

fragmentation MSn a été effectuée afin de déterminer la séquence des glucoses différenciés. La Figure 

19 reprend l’annotation réalisée suite à une fragmentation de type MS2, consistant à sélectionner l’ion 

parent (ici l’adduit [M+K+H]2+) et à observer les ions générés. Il est notable que le spectre généré 

comporte une grande quantité d’informations, correspondant à différentes parties de la molécule 

analysée, parfois sous forme mono-chargées et / ou di-chargées. Par la suite, les analyses par MS3, 

MS4, MS5 et MS6 ont été réalisées afin de déterminer l’affiliation des fragments. Cette technique de 

fragmentation séquentielle consiste à sélectionner un ion et le fragmenter (MS2), puis à sélectionner 

un fragment pour le fragmenter à son tour (MS3), etc... Ces expériences ont apporté, par la 

fragmentation séquentielle de la CD avec 7, 6, 5, 3 et 2 sucres (MS2, MS3 MS4, MS5 et MS6 

respectivement), la preuve de l’affiliation des fragments observés sur la Figure 19. De plus, l’ensemble 
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des informations obtenues par cette série d’expériences est cohérent avec la structure déterminée par 

RMN, apportant une preuve supplémentaire de l’obtention de cette βCD hepta-différenciée.  

Cette caractérisation d’un dérivé de CD isolé est un exemple démontrant que la caractérisation des 

CDs peut s’avérer difficile, notamment par RMN en raison de la perte de symétrie et à la faible 

dispersion spectrale des 1H des unités glucose qui en résulte. Pourtant, un cas complexe comme celui 

présenté ici permet de mettre en évidence que cette caractérisation reste atteignable, 

particulièrement grâce à la complémentarité des expériences RMN 2D et à la combinaison de plusieurs 

techniques d’analyse (RMN et MS).   

 
Figure 19 : Spectre MS2 de l’adduit [M+K+H]2+ (m/z 1390.0352) de la βCD hepta-différenciée, annoté des structures 
correspondantes aux masses précises mesurées. Certaines structures sont présentes deux fois en raison de l’observation de 
leur forme mono-chargée et di-chargée. Issue de [116]. 
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I.2.2. Analyse des CDs en mélange, modifiées non-sélectivement 

A contrario, l’analyse des CDs modifiées non-sélectivement et obtenues sous forme de mélange 

souffre d’un manque de développement analytique. En effet, une revue de Szente et coll. datant de 

2016 rapporte le nombre de publications relatives aux cyclodextrines dans le domaine analytique : 

Environ 5000 traitent de l'intérêt de CDs pour améliorer la séparation de composés grâce à leur 

capacité à différencier les énantiomères et 3000 concernent l'analyse des complexes d'inclusion. De 

manière très contrastée, uniquement une centaine de publications étudient la mise en place de 

méthodologie pour la caractérisation des CDs [117]. Ce bilan permet de mettre en évidence le manque 

de développement de méthodes d'analyse des CDs elles-mêmes, pourtant nécessaire à contrôler leur 

composition dans le cas de mélanges complexes. Aujourd’hui, des mélanges de CDs tels que la RAMEB, 

la SBEβCD ou l’HPβCD sont définis par leur degré de substitution (DS) ou DS moyen, correspondant 

respectivement au nombre total de substituants greffés ou du nombre moyen greffé par unité 

glucosidique. Ce moyen de contrôle est notamment indiqué dans les différentes pharmacopées 

autorisant l’HPβCD et la SBEβCD (Pharmacopée européenne et américaine).  

Plusieurs études ont été menées afin de déterminer si le DS des mélanges a une influence significative 

lors de leur utilisation pour la formation de complexes d’inclusion. Szente et coll. ont investigué l’effet 

solubilisant de βCD méthylées (MeβCD) de différent DS : la CRYSMEB (DS faible), la RAMEB (DS moyen), 

la DIMEB (DS = 14, en position 2 et 3, à différents taux de pureté) et la TRIMEB (DS = 21). Il en est 

ressorti, après l’étude de plusieurs composés, que l’effet solubilisant est différent selon le DS mais sans 

tendance apparente, à l’exception d’un effet solubilisant généralement moins fort de la CRYSMEB 

[118].  

Une série de deux études, visant à déterminer par ITC les constantes d’association de la MeβCD et de 

l’HPβCD de DS variables avec différents sels d’acides biliaires a été réalisée par Holm et coll. [119,120]. 

L’étude avec les HPβCD a mis en évidence que le DS moyen affecte significativement la constante 

d’association avec tous les invités étudiés, la tendance étant une diminution de l’affinité avec 

l’augmentation du nombre d’hydroxypropyl greffés (Figure 20 (a)) [119]. Les résultats de l’étude 

réalisée avec les dérivés méthylés sont plus nuancés. En effet, la Figure 20 (b) ne montre aucune 

tendance définie reliant le DS moyen et la constante d’association mesurée. De plus, les cas des acides 

taurodéoxycholate (Figure 20 (b), ronds pleins) et glycodéoxycholate (Figure 20 (b), ronds vides) 

illustrent la diversité des affinités en fonction des lots de MeβCD. En effet, la constante d’association 

entre l’acide taurodéoxycholate et une MeβCD de DS moyen proche de 0.7 est de 5000 M-1, alors qu’un 

second lot de DS proche mène à l’obtention d’une constante de 7000 M-1 (Figure 20 (b), encadré). Une 

observation analogue est remarquable pour ces deux composés en présence de MeβCD au DS moyen 

de 2.1 [120].  
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(a) (b) 

Figure 20 : Mesure par ITC des constantes d’associations des sels d’acide taurocholate (carré plein), glycocholate (carré vide), 
taurodeoxycholate (rond plein) et glycodeoxycholate (rond vide) avec des lots de différents DS moyen d’HPβCD (a) et de 
MeβCD (b). L’encardé met en avant la différence de constante d’association entre deux lots de MeβCD au DS quasiment 
identiques. D’après [119,120]. 

Cette différence d’affinité ne peut s’expliquer que par une composition différente de ces deux lots de 

MeβCD, qui n’est pas prise en considération lors de l’utilisation du DS moyen comme seul critère de 

caractérisation. En effet, de nombreuse combinaisons, d’isomères notamment, peut mener à 

l’obtention de DS moyens semblables.  

L’analyse de tels mélanges, composés de structures proches mais également d’isomères pour chaque 

DS est un réel défi analytique. Les études décrites précédemment mettent pourtant en évidence 

l’intérêt de caractériser ces mélanges dont la composition, de la distribution du DS à la nature des 

composés, affecte directement leur propriétés physico-chimiques. Quelques études ont été publiées 

avec l’objectif de combler ce manque de méthodologie, exploitant la RMN, la chromatographie ou la 

spectrométrie de masse pour caractériser au mieux ces mélanges.  

I.2.2.1. Analyse par RMN 

La RMN est une approche qui a été reportée afin de déterminer le degré de substitution de certaines 

CDs modifiées en mélange, dont l’HPβCD et la MeβCD. L’étude de Holm et coll. discutée 

précédemment a notamment caractérisé par RMN le DS de toutes les MeβCD utilisées (Tableau 7) 

[120]. Sachant que les signaux 1H des différents DS et isomères sont superposés, à l’exception des H1 

des CDs, leur approche de détermination du DS consiste à intégrer ces signaux d’une part (considéré 

égale à 1), et d’autre part l’ensemble des autres signaux incluant les CH3. L’écart d’intégration obtenu 

sur cette zone comprenant les H2, H3, H4, H5, H6 et CH3 avec la valeur d’intégration théorique sans 

CH3 (i.e. 6) permet la mesure directe du DS moyen. Comme observé sur le Tableau 7, les DS calculés 

sont de l’ordre de ceux annoncés par les fournisseurs et différencient les lots utilisés. Néanmoins, la 
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précision obtenue par cette approche est peu satisfaisante, s’expliquant par des zones d’intégration 

larges comprenant de nombreux signaux et correspondant sans doute à une grande hétérogénéité de 

structures. 

Tableau 7 : Degrés de substitution moyen (global et par position) de différents lots de MeβCD. a Déterminé par l’intégration 
des 13C des CH3, les proportions obtenues ont été multipliées par le DS moyen. D’après [120]. 

MeβCD DS annoncé* DS mesuré (RMN 1H) DS (O2)a DS (O3)a DS (O6)a 

0.6 0.44 0.38 0.19 0.10 

0.57 0.63 0.52 0.12 0.05 

1.2 1.03 0.59 0.33 0.25 

1.8 1.50 0.63 0.37 0.67 

2 1.90 1.00 0.09 1.00 

2.16 1.95 1.00 0.12 1.00 

3 2.99 1.00 1.00 1.00 

 

 

(a) 

 

(b) 

Figure 21 : Spectres RMN annotés d’une MeβCD de DS moyen de 0.67 : spectre 1H (a) et spectre DEPT-135 (b). sub : position 
substituée; ‘ : position voisine d’une substitution. D’après [120]. 

Cette équipe a également approfondi la caractérisation de ces mélanges en déterminant le DS des 

positions 2, 3 et 6 de la MeβCD. D’une part, le DS en position 2 a été déterminé grâce au rapport 
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d’intégration des deux signaux relatifs aux H1 (Figure 21 (a)), le signal déblindé correspondant aux H1 

voisins d’une substitution en position 2. D’autre part, l’intégration des 13C correspondant aux CH3, 

déterminés liés en position 2, 3 et 6 par des expériences 2D (HSQC et HMBC), a été utilisée pour 

déterminer les proportions de position de greffage (Figure 21 (b)). Multipliée par le DS moyen, cette 

proportion permet l’obtention du DS sur chaque position de greffage. Il est à noter que malgré les 

incertitudes liées aux effets NOE lors de l’intégration de signaux 13C, la comparaison de l’intégration de 

mêmes groupements chimiques (ici CH3) diminue cette incertitude grâce à un effet NOE semblable 

[121]. De plus, la mise en place de séquences RMN 13C quantitatives peut être utilisée pour s’assurer 

de la validité de l’intégration. Malgré la proximité des signaux 13C des méthyles greffés en position 2, 

3 ou 6, cette approche a permis de mettre en évidence des différences notables de DS par position 

entre les lots de MeβCD, notamment un DS non négligeable en position 3.  

 

Concernant l’HPβCD, l’approche par intégration des signaux observés en RMN 1H est plus robuste. En 

effet, l’intégration des H1 isolés comparés aux CH3 des groupements hydroxypropyle, également 

isolés, permet la détermination du DS moyen (Figure 22). Les zones d’intégration sont nettement 

restreintes dans le cas de l’HPβCD en comparaison des MeβCD présentés précédemment, limitant 

l’erreur sur la valeur d’intégration [122]. 

 

Figure 22 : Spectre RMN 1H (600 MHz, D2O, 298 K) de l’HPβCD annoté des intégrations utilisées pour calculer le DS de ce lot. 
D’après [122]. 

Contrairement aux MeβCD, les groupements hydroxypropyle de l’HPβCD ne permettent pas 

l’observation de 13C différenciables par les expériences RMN 13C à une dimension, seules des 

observations qualitatives peuvent être obtenues. Szente et coll. ont reporté l’utilisation de 

l’expérience 2D HSQC éditée (Dept-HSQC) pour observer les variations de déplacements chimiques des 

13C des positions 2, 3 et 6. Comme observé sur la Figure 23, cette équipe a attribué certaines taches de 

corrélations 1H-13C aux positions substituées, les positions 2 et 6 dans le cas de ce lot d’HPβCD de DS 

moyen 0.84 [122]. Les carbones porteurs de la substitution sont déblindés, permettant leur 

différenciation des positions non-substituées.  
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Figure 23 : Expérience RMN HSQC éditée DEPT-135 (600 MHz, D2O, 298 K) de l’HPβCD, annotée de l’attribution des taches de 
corrélation. sub : carbone porteur d’un groupement hydroxypropyle. L’encadré met en évidence l’observation de bruit de phase 
opposé adjacent à certains signaux. D’après [122].  

Néanmoins, malgré des signaux 1H partiellement déconvolués grâce à l’ajout de la dimension 13C, il est 

notable que de nombreuses taches de corrélation, dont certaines attribuées aux unités substituées, 

ont une intensité faible. De plus, le caractère phasé de cette expérience amène une ambiguïté lors 

d’une forte proximité entre deux taches de corrélation de phases opposées (Figure 23, encadré). 

Ces deux exemples sont illustratifs de la capacité qu’offre la RMN pour déterminer la composition des 

mélanges de dérivés de CDs, dont l’efficacité est dépendante de la nature de la modification chimique 

et du mélange. Malgré une caractérisation avancée de la MeβCD, incluant la détermination du DS par 

position, cette technique analytique ne peut permettre de déterminer la contribution des DS dans le 

DS moyen déterminé. Afin de répondre à cette problématique de mélange qui limite les capacités 

d’analyses par RMN, l’utilisation de méthodes chromatographiques destinées à séparer les 

constituants de ces mélanges de CDs a été investiguée. 

I.2.2.2. Analyse par des techniques séparatives 

Dès 1969, la mise au point d'une méthode d'analyse de mélange des CDs naturelles a été publiée, 

permettant la séparation et la quantification de l’αCD, la βCD et la γCD par chromatographie gazeuse 

(GC). Afin d'être analysées par GC, les CDs doivent cependant être dérivatisées au préalable afin de les 

rendre volatiles [123]. En 1993, une équipe a étudié la capacité de la GC et différentes colonnes 

chromatographiques à séparer les constituants de différents mélanges de CDs modifiées (méthylées, 

éthylées, alkylées). La séparation obtenue des composés synthétisés dans leur laboratoire est 

satisfaisante, et ce même dans des mélanges complexes reconstitués de dérivés alkylés d'αCD, βCD et 

γCD (Figure 24 (a)). De plus, la réalisation de purifications de pics isolés par chromatographie liquide, 
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suivies de leurs analyses par GC, atteste de la présence de plusieurs composés, indiquant que la phase 

gazeuse offre une meilleure séparation des dérivés alkylés de CDs que la phase liquide. Néanmoins, 

l’analyse de RAMEB commerciale ne permet pas, avec leurs conditions chromatographiques, 

l’obtention d’une séparation intéressante (Figure 24 (b)) [124].  

 

 

(a) (b) 

Figure 24 : Séparation chromatographique en phase gazeuse (colonne 13m*0.27mm, phase stationnaire OV-17 borosilicate 
revêtue de méthyle phényle polysiloxane). (a) Température 330-390°C, 3°C/min : séparation d’un mélange reconstitués de 
dérivés alkylés d’αCD, de βCD et de γCD : 1, hexakis(2,3,6-tri-O-ethyl)-αCD; 2, hexakis(2,3,6-tri-O-propyl)-αCD; 3, hexakis(2,3,6-
tri-O-methyl)-αCD; 4, heptakis(2,3,6-tri-O-pentyl)-βCD; 5, heptakis(2,3,6-tri-O-ethyl)-βCD; 6, heptakis(2,3,6-tri-O-propyl)-βCD; 
7, heptakis(2,3,6-tri-O-methyl)-βCD; 8, heptakis(2,3,6-tri-O-butyl)-βCD; 9, heptakis(2,3,6-tri-O-pentyl)-βCD; 10, octakis(2,3,6-
tri-O-ethyl)-γCD; 11, octakis(2,3,6-td-O-propyl)-γCD; 12, octakis(2,3,6-tri-O-methyl)-γCD. (b) Température 350-370°C, 
2°C/min : après triméthylsylation, analyse d’une RAMEB commerciale W-7 M de DS 1.8 (Wacker) (haut) ou synthétisée par les 
auteurs (bas). D’après [124]. 

Afin d'améliorer la séparation chromatographique, en phase liquide, des CDs naturelles et de leurs 

dérivés, le développement de nouvelles phases stationnaires dédiées a été entrepris. Développées sur 

la base de modélisations moléculaires, ces phases stationnaires comportent un groupement phényle 

en bout de chaine, lié à une fonction carbamide. Cette phase stationnaire a pour objectif de permettre 

aux CDs de former des complexes d’inlcusion avec les groupements phényles et de permettre des 

liaisons hydrogène avec la fonction carbamide. A titre indicatif, les analyses reportées permettent de 

séparer les 3 CDs naturelles avec l'élution de l'αCD dans le volume mort, suivi de la γCD puis de la βCD. 

Cet ordre de temps de rétention est en accord avec les constantes d'association de ces CDs avec le 

groupement phényle [125]. Néanmoins, les séparations présentées semblent efficaces pour l’analyse 

de mélanges simples, alors que les mélanges complexes tels que l’HPβCD ou la RAMEB ne sont que 

peu résolus. 

Le caractère ionique des dérivés de CDs sulfoalkylées a motivé le développement de méthodes 

chromatographiques en phase liquide basées sur la charge des molécules analysées. La 
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chromatographie HILIC a montré une bonne capacité de séparation de dérivés d’αCD et de βCD, 

sulfoalkylées (DS compris de 1 à 14, greffées en position 6) et diméthylées en position 2 et 3. Les 

dérivés partiellement sulfopropylé en position 2 et 3 (libres en position 6) sont également séparables 

par HILIC en fonction du nombre de groupements greffés [126]. L'utilisation de la chromatographie 

liquide échangeuse d'anions a également été envisagée pour la séparation des différents DS, le nombre 

de groupements sulfate influençant directement la rétention des composés (Figure 25) [127]. De 

manière analogue, l'utilisation de l'électrophorèse capillaire a permis de correctement séparer les 

différents degrés de substitution de la SBEβCD [128].  

 

Figure 25 : Séparation par chromatographie d’échanges d’anions des différents DS constitutifs de la SBEβCD mettant en 
évidence la différence de DS moyen entre deux échantillons. Gradient linéaire à 1 mL/min A (50 mM acétate d’ammonium, 
H2O/ACN 70/30):B (300 mM acétate d’ammonium, H2O/ACN 70/30), 100:0 (0min), 0:100 (35 min). Colonne : Vydac 302 IC 
column (250*4.6 mm). D’après [127]. 

La qualité de séparation obtenue par ces trois techniques séparatives est similaire, avec l’observation 

d’une série de pics correctement séparés, correspondant aux différents DS. Ces résultats semblent 

donc indiquer que le caractère discriminant, par ces techniques, est le nombre de chaines greffées (i.e. 

le nombre de charges négatives liées aux sulfates). Malgré leur capacité à comparer différents lots et 

Temps (min)
0 10 20 30

R
é

p
o

n
se

 D
ED

L 
(m

V
)

Na+

Sous-produits

DS4

DS5

DS6

DS7

DS8

DS9

DS10

DS11
DS12 Echantillon 1

Na+

DS4

DS5

DS6

DS8

DS9

DS10

Echantillon 2

DS2
DS3

DS7



 

70 
 

à observer des différences, la position de greffage ou la stéréochimie ne peuvent être différenciées 

par ces techniques d’analyse, chaque pic observé contenant une multitude d’isomères possibles.  

Concernant l’analyse des mélanges de βCD méthylées, Elfakir et coll. ont fortement contribué au 

développement de méthodes chromatographiques en phase liquide, dont l’efficacité dépasse la simple 

différenciation des DS. Parmi leurs premières études des méthodes d'analyse des CDs méthylées, cette 

équipe a mis en évidence l'importance du choix de la colonne utilisée pour séparer au mieux les 

composés d'un mélange complexe de CDs méthylées. En effet, le % de carbone greffé, le % d'end-

capping des silanols libres et les dimensions (longueur, largeur, taille des particules, des pores, etc..) 

sont autant de paramètres influençant la capacité résolutive des colonnes en phase inverse pour cette 

application [129]. Les conditions chromatographiques ont aussi une importance significative, cette 

équipe ayant démontré que l’utilisation d’un mélange H2O/ACN est le plus efficace pour la séparation 

des constituants de la RAMEB. La température de la colonne est également un paramètre dont 

l’influence sur la capacité de séparation est intéressante. En effet, la température est le paramètre 

essentiel ayant permis la séparation de la Me14βCD d’une Me15βCD lors de l'analyse de la DIMEB par 

chromatographie liquide en phase inverse. Il a été montré qu’à 40°C, ces deux composés ne sont pas 

résolus et que l'augmentation de la température à 60°C permet d'améliorer cette séparation jusqu’à 

un retour à la ligne de base (Figure 26 (a)).  

Figure 26 : Analyses par chromatographie liquide à phase inverse (colonne Halo C18, 50 mm * 4.6 mm). (a) Séparation des 
constituants de la DIMEB (0.3 mL/min isocratique H2O/ACN, 64/36) à différentes températures : 40°C (haut), 50°C (milieu) et 
60°C (bas). (b) Analyse rapide d’une MeβCD offrant un profil chromatographique (2.4 mL/min, 60°C, gradient linéaire A (H2O) 
: B (ACN) ; 95:5 (0 min), 85:15 (5 min), 85:15 (6 min)). D’après [130]. 

(a) 

 

 

(b) 
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Malgré une augmentation du temps de rétention, le temps d’analyse peut être réduit avec 

l’augmentation du débit sans affecter la résolution entre ces pics, offrant une analyse rapide (< 10 min) 

et efficace pour le contrôle des lots de DIMEB et de RAMEB [130]. La Figure 26 (b) correspond à la 

séparation des constituants d’une βCD au DS de méthylation faible, mettant en évidence un profil 

chromatographique plus détaillé que ceux obtenus pour la SBEβCD ou la RAMEB discutés 

précédemment.  

L’ensemble des méthodes chromatographiques discutées ici exploitent des détecteurs universels 

comme le détecteur évaporatif à diffusion de lumière (DEDL) ou la réfractométrie (dans le cas de 

méthodes isocratiques), apportant une information uniquement quantitative. Afin de déterminer le 

DS des pics observés, il est alors nécessaire de procéder à une étape de purification ou de disposer de 

témoins isolés. La spectrométrie de masse est, dans ce contexte, un outil analytique performant pour 

déterminer le DS d’un mélange de dérivés de CDs, par l’analyse directe du mélange ou par son couplage 

avec des méthodes chromatographiques. 

I.2.2.3. Analyse par spectrométrie de masse 

I.2.2.3.1. Analyse directe 

La MS est un moyen rapide et efficace pour définir le DS de CDs substitutées non-sélectivement, par 

la mesure directe de la masse (m/z) des constituants d’un mélange. La mesure de l’intensité de chaque 

m/z, associé à un DS, permet l’obtention du DS moyen du mélange ainsi que la répartition des DS. De 

plus, il a été montré que l'utilisation de différentes voies d'ionisation telles que le MALDI, l’ESI ou l’APCI 

(Atmospheric Pressure Chemical Ionization) mène à la détermination du même DS moyen, dans le cas 

de la RAMEB [131]. Cette approche permet donc d'obtenir sans séparation chromatographique le DS 

moyen de lots de CDs méthylées mais aussi des HPβCD ou des SBEβCD. L’étude de Holm et coll. 

discutée précédemment a également déterminé le DS des différentes MeβCD utilisées par MS, à 

travers une ionisation par MALDI. Les DS moyens obtenus par cette méthode sont en bon accord avec 

ceux annoncés par le fournisseur, avec une précision supérieure à celle obtenue par l’intégration des 

signaux en RMN 1H [120]. 
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Néanmoins, dans une seconde étude de la RAMEB par MALDI, il a été observé que le DS moyen obtenu 

était dépendant de la méthode de préparation de l’échantillon (Figure 27) [132]. 

(a) (b) 

Figure 27 : Analyses par MALDI-TOF d’une MeβCD dont l’échantillon a été préparé selon deux méthodes. (a) La matrice est 
déposée, séchée, puis l’échantillon de MeβCD est déposé sur la plaque. (b) La matrice et l’échantillon sont mélangés et ce 
mélange est déposé sur la plaque. D’après [132]. 

Wouessidjewe et coll. ont également observé un effet des conditions expérimentales sur la mesure de 

la réponse de différents isomères de βCD amphiphiles, substituées par des chaines alkyles C10 [133]. 

En effet, lors de l’infusion directe du mélange par ESI-MS, le solvant de solubilisation (Figure 28 (a)) 

ainsi que le débit (Figure 28 (b)) influencent directement et différemment la réponse des constituants. 

Il est notable, sur la Figure 28 (b), que le DS calculé lors de l’infusion du mélange à un débit de 15μL/min 

est différent de celui à 20 μL/min, notamment dû à l’ion de m/z 1619 (courbe bleu). Ces observations 

impliquent que les distributions de DS observées peuvent être biaisées selon les conditions 

expérimentales lors de l’analyse de mélange de CDs modifiées par MS, tant par la source d’ionisation 

MALDI que par ESI. 

(a) (b) 

Figure 28 : Influence du solvant (a) et du débit (b) d’infusion sur la réponse des constituants d’un mélange contenant différent 
DS de C10-βCD. D’après [133]. 

Le facteur réponse des composés ainsi que les compétitions d’ionisation peuvent être à l’origine des 

disparités observées en fonction de la préparation des échantillons ou des conditions opératoires. Une 

solution envisageable pour pallier ce problème est de coupler la MS à une méthode de séparation afin 

de minimiser l’arrivée simultanée des échantillons et de standardiser les conditions de solvants. 
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I.2.2.3.2. Couplage à une méthode séparative 

Le couplage des méthodes chromatographiques avec la spectrométrie de masse représente un moyen 

analytique particulièrement efficace pour la caractérisation des mélanges de CDs. D’une part, les 

problématiques évoquées concernant les variations de facteurs réponses lors de l’analyse du mélange 

sont minimisées grâce à la séparation. D’autre part, cette détection offre la possibilité d’attribuer les 

pics chromatographiques à un DS grâce à la mesure de la masse précise. A titre illustratif, les méthodes 

chromatographiques développées par Elfakir et coll. pour la séparation des dérivés méthylés de la βCD 

couplées à la spectrométrie de masse permet d’apprécier la complexité de ces mélanges commerciaux. 

En effet, comme observé sur la Figure 29 (a), la reconstitution du courant ionique correspondant à 

chaque DS met en évidence une forte dispersion des temps de rétention entre les isomères de même 

DS. Il est à noter que cette dispersion ne peut être détectée lors de l’utilisation d’un autre détecteur 

dans la mesure où une co-élution de différents DS est présente. La Figure 29 (b) permet d’observer 

que cette observation est valable tant pour les lots faiblement méthylés que pour ceux fortement 

méthylés. 

(a) (b) 

Figure 29 : Analyses par LC-ESI-MS (colonne Halo C18, 50 mm * 4.6 mm, 60°C, solvant : H2O (A), ACN (B), avec 5 mM d’acétate 
d’ammonium) de deux MeβCD de différents DS. (a) Bas DS (Me2-Me7), 0.3 mL/min, gradient A:B 95:5 (0 min), 85:15 (35 min), 
85:15 (45 min). (b) Haut DS (Me9-Me15), 1.2 mL/min, gradient A:B 80:20 (0 min), 65:35 (20 min), 65:35 (30 min). D’après [130]. 

La fragmentation MS/MS est également un outil complémentaire à cette séparation couplée à la MS. 

Dans le cas de l'analyse de différents lots de DIMEB, la MS/MS est l'outil analytique idéal pour 

déterminer si la méthylation est homogène sur chaque sucre ou non. En effet, la Me14βCD 

correspondant au produit attendu (heptakis(2,6-di-O-methyl)-βCD) génère uniquement des pertes 

successives de 190 uma correspondant à un glucose diméthylé déshydraté (Figure 30 (a)). A l'inverse, 

si la méthylation est hétérogène, la perte correspondant à un sucre mono- ou tri-méthylé peut être 

observée (176 et 204 uma respectivement) (Figure 30 (b)) [134]. Couplée à une méthode 

chromatographique, cette approche permet donc de discriminer les deux isomères de Me14βCD 

observés sur la Figure 30 (c), le pic majoritaire correspondant à la diméthylation homogène. Il est à 

noter que seule la RMN permet de différencier la DIMEB d’un isomère dont un sucre serait substitué 
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en position 3 et 6 (au lieu de 2 et 6), grâce à une conservation de la symétrie uniquement dans le cas 

de la DIMEB. 

 

 

(a) 

 

(b) (c) 

Figure 30 : Spectre de fragmentation MS/MS d’une DIMEB dont le DS est homogène sur chaque sucre (a) ou hétérogène (b). 
D’après [134].(c) Analyse LC-ESI-MS d’une DIMEB (colonne Halo C18, 50 mm * 4.6 mm, 60°C, conditions isocratiques : 0.3 
mL/min H2O/ACN 64/36 avec 5 mM d’acétate d’ammonium). D’après [130]. 

Une autre approche reportée par Szente et coll. consiste à dégrader l’HPβCD par méthanolisation afin 

d’obtenir les sucres libres hydroxypropylés et méthylés en position 1. Les mélanges complexes 

d’HPβCDs deviennent des mélanges complexes de sucres libres hydroxypropylés, limitant le nombre 

d’isomères observables. L’analyse de ce mélange de produit de dégradation par chromatographie 

liquide couplée à la MS permet de déterminer i) quel est le DS maximal par unité glucose et ii) d’obtenir 

une séparation chromatographique intéressante isolant chaque DS (Figure 31). Cette étude a permis 

de prouver que dans le cas d’un lot d’HPβCD de DS moyen 1.39 (haut DS), certaines unités glucose 

portent 4 groupements hydroxypropyles, apportant une preuve de l’existence d’oligohydroxypropyles 

greffés lors de la synthèse de l’HPβCD de haut DS, rendant ces dérivés particulièrement hétérogènes 

[122]. 
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Figure 31 : Analyse LC-ESI-MS d’un échantillon méthanolisé d’HPβCD de DS de 9.7. MeGlcp : Glucopyranose méthanolysé. HP : 
Hydroxypropyle. D’après [122]. 
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I.2.3. Conclusion 

La différence de stratégie de caractérisation pour les CDs naturelles et leurs dérivés purifiés d’une part, 

et pour les mélanges de dérivés de CDs d’autre part est notable. La relative facilité de caractérisation 

de composés purs permet aujourd’hui de disposer d’une impressionante base de données des 

caractéristiques des CDs naturelles. De plus, les nouveaux dérivés purs sont eux même le plus souvent 

correctement caractérisés (stéréochimie, position et nombre de greffages). Concernant les mélanges 

de CDs obtenus par voies non-sélectives, seule le degré de substitution est généralement recherché, 

alors qu’il a été montré la présence de nombreux isomères pour chaque DS. Sachant que chaque 

analogue possède des propriétés physico-chimiques spécifiques, il semble important de pouvoir 

définir si, lors de la réalisation de synthèses non-sélectives, la nature du mélange obtenu est répétable 

et reproductible, en terme de DS mais également d’isomérie.  

La mobilité ionique a apporté de nouvelles données expérimentales permettant de mieux 

appréhender le comportement des CDs naturelles en phase gazeuse. Néanmoins, il est notable que 

cette technique séparative n’a pas été exploitée afin d’améliorer la caractérisation de mélanges de 

dérivés de CDs. L’ajout d’une dimension de séparation associée à la mesure d’une caractéristique 

intrinsèque, autorisant une comparaison avec les modèles théoriques, fait de cette technique 

d’analyse un outil prometteur pour améliorer le niveau de caractérisation sans étapes de purification.  

  



 

 
 

II. Résultats et discussion 

 

L’essentiel des travaux décrits et discutés dans ce chapitre a été publié :  

 

II.1. Apport des cyclodextrines à une formulation orale liquide du carvédilol 

 

- Rigaud, S.; Mathiron, D.; Moufawad, T.; Landy, D.; Djedaini-Pilard, F.; Marçon, F. 

Cyclodextrin Complexation as a Way of Increasing the Aqueous Solubility and Stability of 

Carvedilol. Pharmaceutics 2021, 13, 1746, doi:10.3390/pharmaceutics13111746. (Annexe 

1). 

 

 

II.2. Mise en place d’une approche de caractérisation des mélanges de dérivés de CDs 

 

- Oliva, E.; Mathiron, D.; Rigaud, S.; Monflier, E.; Sevin, E.; Bricout, H.; Tilloy, S.; Gosselet, F.; 

Fenart, L.; Bonnet, V.; Pilard, S.; Djedaini-Pilard, F. New Lipidyl-Cyclodextrins Obtained by 

Ring Opening of Methyl Oleate Epoxide Using Ball Milling. Biomolecules 2020, 10, 339, 

doi:10.3390/biom10020339. (Annexe 2). 

 

- Rigaud, S.; Dosso, A.; Lesur, D.; Cailleu, D.; Mathiron, D.; Pilard, S.; Cézard, C.; Djedaini-Pilard, 

F. Mass Spectrometry, Ion Mobility Separation and Molecular Modelling: a powerful 

combination for the Structural Characterization of Substituted Cyclodextrins Mixtures. 

International Journal of Molecular Sciences 2022, 23, 13352, 

https://doi.org/10.3390/ijms232113352. (Annexe 3). 

https://doi.org/10.3390/ijms232113352


 

 
 



 

79 
 

II.1. Apport des cyclodextrines à une formulation orale liquide du carvédilol 

II.1.1. Introduction 

Le carvédilol est une substance active décrite pour la première fois en 1984 (source SciFinder), le 

reportant en tant que substance utilisée pour traiter l’hypertension [135]. D’origine synthétique, la 

première voie de synthèse a été brevetée en 1985 [136], décrivant la synthèse non-stéréospécifique 

menant à la formation de la forme racémique du carvédilol et de ses dérivés (Schéma 10).  

 

Schéma 10 : Voie de synthèse originale du carvédilol. D’après [137] 

Le nombre de produits secondaires formés et le rendement de cette voie originale ont initié la 

recherche de nouvelles voies de synthèse alternatives en vue d’améliorer la production du carvédilol, 

aboutissant à de nombreux brevets. Parmi ces derniers, la voie de synthèse décrite par Kim et coll. 

permet, via plusieurs étapes de protection/déprotection, la synthèse stéréospécifique amenant à 

l’obtention de l’énantiomère souhaité (R* ou S*) [138]. Malgré cette possibilité le carvédilol est 

néanmoins actuellement commercialisé et administré sous sa forme racémique [139].  

Cette substance active a un intérêt tout particulier en lien avec sa structure, représentée sur la Schéma 

11, dans la mesure où elle présente une fonction anti-oxydante, β-bloquante et α-bloquante [140]. 

 

Schéma 11 : Structure du carvédilol annotée des descriptions des fonctions chimiques et des effets thérapeutiques associés à 
chaque partie de la molécule. D’après [140]. 

La présence de ces trois propriétés au sein d’une même structure a suscité l’intérêt de nombreuses 

recherches, afin d’évaluer leurs influences sur les mécanismes cardiovasculaires et les cellules 

cardiaques, et notamment dans le cas du traitement des troubles cardiaques légers à modérés [141]. 

Carvédilol
Méthoxyphenyl

Carbazole

Anti-oxydant α-Bloquant

β-Bloquant
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Cette substance active, classée BCS II chez l’adulte, est un modèle de choix pour l’étude des 

interactions avec les cyclodextrines [142]. En effet, La présence de deux groupements aromatiques (la 

partie carbazole et méthoxyphenyle), son caractère racémique, basique, sa faible solubilité aqueuse 

(≈ 35 μM) [143] et sa biodisponibilité (≈ 25%) [137] qui en découle font de l’étude des interactions CDs-

Carvédilol un enjeu particulier. Enfin, le développement d’une formulation liquide du carvédilol 

présente un intérêt d’applicabilité de par sa présence dans les besoins pédiatriques européens et de 

son utilisation recommandée chez l’enfant pour le traitement des troubles cardiaques légers à 

modérés. [144,145]. 

L’étude de l’efficacité des CDs est reportée dans la littérature, mais principalement pour la formation 

de complexes à l’état solide à destination d’une administration par voie orale. Dans ce contexte, 

l’intérêt des CDs est principalement d’augmenter la cinétique de dissolution du carvédilol [69,146]. 

Pour cela, plusieurs méthodes de préparation sont reportées, telle que le pétrissage [147], le micro-

onde [148], la lyophilisation [149], la co-évaporation [150], co-précipitation [151] ainsi que le sechage 

par atomisation [64,152].  

Les complexes d’inclusion du carvédilol à base de CDs ont également été décrits en phase liquide, 

principalement en présence de βCD et de ses dérivés hydroxypropylés et méthylés. L’effet solubilisant 

observé est modéré et les expériences souvent réalisées dans l’eau pure ou un tampon à pH neutre. 

Pour une concentration de 10 mM en CDs, le carvédilol est solubilisé à hauteur de 400 μM et 500 μM 

respectivement en présence de βCD et d’HPβCD dans l’eau pure [153]. Pour ces deux même CDs dans 

le même milieu, des valeurs différentes ont été rapportées, montrant un effet solubilisant de l’HPβCD 

moins fort que la βCD, qui concentrées à 2.5 mM mènent respectivement à une solubilité du carvédilol 

de 57.7 μM et 62.9 μM [154]. Une autre étude rapporte que 2 mM d’HPβCD permet de solubiliser 35 

μM de carvédilol, soit une valeur équivalente à sa solubilité intrinsèque, mettant en évidence une 

disparité de l’efficacité de ces CDs dans l’eau pure dans la littérature [155]. La RAMEB montre 

également un léger effet solubilisant dans ce milieu, permettant d’atteindre une concentration de 130 

μM de carvédilol pour 10 mM de CD [150]. En tampon phosphate (pH 7.4), 143 mM d’HPβCD permet 

la solubilisation d’1 mM de carvédilol, correspondant à une forte hausse de la concentration solubilisée 

en comparaison des valeurs citées précédemment, mais impliquant une grande quantité de CDs [156]. 

Les stœchiométries des complexes reportées diffèrent également selon les publications, déterminées 

comme étant 1:1 ou 2:1 (CD:carvédilol), pour un même système.  

Ces faibles valeurs de solubilité et le caractère ionisable du carvédilol ont motivé certaines équipes à 

investiguer l’effet du pH sur la formation des complexes d’inclusion. Loftsson et coll. ont étudié 

l’efficacité solubilisante de différentes CDs à travers des expériences de diagrammes de phases dans 

plusieurs milieux à pH acide. Dans cette étude, il a été montré que l’acide acétique offre un effet 

solubilisant intéressant sur le carvédilol, augmentant sa solubilité en absence de CDs à 17 mM. De plus, 
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il permet l’obtention d’efficacités de complexation (CE) élevées en présence de CDs, d’une valeur de 

1.62 et 1.60 respectivement en présence d’HPβCD et de SBEβCD [157]. Néanmoins, l’acide acétique 

est un milieu à exclure d’une formulation liquide destinée à une prise par voie orale en raison de son 

goût et odeur de vinaigre.  

Cet état de l’art concernant l’apport des CDs sur la solubilité de carvédilol met en évidence une 

hétérogénéité des valeurs reportées dans la littérature. De plus, ces valeurs de solubilité sont un 

indicateur de l’association entre les CDs et le carvédilol mais ne permettent pas de déterminer si une 

concentration en carvédilol suffisamment haute dans un milieu acceptable pour une administration 

orale d’une solution chez l’enfant est atteignable. En effet, la dose d’environ 0.5 mg/kg/jour associée 

aux recommandations de volumes d’ingestion acceptables chez l’enfant mènent à la nécessité 

d’obtenir une solution de carvédilol concentrée à 5 mg/mL environ (12.3 mM) [144,158]. C’est 

pourquoi les objectifs de ce chapitre seront de déterminer si cette concentration cible est atteignable 

grâce aux CDs, via une étude comparative de différents milieux et CDs permettant l’obtention de 

données homogènes. La caractérisation physico-chimique des complexes d’inclusion sera réalisée afin 

de décrire aux mieux les objets supramoléculaires responsables de la hausse de solubilité du carvédilol. 

Enfin, l’apport des CDs les plus prometteuses sur la photostabilité du carvédilol sera investiguée.  

II.1.2. Solubilité en milieu aqueux 

II.1.2.1. Méthode de préparation des échantillons 

Il existe différentes méthodes de préparation de solutions destinées à permettre la détermination de 

la solubilité d’une molécule en milieu aqueux, présentant chacune des avantages et des inconvénients 

[159]. Dans le cadre de cette étude, l’objectif est de mesurer tant la solubilité aqueuse intrinsèque du 

carvédilol que l’effet solubilisant des CDs, une méthode de préparation en accord avec ces deux 

objectifs doit donc être privilégiée.  

Nous nous sommes orientés vers une préparation simple des échantillons, sans utiliser de procédés 

impliquant par exemple des gradients de température ou de changements d’état des solides utilisés 

(lyophilisation, évaporation à sec) : les cyclodextrines ont été dissoutes en milieu aqueux puis mises 

en contact de la substance active étudiée. Concernant l’état de la substance active, ici du carvédilol, 

deux solutions ont été envisagées (Schéma 12). En effet, elle peut être d’une part préalablement 

solubilisée dans un solvant organique volatile à une forte concentration, permettant ainsi son ajout en 

quantité faible et précise, par la manipulation de volume et l’augmentation des probabilités de 

rencontres avec les cyclodextrines lors de l’agitation. D’autre part, le simple ajout sous forme solide 

commerciale présente l’intérêt de limiter les phénomènes parasites, en intégrant au milieu 

uniquement les éléments entre lesquels une interaction est recherchée.  
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Schéma 12 : Comparaison des méthodes d’ajout du carvédilol, préalablement solubilisé à 167 mM dans l’acétone (gauche) ou 
sous forme solide commerciale (droite). 

Des deux méthodes envisagées, l’ajout du carvédilol sous forme solubilisée dans un solvant organique 

est celle présentant le plus d’avantages, permettant également de s’affranchir des cinétiques de 

dissolution dans l’eau dépendantes de la cristallinité et d’interactions intermoléculaires telles que le 

π-stacking. Le choix du solvant organique s’est orienté vers l’acétone en raison de son faible point 

d’ébullition (Teb = 56°C), de sa miscibilité à l’eau et de sa capacité à solubiliser le carvédilol à hauteur 

de 165 mM environ (détermination expérimentale). Dans ces conditions, 30 μL de solution concentrée 

en carvédilol sont suffisants pour ajouter une concentration équivalente à 1 mM (pour un Vtot = 5 mL) 

aux solutions aqueuses avec ou sans cyclodextrines. Néanmoins, il est nécessaire de déterminer la 

vitesse d’évaporation de l’acétone dans l’eau afin de s’assurer que le volume restant avant l’analyse 

soit au moins inférieur à 0.1 μL. En effet, la présence de 0.1 μL d’acétone dans un volume de 5 mL 

d’eau conduirait à une solubilisation du carvédilol à hauteur de 3.3 μM due à l’acétone, une 

concentration considérée négligeable. Cette condition a donc motivé la mise en place d’une étude 

cinétique de l’évaporation de l’acétone suivie par RMN 1H à travers l’intégration de son signal, 

considérant l’aire mesurée au temps initial comme correspondante au volume ajouté initialement. Afin 

d’observer si la quantité d’acétone ajoutée influence sa vitesse d’évaporation, deux volumes d’ajout 

ont été testés, à 15μL et 30μL, conduisant respectivement à des concentrations de 100 mM et de 160 

mM (Vtot = 2 mL et 2.5 mL) en phase aqueuse. Les échantillons ont été chauffés à 40°C le temps de 

l’expérience pour favoriser l’évaporation. Comme observé sur la Figure 32, la diminution progressive 

de l’intensité du pic correspondant à l’acétone (δ = 2.14 ppm), et donc sa valeur d’intégration, met en 

évidence son évaporation au cours du temps, jusqu’à un volume restant de 0.03 μL après 120 min 

d’agitation. Cette expérience a donc permis de montrer que 2 heures sous agitation à 40°C mène, lors 

d’un ajout initial de 30 μL d’acétone, à une réduction de sa quantité dans l’eau jusqu’à un volume 

permettant de solubiliser seulement 1 μM de carvédilol, ce qui sera considéré comme un biais 

acceptable lié à la préparation. 



 

83 
 

Cependant, cette étude ne prend pas en considération l’effet que peuvent avoir les cyclodextrines sur 

cette cinétique. Afin d’observer si une interaction entre les CDs et l’acétone est présente, l’analyse par 

RMN 1H de la βCD dans le D2O seul ou tamponné acétate 0.1M a été réalisée avant et après ajout de 

0.6% (v/v) d’acétone-d6. Ce pourcentage volumique correspond à celui évoqué précédemment, prévu 

pour les analyses de solubilité.  

 

Figure 32 : Cinétique d’évaporation de l’acétone dans le D2O en mélange à 40°C. (a) Superposition des spectres RMN 1H (600 
MHz, 298 K, D2O) après 0 min (jaune), 30 min (violet), 60 min (vert), 90 min (rouge) et 120 min (bleu). (b) Courbe du volume 
d’acétone restant en fonction du temps lors d’un ajout initial de 15 μL (noir) ou 30 μL (rouge) d’acétone, obtenue par 
l’intégration du signal de l’acétone observée par RMN 1H. 

L’étude des spectres RMN 1H partiels obtenus (Figure 33) met en évidence une variation des 

déplacements chimiques des signaux de la βCD entre le spectre dans le D2O seul et celui dans le tampon 

acétate. Lorsque que les variations concernent tous les 1H, sans distinction entre ceux situés à 

l’intérieur ou l’extérieur de la cavité, et que la présence du tampon acétate affecte le pH de la solution, 

ces variations de déplacements chimiques sont attribuables à une modification de la force ionique du 

milieu. A l’inverse, l’ajout d’une faible quantité d’acétone affecte uniquement le déplacement 

chimique des protons H3 et H5, situés à l’intérieur de la cavité, mettant en évidence un équilibre 

d’inclusion entre l’acétone et la βCD en tampon acétate [75].  

 

HOD C3H6O

(a) (b)

t 0 min

t 30 min

t 60 min

t 90 min

t 120 min
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Figure 33 : Superposition des spectres RMN 1H (600 MHz, 298 K) de la βCD dans le D2O (vert), le D2O tamponné acétate 0.1M 
sans acétone-d6 (rouge) et avec 0.6 % (v/v) d’acétone-d6 (bleu). 

Cette observation remet en question la méthode de préparation des échantillons par l’intermédiaire 

d’une solubilisation préalable du carvédilol dans l’acétone. En effet, la présence d’un équilibre 

d’inclusion entre le solvant organique utilisé pour solubiliser la substance active et la/les cyclodextrines 

testées engendre 1) la diminution de la cinétique d’évaporation dudit solvant par son engagement 

dans un second équilibre et 2) une diminution de la disponibilité des CDs pour former un complexe 

d’inclusion avec le composé testé (ici le carvédilol) due à une compétition avec le solvant organique 

[160]. Les résultats de cette étude préliminaire tendent vers une utilisation privilégiée de la méthode 

de préparation consistant au simple ajout de la forme solide commerciale de la substance active testée 

au milieu aqueux étudié, en présence ou en absence de CDs. Cette méthode, la plus simple possible, 

présente également l’avantage de pouvoir être réalisée à différentes échelles sans engendrer, à priori, 

de changements de cinétique liés aux quantités et aux volumes.  

II.1.2.2. Choix de la méthode de dosage du carvédilol 

Différents choix de méthodes d’analyse sont possibles pour le dosage de la teneur en carvédilol dans 

les milieux aqueux testés. Dans la mesure où cette substance active dispose de plusieurs groupements 

aromatiques (carbazole et méthoxyphenyle), son observation par un détecteur UV est envisageable. 

La mesure de l’absorbance peut être réalisée en cuve par un spectrophotomètre classique ou par une 

séparation chromatographique couplée à un détecteur UV. Dans le cas présent, la mesure de la valeur 

d’absorbance du carvédilol en présence de CDs peut être biaisée par la formation de complexes 

d’inclusion. En effets, les groupements aromatiques étant connus comme étant des sites d’inclusion 

privilégiés, leur interaction avec la cavité des CDs peut modifier 1) la longueur d’onde d’absorption 

maximale (effet batho et hypso, positif et négatif respectivement) et 2) la mesure absolue de 

l’absorbance (effet hyper et hypo, positif et négatif respectivement) [71]. L’injection des solutions 

analysées vers une colonne chromatographique en phase inverse offre l’avantage de s’affranchir de 

H1 H3 H6 H5 H2 H4
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cet effet, séparant ainsi la molécule analysée des CDs présentes dans le milieu. A l’exception des CDs 

modifiées et la présence de groupements hydroxypropyles ou méthyles (HPCDs, MeCDs), les CDs ont 

une polarité suffisamment haute pour être éluées rapidement lors d’une analyse par gradient sur une 

phase stationnaire inverse, à l’opposé des composés peu solubles dans l’eau qui sont davantage 

retenus. Il est à noter que les CDs modifiées utilisées sont commercialisées sous forme de mélange 

(degré de substitution, isomérie), leur séparation par chromatographie permet donc, malgré une 

rétention plus forte que les CDs naturelles, de diminuer leur quantité lors de la détection du composé 

analysé. Pour ces raisons, les mesures de l’absorbance ont été effectuées par l’utilisation d’un système 

de chromatographie couplé à un détecteur UV. La méthode de chromatographie utilisée, représentée 

Figure 34 et issue de la littérature, a été choisie car elle a été développée avec l’objectif d’observer les 

produits de dégradation du carvédilol [161]. Les étapes de validation de méthodes ont été décrites et 

le carvédilol est élué au milieu du gradient, permettant la séparation d’éventuels produits de 

dégradation moins polaires. Il est remarquable que cette méthode permet, notamment en raison des 

dimensions UHPLC de la colonne, l’observation du pic correspondant au carvédilol à une faible 

concentration (2.5 μM) en conservant un rapport signal / bruit acceptable.  

La spectrométrie de masse est également une option de détection intéressante car elle offre une haute 

sensibilité, appropriée à la détermination de la solubilité de composés très peu solubles. Avec l’objectif 

de déterminer l’apport en terme de sensibilité de la détection par MS, l’analyse de solutions de 

carvédilol à différentes concentrations par un système UHPLC couplé en ligne à un détecteur à barrette 

de diode et à un spectromètre de masse haute résolution a été réalisée. Ce couplage en ligne offre 

l’avantage d’obtenir en une unique analyse la réponse du carvédilol par la détection UV et MS, 

permettant une comparaison fiable de la réponse des deux détecteurs. L’intégration du pic 

correspondant au carvédilol montre, pour les deux détections, une bonne linéarité dans la gamme de 

concentration analysée (Figure 35).  
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Figure 34 : (a) Représentation du gradient utilisé [161]. (b) Chromatogramme UV (241 nm) obtenu par l’analyse d’une solution 
de carvédilol (2.5 μM) avec le gradient représenté. 

Les valeurs d’intégration ont été obtenues d’une part en UV par la reconstitution de l’absorbance à la 

longueur d’onde d’absorption maximale du carvédilol (241 ± 1 nm) et d’autre part en MS par la 

reconstitution du courant ionique de l’adduit [M+H]+ du carvédilol ([carvédilol + H]+, m/z = 407.1965 ± 

10 ppm). Comme attendu, la valeur d’intégration obtenue par MS est supérieure à celle en UV, en 

moyenne d’un facteur 50. Cependant, cette comparaison met en évidence que la détection UV à 241 

nm permet d’observer le carvédilol jusqu’à des concentrations inférieures au μM, ce qui est suffisant 

au regard de la solubilité du carvédilol dans l’eau reportée dans la littérature, de l’ordre de 10-40 μM 

[137,143,157].  De plus, l’utilisation de la spectrométrie de masse en tant que détecteur en vue de 

doser un composé implique davantage de précautions, notamment en raison des variations de 

réponses parfois observées liées à la source électrospray (compétition d’ionisation, encrassement de 

la source).  

 

[Carvédilol] (μM) 
𝐴𝑖𝑟𝑒𝑀𝑆

𝐴𝑖𝑟𝑒𝑈𝑉
 

50 64 

25 65 

5 58 

1 53 

0.5 52 

0.1 42 

(a)

(b)
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Figure 35 : Superposition des courbes d’étalonnage obtenues par analyse en UV (noir) et MS (rouge) (gauche) associée au 
rapport de l’aire obtenue par MS sur l’aire UV en fonction de la concentration en carvédilol (droite). 

Dorénavant le dosage du carvédilol par calibration externe se fera donc par cette méthode de 

séparation chromatographique couplée à une détection par UV (241 nm). Avant chaque analyse, 1 mL 

de solution sera filtré (PVDF, porosité 0.2 μm, diamètre 13 mm) pour éliminer l’excès de solide avant 

d’effectuer une dilution appropriée dans un mélange H2O/ACN (50/50).  

 

II.1.2.3. Essais préliminaires de milieux en absence de CDs 

Le carvédilol est un composé basique comportant deux amines secondaires, avec un pKa globale 

reporté aux alentours de 7.8. Le caractère acido-basique de cette molécule permet donc de moduler, 

en diminuant le pH de la solution étudiée, la quantité de forme chargée ou neutre en solution, 

impactant ainsi sa solubilité aqueuse. Afin d’assurer la stabilité du pH en fonction de la quantité de 

carvédilol solubilisée, des milieux tamponnés ont été privilégiés et mis en comparaison avec une mise 

à pH par HCl. Les choix de la nature des tampons et de la gamme de pH étudiée ont été motivés par 

des critères d’acceptabilité lors de la prise de médicaments par voie orale chez les enfants. De ce fait, 

le pH minimal a été fixé à une valeur de 3 et la concentration des tampons étudiés à 0.1 M. La Figure 

36 reprend la solubilité mesurée du carvédilol en fonction du pH dans les tampons citrate, phosphate 

et citrate-phosphate à 0.1M, ainsi qu’une solution acide non-tamponnée mise à pH par HCl. Cette 

expérience met en évidence une nette augmentation de la solubilité du carvédilol avec une diminution 

du pH, s’accélérant en dessous d’un pH mesuré à 5, pour tous les tampons étudiés.  Il est à noter que 

les pH initiaux des milieux étudiés étant identiques, fixés à 3, 4, 5.5 et 7 (3 et 5.5 avec le tampon citrate), 

la stabilité du pH selon la nature du tampon est donc également représentée. Outre la stabilité du pH 

qui est fonction du pKa des acides utilisés, la différence de nature des tampons utilisés n’affecte pas 

significativement la solubilité du carvédilol seul, montrant davantage une dépendance au pH. 

Cependant, il a été rapporté par l’équipe de Loftsson que la solubilité du carvédilol est 

significativement augmentée par l’utilisation d’acide acétique ou de tampon acétate, mettant en 

évidence que la nature de l’acide utilisé peut fortement impacter la solubilité du carvédilol par la 

formation de sels aux solubilités différentes [157]. 
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(a) (b) 

Figure 36 : (a) Solubilité du carvédilol en fonction du pH en tampon phosphate 0.1 M (noir), tampon citrate 0.1 M (bleu), 
tampon phosphate-citrate 0.1 M (rouge) et HCl (vert). (b) Solubilité du carvédilol lors de l’ajout de 2 mg/mL (vert) ou de 4 
mg/mL (magenta) en présence d’HCl en fonction du pH. 

De plus, la différence de solubilité rapportée entre le milieu contenant de l’acide acétique (S0 = 7 

mg/mL) ou son homologue tamponné (S0 = 0.1 mg/mL) montre que l’utilisation d’acides seuls peut 

permettre d’atteindre de plus hautes performances de solubilisation que lors de l’ajout de l’acide 

accompagné de sa base conjuguée. Cette observation a motivé la mesure de solubilité du carvédilol 

lors d’une mise à pH par HCl, représenté en vert sur la Figure 36 (a), limitant ainsi l’introduction de 

composés organiques dans le milieu testé. De manière intéressante, la solubilité mesurée est deux fois 

plus importante que dans un milieu tamponné à un pH compris entre 3 et 3.5. La courbe de solubilité 

semble également différente des milieux discutés précédemment au vu de la faible diminution de la 

solubilité mesurée, à 3.7 mM au pH de 4.25 contre 0.5 mM dans le tampon phosphate-citrate au même 

pH final. Il est à noter que cette observation est différente de celle réalisée par Loftsson et coll. qui 

rapportent que HCl a un effet solubilisant 10 fois inférieur à l’acide phosphorique, en raison de la 

nature des sels générés. 

La mesure de solubilité du carvédilol dans l’eau mise à pH par HCl a été répétée, en ajoutant le double 

de carvédilol solide (4 mg/mL vs 2 mg/mL) afin d’évaluer si la quantité ajoutée a une influence sur sa 

solubilité. Comme observé sur la Figure 36 (b), la solubilité apparait dépendante de la quantité ajoutée, 

avec une concentration mesurée à 2 mM et 4 mM lors de l’ajout de 4 mg/mL et 2 mg/mL 

respectivement, pour un pH final identique ajusté par HCl. Cette dépendance met en évidence 

l’influence de la méthode de préparation des solutions de carvédilol utilisées pour mesurer sa solubilité 

en milieu aqueux. Il a été rapporté, pour le cas de l’indométacine, une forte dépendance de la quantité 

de solide ajoutée sur sa solubilité, une observation également dépendante du pH [162]. En effet, il a 

été montré dans cette étude qu’à pH 5, une grande quantité ajoutée d’indométacine diminue sa 

solubilité alors que l’inverse est observé à pH 7. Cette publication met également en avant que les 

courbes de solubilité et de cinétique de dissolution en fonction du pH et de la quantité ajoutée sont 

différentes selon les substances actives étudiées, soulignant l’importance de la méthode de 
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préparation et la maitrise du pH des solutions. L’observation de cette diminution de la solubilité du 

carvédilol en fonction de la quantité de solide ajoutée est intéressante car les mesures de solubilité en 

présence de CDs impliquent classiquement l’ajout d’un plus large excès de solide, notamment lors de 

la réalisation des diagrammes de phase. 
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II.1.2.4. Apport des CDs sur la solubilité du carvédilol  

II.1.2.4.1. Comparaison de l’effet solubilisant des CDs 

Afin d’évaluer l’efficacité des CDs sur la solubilisation du carvédilol en milieu aqueux, leur 

concentration a été dans un premier temps fixée à 10 mM. Pour cette étude, le carvédilol a été ajouté 

sous forme solide à hauteur de 10 mg/mL dans 3 mL des différents milieux étudiés. Les tampons 

étudiés ont été utilisés pour solubiliser les CDs afin de les ajouter directement au carvédilol solide. Le 

milieu mis a pH acide par HCl a été préparé par l’ajout de solutions aqueuses de CDs au carvédilol 

solide, suivi de l’ajout d’HCl 1 M pour obtenir une concentration finale en HCl équivalente en molarité 

à celle du carvédilol ajouté. La Figure 37 reprend l’intégralité des valeurs de solubilité du carvédilol en 

absence ou en présence de CDs dans l’eau pure, un tampon acétate (0.1 M, pH = pKa = 4.7), citrate 

(0.1 M, pH = pKa1 = 4.7) et mise à un pH compris entre 3 et 3.5 par HCl. Afin d’alléger la lecture, le 

terme « mise à pH par HCl » sera par la suite remplacé par « HCl », signifiant une molarité d’HCl 

équivalente à celle du carvédilol ajouté et un pH final acide. Le pH des tampons a été choisi pour obtenir 

un effet tampon maximal et comparable. Comme évoqué précédemment, le caractère basique du 

carvédilol engendre, lors de sa dissolution, une augmentation du pH qui défavorise alors sa solubilité. 

 

Figure 37 : Solubilité du carvédilol en absence ou en présence de 10 mM de CDs dans l’eau pure (noir), tampon citrate 0.1 M 
(pH = 4.7) (rouge), en présence d’HCl (pH ~ 3.5) (bleu) ou en tampon acétate 0.1 M (pH = 4.7) (magenta). 

Quel que soit le milieu considéré, il est notable que l’αCD n’augmente pas significativement la solubilité 

du carvédilol. Correspondant à la taille de cavité la plus petite, l’hypothèse selon laquelle les 
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groupements hydrophobes du carvédilol sont trop volumineux pour permettre leur inclusion dans la 

cavité de l’αCD peut être émise [163]. En effet, le groupement carbazole est volumineux et le 

méthoxyphenyle est substitué en ortho, son diamètre est plus grand qu’avec une substitution en para. 

Le tampon acétate, comme reporté par Loftsson et coll. permet l’obtention de la plus haute 

augmentation de solubilité du carvédilol en absence de CDs, allant d’une valeur mesurée de 39 μM 

dans l’eau pure à une valeur de 2.6 mM dans ce tampon. De plus, ce milieu permet, en présence de 10 

mM de γCD, d’HPγCD et de RAMEB la solubilisation du carvédilol à hauteur de 12.5 mM, menant à un 

rapport CD/SA inférieur à 1 et à l’obtention de la concentration cible fixée. Cependant, l’utilisation de 

ce tampon dans une formulation orale à destination pédiatrique n’est pas envisageable en raison de 

l’odeur et du goût de vinaigre qu’il génère, ce qui est incompatible avec une bonne acceptabilité. Il 

offre néanmoins une capacité de solubilisation du carvédilol intéressante pour effectuer l’analyse par 

RMN des complexes formés avec les CDs étudiées et son caractère tamponné permet d’envisager la 

réalisation d’expériences de titrations par ITC. 

Parmi les autres conditions testées, HCl est plus efficace que le tampon citrate, lui-même plus efficace 

que l’eau pure. Le Tableau 8 indique les valeurs de solubilité associées à l’erreur de mesure sur 3 

répétitions de préparation, ainsi que le facteur R qui met en évidence le facteur d’augmentation de la 

solubilité liée à la présence de CDs (Équation 8).  

Équation 8 : Définition du facteur R représentatif de l’effet solubilisant des CDs concentrées à 10 mM sur le carvédilol, pour un 
milieu donné. 

𝑅 =
[𝑐𝑎𝑟𝑣é𝑑𝑖𝑙𝑜𝑙]𝐶𝐷𝑠 10 𝑚𝑀

[𝑐𝑎𝑟𝑣é𝑑𝑖𝑙𝑜𝑙]𝑆𝑎𝑛𝑠 𝐶𝐷𝑠
  

 

L’utilisation de ce facteur, analogue au CE décrit dans la littérature et obtenu en 2 points, permet une 

comparaison rapide de l’effet solubilisant des CDs dans les différents milieux testés [88]. Dans l’eau 

pure, une valeur maximale de R de 4.5 environ est obtenue lors de l’ajout de 10 mM de RAMEB nous 

indiquant que pour cette concentration de CDs, ce mélange de CDs méthylées offre le plus grand effet 

solubilisant. Il est intéressant de noter que seul l’utilisation du tampon acétate mène à l’obtention de 

R supérieurs à ceux calculés dans l’eau pure.  
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Tableau 8 : Solubilité du carvédilol (S, mM) mesurée dans les solutions aqueuses testées associée au facteur d’augmentation 
(R) de solubilité par l’ajout de 10 mM de CDs 

 Eau pure Tampon acétate 0.1M Tampon citrate 0.1M HCl 

pH initial 7 4.7 4.7 3.5 

 S (mM) R S (mM) R S (mM) R S (mM) R 

Sans CDs 0.039 ±  0.014 - 2.694 ± 0.211 - 0.350 ± 0.107 - 1.861 ± 0.070 - 

αCD 0.044 ± 0.014 1.14 3.501 ± 0.174 1.30 0.450 ± 0.120 1.29 2.157 ± 0.145 1.16 

βCD 0.081 ± 0.018 2.10 6.133 ± 0.218 2.28 0.629 ± 0.035 1.80 2.946 ± 0.161 1.58 

γCD 0.092 ± 0.026 2.38 12.881 ± 0.465 4.78 0.901 ± 0.027 2.58 3.242 ± 0.196 1.74 

HPβCD 0.122 ± 0.020 3.14 8.082 ± 1.154 3.00 1.188 ± 0.322 3.40 3.252 ± 0.199 1.75 

HPγCD 0.128 ± 0.009 3.30 13.734 ± 0.752 5.10 0.910 ± 0.250 2.60 3.527 ± 0.501 1.89 

RAMEB 0.177 ± 0.071 4.58 13.708 ± 0.709 5.09 1.390 ± 0.400 3.98 3.502 ± 0.106 1.88 

 

Le choix d’ioniser une substance active, par un changement de pH, afin d’augmenter sa solubilité 

aqueuse peut conduire à une baisse de son affinité avec les CDs si la charge générée est portée par le 

groupement inclus. En effet, le placement d’une charge augmentant la polarité et la cavité étant 

hydrophobe, une diminution de leur affinité est attendue, pouvant expliquer que les valeurs de R 

issues des expériences en tampon citrate et dans l’eau mise à pH par HCl sont inférieures à celle 

obtenues dans l’eau pure [156]. L’augmentation de R en tampon acétate est davantage observée avec 

la γCD et l’HPγCD, laissant supposer un agencement particulier rendu possible par la plus grande taille 

de cavité de ces CDs, en opposition aux dérivés βCD (naturelle ou HP). En tampon citrate, l’inverse est 

observé, les valeurs de R étant inférieures avec les dérivés γCD, pouvant également être interprétées 

par la formation d’un agencement supramoléculaire particulier, comme un complexe ternaire, cette 

fois moins soluble. Pokharkar et coll. ont reporté l’utilisation d’acide citrique et de βCD utilisé 

conjointement afin d’augmenter la solubilité du carvédilol destiné à une formulation solide préparée 

par spray desséchant [69]. Dans leur étude, des expériences de solubilité à différentes concentrations 

d’acide citrique et/ou de βCD ont mis en évidence un effet synergique de ces deux composés à 

certaines concentrations sur la solubilité du carvédilol, diminuant avec la concentration en acide 

citrique. Il est à noter que les tampons utilisés sont ici concentrés à 0.1M, soit dix fois plus concentrés 

que les CDs étudiées, ce qui peut être à l’origine de l’observation de comportement différents de ceux 

observés dans la littérature à de plus faibles concentrations. En effet, avec l’utilisation de l’HPβCD dans 

le tampon citrate, les proportions CD/Carvédilol/Citrate sont de 10/1/100, contraignant les CDs à 

interagir, si une affinité existe, préférentiellement avec le tampon.  

Dans HCl, les écarts de R et donc de solubilité du carvédilol en fonction des CDs sont faibles, malgré 

une solubilité en moyenne supérieure à 3 mM. Les bonnes valeurs de solubilité obtenues peuvent en 
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partie être attribuées au pH des solutions, inférieurs à ceux des tampons préparés à pH 4.7 (pH = pKa). 

Comme mis en évidence sur la Figure 36 (a), la solubilité du carvédilol augmente significativement en 

dessous du pH 5. Malgré une valeur de pH inférieur au pKa – 2, (à partir duquel une espèce devrait 

être sous une forme chargée proche de 100%), cette augmentation de solubilité peut indiquer que le 

carvédilol n’atteint pas cet équilibre dans les tampons (pH = 4.7), alors qu’il est atteint dans HCl (pH < 

4). L’hypothèse suivante peut être émise pour expliquer ces faibles valeurs de R : la proportion de 

forme chargée est importante dans le milieu HCl, et si la charge est portée par un groupement inclus, 

l’affinité de la cavité des CDs avec ce groupement peut être diminuée [156]. Néanmoins, malgré un R 

faible dans HCl, la solubilité du carvédilol en absence de CDs permet l’obtention, en présence de CDs, 

d’une bonne solubilité sans causer de contraintes d’acceptabilité comme discuté pour le tampon 

acétate, ce qui semble être un bon compromis. 

Afin de déterminer si la concentration ciblée en carvédilol (12.3 mM, 5 mg/mL) est atteignable grâce à 

une solubilisation par les CDs, des diagrammes de phase sont à entreprendre dans HCl en présence de 

γCD, d’HPγCD ou de RAMEB, pour lesquelles la valeur de R est la plus haute. Afin d’obtenir des données 

comparables dans un milieu tamponné acceptable, ces diagrammes de phase seront également 

réalisés dans le tampon citrate (pH = pKa = 4.7) avec les même CDs. 

II.1.2.4.2. Diagrammes de solubilité de phase 

Les diagrammes de phase sont des expériences à partir desquelles de nombreuses informations 

peuvent être obtenues. L’expérience consiste à ajouter en large excès la substance investiguée dans 

des solutions aqueuses de CDs à différentes concentrations afin de déterminer quel est l’effet des CDs 

sur sa solubilité. Ces diagrammes ont été réalisés dans 3 mL le tampon citrate 0.1M avec la γCD, 

l’HPγCD et la RAMEB dont la concentration varie de 0 à 100 mM (Figure 38), la quantité de carvédilol 

solide ajoutée correspondant à 10 mg/mL. Les résultats obtenus sont en bon accord avec les 

expériences réalisées précédemment à une concentration en CD fixe, le classement suivant pouvant 

être établi en terme d’efficacité de solubilisation : RAMEB > HPγCD > γCD. Il est notable que les 

diagrammes de phase obtenus sont de type AL, quelle que soit la CD utilisée, ce qui contraste avec la 

littérature rapportant principalement des diagrammes de type AN [69,146,148]. Cette différence peut 

s’expliquer par la nature du milieu utilisé, les diagrammes de type AN ayant été obtenus dans l’eau 

pure. Dans notre cas, le caractère ionisé du carvédilol dû au pH acide du tampon citrate peut être à 

l’origine de l’augmentation de la solubilité des complexes formés, menant à l’obtention de 

diagrammes de type AL. 

L’utilisation du facteur CE (efficacité de complexation), basé sur la pente des droites obtenues, permet 

une observation de l’efficacité des différentes CDs sur la solubilisation de la substance et sa 

comparaison avec d’autre substances, permettant une interprétation objective des résultats. Les CE 
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obtenus ici ont une valeur de 0.04, 0.05 et 0.14 pour la γCD, l’HPγCD et la RAMEB respectivement. En 

comparaison avec les données issues de la littérature, ces valeurs sont considérées comme faibles, 

Loftsson et coll. ayant reporté pour le carvédilol des valeurs comprises entre 0.02 et 1.62, obtenues 

respectivement avec l’αCD en milieu non-tamponné et avec l’HPβCD en présence de 1% (v/v) d’acide 

acétique [157]. Ces diagrammes de phase permettent de mettre en évidence que la concentration 

cible fixée en carvédilol ne sera pas atteignable, dans ce tampon citrate, grâce à l’effet solubilisant de 

la γCD et de l’HPγCD. La RAMEB est plus efficace, mais une forte concentration est nécessaire à 

solubiliser 12.3 mM de carvédilol (environ 100 mM, soit un rapport molaire CD/SA de 8).  

 

 

Figure 38 : Diagramme de phase du carvédilol en tampon citrate 0.1 M (pH = 4.7) en présence de γCD (rouge), d’HPγCD (noir) 
ou de RAMEB (bleu) obtenues par dosage UV du carvédilol après 72h d’agitation à température ambiante suivie d’une 
filtration. Les CE calculées sont indiquées de la même couleur que les courbes tracées. 

Le milieu déterminé le plus efficace et acceptable est HCl, c’est pourquoi des diagrammes de phase 

ont ensuite été réalisés dans ce milieu avec les même CDs afin d’estimer si la concentration cible est 

atteignable dans ces conditions. Ce milieu ayant montré une dépendance entre la solubilité du 

carvédilol et la quantité de solide ajoutée, la décision d’ajouter la quantité cible a été prise, soit 5 

mg/mL (contre 10 mg/mL en tampon citrate). La quantité d’HCl ajouté a été ajustée en conséquence 

à 13 mM, respectant le rapport molaire défini précédemment. Sachant que HCl est un milieu non 

tamponné et que la concentration en CDs varie lors de la réalisation des diagrammes de phase, il est 

difficile de conserver un pH constant dans tous les échantillons. Avant toute analyse des résultats, il 

est important de préciser que la cinétique de solubilisation du carvédilol dans ce milieu est 

qualitativement particulière. En effet, lors de l’ajout d’HCl à la suspension aqueuse de carvédilol en 

présence ou en absence de CDs, sa solubilisation totale est observée dans un premier temps, suivie de 

sa précipitation. En absence de CDs, la précipitation est observée après quelques minutes d’agitation 

alors que quelques heures sont nécessaires en présence de CDs. 

CE = 0.05

CE = 0.04

CE = 0.14
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Dans un premier temps, les échantillons ont été agités durant seulement 24 heures (contre 72h dans 

les études préliminaires, Figure 37), conduisant aux courbes de solubilité représentées sur la Figure 

39.  

 

Figure 39 : Diagrammes de solubilité du carvédilol en milieu HCl 13 mM (pH ~ 3.5) en présence de γCD (noir), d’HPγCD (rouge) 
ou de RAMEB (bleu) à différentes concentrations (0 – 60 mM) obtenus après 24h d’agitation à température ambiante. (Ecart 
type représentatif de la précipitation du carvédilol dans certains échantillons) 

Les interprétations de l’allure des courbes et des écart-types seront d’abord décrites séparément pour 

davantage de clarté : 

- L’allure des courbes et l’atteinte d’un plateau signifient que la totalité de la quantité de carvédilol 

ajoutée a été solubilisée, soit la concentration cible représentée en pointillé sur la Figure 39. Les 

solutions (triplicata) à cette concentration sont limpides comme montré par la photographie 

insérée. En raison de l’absence de carvédilol solide dans ces échantillons, cette expérience ne 

correspond pas à un réel diagramme de phase, les courbes obtenues sont donc considérées 

comme étant des diagrammes de solubilité. A partir d’une concentration en CDs de 20 mM (γCD, 

HPγCD ou RAMEB), le carvédilol est donc soluble à hauteur de la cible fixée 24 heure après la 

préparation des échantillons. Il est également remarquable que seules l’HPγCD et la RAMEB 

offrent également cette solubilisation lorsqu’elle sont concentrées à 15 mM. Cette expérience 

met donc en évidence que l’effet solubilisant de la γCD est inférieur à celui de l’HPγCD et de la 

RAMEB. 

- Il est notable que l’écart-type des mesures de solubilité, en présence de 5 mM et 10 mM (γCD, 

HPγCD, RAMEB) ainsi qu’à 15 mM (γCD) de CDs est particulièrement élevé, de l’ordre de 5 mM. 

Ces valeurs s’expliquent par le fait qu’au sein du triplicata effectué, certains échantillons ont 

précipité tandis que d’autres sont restés limpides. Le triplicata ayant été réalisé simultanément, 

l’hypothèse d’une erreur de manipulation ou de modification de conditions (température, 

agitation, CDs) peut être exclue. Il est également remarquable que les écart-types obtenus en 

Concentration cible



 

96 
 

absence ou en présence d’au moins 20 mM de CDs sont quant à eux acceptables, attribuables aux 

variations de préparations et analytiques. D’après ces observations, il est possible de conclure que 

ces écart-types sont un indicateur d’instabilité, sur 24 heures, des solutions de carvédilol (≈12 

mM) en présence de CDs concentrées de 5 mM à 15 mM. A l’inverse, les solutions de carvédilol 

solubilisé à hauteur de la concentration cible sont stables après 24 heures en présence de CDs 

concentrées à 20 mM ou plus.  

 

Cette expérience permet donc de mettre en évidence un retard de précipitation par la présence de 

CDs. Il est possible d’émettre l’hypothèse selon laquelle les CDs forment une association avec le 

carvédilol, constituant un équilibre en compétition avec celui de la précipitation. Le déplacement des 

équilibres par cette compétition est donc fonction de la concentration en CDs, permettant d’expliquer 

l’absence de précipité à partir de 20 mM de CDs. Ces observations ont motivé la mise en place de deux 

expériences complémentaires afin de vérifier 1) l’effet du temps sur la précipitation du carvédilol en 

présence de γCD pour obtenir des triplicatas homogènes et 2) l’effet de l’augmentation de la quantité 

de carvédilol ajoutée en présence de RAMEB pour tenter d’obtenir un diagramme de phase aux 

concentrations de 5 à 60 mM de CD. 

D’une part, le diagramme de solubilité en présence de γCD a été répété en augmentant le temps de 

mélange à 1 semaine afin d’évaluer la concentration en CDs nécessaire pour ne plus observer ce 

phénomène de précipitation. La Figure 40 reprend les résultats obtenus après 24h d’agitation 

superposés à ceux mesurés après une semaine. Il est notable que les écart-types représentés sur la 

courbe obtenue après une semaine sont acceptables en comparaison de ceux à 24h, les triplicatas 

étant homogènes. En l’état, les 5 premiers points constituent un diagramme de phase dont 

l’alignement permet l’extrapolation affine et le calcul du CE pour ce système. Avec l’obtention d’une 

valeur de 0.16, l’efficacité de complexation de la γCD est significativement supérieure dans ce milieu 

en présence d’HCl que dans le tampon citrate investigué. Cette partie du diagramme permet 

également d’extrapoler la quantité de carvédilol qui serait théoriquement solubilisée avec 60 mM de 

γCD, menant à une valeur de 10.3 mM. Cependant, il est observable sur la Figure 40 que les solutions 

concentrées à 40 et 60 mM sont restées limpides, avec la solubilisation de la quantité totale ajoutée 

en carvédilol après 24h ou une semaine. Il est alors possible de supposer que la cinétique de 

précipitation du carvédilol, dans ces conditions, est supérieure à une semaine. 

 



 

97 
 

 

Figure 40 : Diagrammes de solubilité du carvédilol en milieu HCl 13 mM (pH ~ 3.5) en présence de γCD obtenus après 24h (noir) 
ou 1 semaine (rouge) d’agitation à température ambiante. La droite en pointillé correspondant à l’extrapolation affine sur les 
5 premiers points de la courbe rouge, de 0 à 20 mM de γCD. 

D’autre part, la RAMEB ayant présenté les meilleurs effets solubilisant, l’essai d’obtention d’un 

diagramme de phase couvrant une concentration en CD allant de 5 à 60 mM en présence de carvédilol 

solide a été réalisé. Pour ce faire, le double de la concentration cible a été ajouté (10 mg/mL au lieu de 

5 mg/mL) et une molarité double en HCl a été ajoutée (26 mM au lieu de 13 mM). La Figure 41 montre 

que malgré seulement 24h de mélange, les solutions en triplicata ont un comportement similaire, mis 

en évidence par le faible écart-type des points correspondant aux échantillons dans lesquels un 

précipité est observé (0, 5, 10, 15 et 20 mM de RAMEB).  

 

Figure 41 : Diagrammes de solubilité du carvédilol en milieu HCl 13 mM (pH ~ 3.5) en présence de RAMEB obtenus après 24h, 
lors de l’ajout initial de 5 mg/mL (noir) ou de 10 mg/mL (rouge) d’agitation à température ambiante. La droite en pointillé 
correspondant à l’extrapolation affine sur les 5 premiers points de la courbe rouge, de 0 à 20 mM de RAMEB. 

Ces résultats indiquent que l’équilibre est atteint plus rapidement lorsqu’une quantité de solide est 

ajoutée en large excès, confortant la discussion précédente sur la compétition des équilibres de 

solubilisation et de précipitation dépendante de la quantité de solide ajoutée. Néanmoins, 

CE = 0.16

CE = 0.20
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l’observation de la solubilisation totale du carvédilol est une nouvelle fois observée en présence de 40 

mM et 60 mM de CD, mise en évidence par l’obtention d’un plateau. En analogie avec la démarche 

effectuée avec la γCD, le calcul du CE à partir des 5 premiers points contenant un précipité de carvédilol 

mène à une valeur de 0.20, supérieure à celle calculée en tampon citrate pour la même CDs. 

L’extrapolation du diagramme de phase indique une solubilité du carvédilol à 12.15 mM en présence 

de 60 mM de RAMEB, proche de la concentration cible de 12.3 mM. En opposition aux résultats 

obtenus avec la γCD, cela indique que la solubilité du carvédilol mesurée après 24 heures en présence 

de RAMEB à 60 mM, lors de l’ajout de la cible exactement (Figure 41, courbe noir), correspondrait à sa 

solubilité à l’équilibre.  

Les résultats obtenus par les expériences de diagrammes de solubilité dans HCl en présence de γCD et 

de RAMEB montrent que les objectifs de solubilité fixés sont atteints, avec un rapport [CD] / [SA] égale 

à 5 et un milieu acceptable [31,164,165]. Ces expériences permettent également de montrer que la 

RAMEB a un effet solubilisant plus fort et/ou plus stable que la γCD. Cependant, les observations 

concernant la précipitation du carvédilol avec le temps nécessiteront par la suite la mise en place d’une 

étude de stabilité sur plusieurs mois afin d’évaluer si 1) la γCD et la RAMEB concentrées à 61.5 mM 

permettent la solubilisation du carvédilol à une concentration de 12.3 mM sur une longue période et 

2) l’éventuel effet stabilisant de ces CDs sur le carvédilol en conditions oxydantes par photo-exposition.  

Jusqu’à présent, la solubilité du carvédilol est le seul indicateur observé, n’apportant aucune 

information sur la nature de l’association entre les CDs étudiées et cette substance active. Afin de 

mieux appréhender l’effet solubilisant observé, une étude structurale et thermodynamique de 

mélanges CDs – Carvédilol sera réalisée, notamment dans le tampon acétate qui offre une bonne 

flexibilité de concentration en carvédilol en présence ou absence de CDs. 

  



 

99 
 

II.1.3. Etude des interactions CDs-Carvédilol 

Afin d’étudier les interactions impliquant le carvédilol et les CDs, la RMN sera principalement utilisée 

pour sa capacité à observer simultanément les CDs et le carvédilol. De plus, l’observation des 

interactions à l’échelle des protons représente une précision intéressante et atteignable uniquement 

par cette technique d’analyse. Enfin, en terme de preuve d’inclusion, la RMN et les différentes 

expériences réalisables représentent l’outil analytique de choix pour obtenir une preuve d’inclusion et 

élucider la géométrie des objets formés. 

II.1.3.1. Auto-association du carvédilol 

Afin de pouvoir déterminer, par RMN, si des groupements du carvédilol forment des interactions non-

covalentes avec les CDs étudiées, il est nécessaire d’effectuer l’attribution des signaux observés en 

RMN 1H. Dans un premier temps, les déplacements chimiques des H ont été attribués dans une 

solution de carvédilol solubilisé dans le DMSO-d6, afin de pouvoir observer les protons labiles portés 

par l’alcool et les deux amines secondaires. Dans un second temps cette attribution a été réalisée en 

milieu aqueux, dans le tampon acétate discuté précédemment, qui apporte une solubilité confortable 

en carvédilol en absence de CDs. Pour ce faire, les expériences 1H (Figure 42), COSY (Figure 43), HSQC 

et HMBC en milieu aqueux tamponné acétate ont apporté un ensemble d’informations cohérentes, 

permettant les attributions annotées sur la Figure 42 et la Figure 43. Néanmoins, la différenciation des 

protons H3 et H6 ainsi que H11 et H12 n’a pu être obtenue simplement par l’expérience HMBC en 

raison des systèmes aromatiques dans lesquels ils sont impliqués, responsables de l’observation de 

nombreux couplages 1H-13C d’intensités similaires correspondant pourtant à des distances variables. 

Afin d’attribuer ces signaux dont la différenciation est importante pour l’étude de la géométrie des 

complexes d’inclusion potentiellement formés, l’expérience NOESY dans le DMSO-d6 a été mise en 

place pour observer les H spatialement voisins de celui porté par l’azote du groupement carbazole 

(Figure 44). Ce groupement présente l’intérêt d’être rigide et plan, en raison de la présence de trois 

cycles dont deux aromatiques, ce qui permet une interprétation fiable des corrélations dipolaires 

observées dans le DMSO-d6. Enfin, les attributions effectuées sont en accord avec celles reportées 

dans la littérature dans le méthanol CD3OD [137]. 

Dans la mesure où le carvédilol est une molécule très peu soluble dans l’eau et qu’elle possède 

plusieurs groupements aromatiques (carbazole, méthoxyphenyle), l’hypothèse selon laquelle des 

interactions intermoléculaires telles que le π-stacking peuvent être à l’origine de cette insolubilité peut 

être émise. Afin de déterminer si un phénomène d’auto-association est effectivement présent dans 

l’eau, des solutions de carvédilol à différentes concentrations, de 5 mM à 0.5 mM, ont été analysées 

par RMN 1H dans le tampon acétate. Pour ce faire, une solution mère concentrée à 5 mM a été 
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préparée par agitation à 40°C du carvédilol dans le D2O tamponné acétate, permettant l’obtention 

d’une solution limpide après une nuit. Les solutions moins concentrées en carvédilol ont été préparées 

par dilutions successives de cette solution mère dans le même D2O tamponné acétate. 

 

Figure 42 : Spectre RMN 1H (600 MHz, 298 K) d’une solution de carvédilol (5 mM) dans le D2O tamponné acétate 0.1 M (pH = 
4.7). (a) Structure numéroté du carvédilol. (b) Spectre 1H complet. (c) Agrandissement de la région aromatique. (d) 
Agrandissement de la région aliphatique.  Relevé des déplacements chimique et des constante de couplages lisibles : 6.90 (H1, 
3J1,3 = 7.85 Hz, 3J1,5 = 7.22 Hz, 4J1,6 = 0.94 Hz), 7.95 (H3, 4J3,5 = 1.17 Hz), 7.21 (H5), 7.32 (H6, 3J5,6 = 8.19 Hz),  6.67 (H11, 3J11,13 = 
7.97 Hz, 4J11,12 = 0.40 Hz), 7.11 (H12, 3J12,13 = 8.10 Hz), 7.31 (H13), 4.45 (H16, 3J16,15a = 4.02 Hz, 3J16,15b = 5.49 Hz), 6.71 (H24, 
3J24,25 = 7.95 Hz, 3J24,26 = 7.86 Hz), 6.60 (H25), 6.81 (H26, 3J26,28 = 7.96 Hz), 6.67 (H28), 3.37 (H30), 4.34 (H15a, 2J15a,15b = 10.30 
Hz), 4.26 (H15b), 4.42 (H17), 3.42 (H20, 3J20,21 = 5.60 Hz), 4.08 (H21). 
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Figure 43 : Expérience RMN COSY (600 MHz, 298 K) d’une solution de carvédilol dans le D2O tamponné acétate 0.1 M. (a) 
Structure numérotée du carvédilol. (b) Agrandissement de la région aromatique. (c) Agrandissement de la région aliphatique. 

Il est remarquable que l’obtention d’une solution limpide est contradictoire avec les résultats de 

solubilité exposés précédemment (Figure 37), mais qui n’est pas surprenante au vu du phénomène de 
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diminution de solubilité observée dans le milieu mis à pH par HCl en fonction de la quantité de solide 

ajoutée (Figure 36, (b)). En effet, pour cette expérience, il a été ajouté une quantité permettant 

l’obtention d’une solution concentrée à 5 mM, soit 2 mg/mL, correspondant à environ 5 fois moins 

que lors de l’expérience discutée précédemment. De plus, l’ajout d’un chauffage léger a permis 

d’accélérer la cinétique de solubilisation. 

 

Figure 44 : Expérience RMN NOESY 2D (600 MHz, 298 K, tm = 0.9 ms) d’une solution de carvédilol (5 mM) dans le DMSO-d6. 
(a) Structure numérotée du carvédilol. (b) Agrandissement de la corrélation dipolaire observée entre le H7 porté par l’azote et 
les H spatialement voisins. 

La Figure 45 montre une variation de déplacements chimiques de tous les 1H du carvédilol en fonction 

de sa concentration. La variation des déplacements chimiques des H de la partie aliphatique (droite) 

du carvédilol peut être attribuée soit à une modification de l’environnement chimique, soit un 

changement conformationnel en raison de sa flexibilité intrinsèque. En revanche, l’observation d’une 

variation des déplacements chimiques des 1H aromatiques met en évidence une modification de 

l’environnement chimique de ces protons dans la mesure où ces groupements sont rigides et ne 

peuvent subir de modifications conformationnelles, comme supposé sur la partie aliphatique. Cette 

H6 H12

H7

(a)
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expérience montre que la concentration du carvédilol en milieu aqueux influence de manière 

significative son environnement, permettant d’émettre l’hypothèse d’une agrégation. Cette 

observation a également été réalisée lors de la mise en place de la même expérience dans le D2O  + 

HCl (Figure 46). Il est également notable que les spectres RMN 1H du carvédilol sont très similaires dans 

les deux milieux (Figure 45, Figure 46), cette équivalence permettra par la suite une liberté de choix de 

milieux pour les différentes études.   

 

Figure 45 : Spectres RMN 1H partiels (600 MHz, 298 K, D2O tamponné acétate 0.1 M) du carvédilol à 0.5 mM (jaune), 1.5 mM 
(violet), 2.5 mM (vert), 3.5 mM (rouge) et 5 mM (bleu). 

Il est observé dans le milieu en présence d’HCl une moindre variation de l’ensemble des protons du 

carvédilol en comparaison du tampon acétate, appuyant l’idée selon laquelle ce tampon, et plus 

généralement l’acide acétique, induit la formation d’un agencement supramoléculaire particulier du 

carvédilol qui augmente sa solubilité en milieu aqueux.  

 

Figure 46 : Superposition des spectres RMN 1H partiels (600 MHz, 298 K, D2O + HCl 13 mM) du carvédilol à 0.27 mM (jaune), 
0.88 mM (violet), 1.49 mM (vert), 2.10 mM (rouge) et 2.71 mM (bleu). 

Pour déterminer si cette agrégation mène à la formation d’objets de tailles différentes, l’expérience 

DOSY a été réalisée par RMN sur les échantillons de carvédilol concentré à 5 mM et 0.5 mM dans le 

tampon acétate (Figure 47). A 5 mM, un coefficient de diffusion de 4.7*10-10 m2/s est mesuré, contre 

5*10-10 m2/s dans une solution dix fois moins concentrée, à 0.5 mM. Malgré l’observation d’une 
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différence entre ces deux solutions, cet écart est relativement faible lorsqu’il est mis en comparaison 

de la différence de concentration et de la résolution des spectres obtenus. Ces résultats indiqueraient 

que malgré la formation d’un ou plusieurs objets non-covalents avec l’augmentation de la 

concentration, la taille de ces objets est voisine de celle du carvédilol seul. Les expériences 1H et DOSY 

mènent donc à la conclusion que l’augmentation de la concentration en carvédilol implique des 

agencements supramoléculaires, davantage solubles en tampon acétate, mais de taille proche de celle 

du carvédilol comme peuvent l’être des dimères.  

 

Figure 47 : Expérience RMN DOSY (600 MHz, 298 K, D2O tamponné acétate 0.1 M, D20 = 100 ms, P30 = 1.9 ms) du carvédilol 
à 0.5 mM (vert) et à 5 mM (bleu). 

Afin d’évaluer si ce phénomène d’agrégation peut être thermodynamiquement quantifié, deux 

analyses par ITC ont été réalisées.  Ces expériences consistent à injecter une solution de carvédilol, 

solubilisé dans le tampon acétate (0.1 M) à hauteur de 0.5 mM ou de 5 mM, dans le même tampon 

afin de déterminer si les variations de chaleur sont dépendantes de la concentration. En effet, si aucun 

phénomène d’agrégation n’est présent, les variations de chaleur observées lors de l’injection de la 

solution à 0.5 mM ou de 5 mM seront voisines et attribuables à des chaleurs de dilution. A l’inverse, si 

un phénomène d’agrégation est présent et fonction de la concentration, les variations de chaleur 

devraient être différentes en raison de la dissociation des agrégats présents à 5 mM et théoriquement 

absents, ou en quantité moindre, à 0.5 mM.  

5.0 mM

0.5 mM
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Figure 48 : Thermogrammes obtenus par ITC de la dilution d’une solution de carvédilol (tampon acétate 0.1 M (pH = 4.7), 298 
K) à 0.5 mM (a) et à 5 mM (b) dans le même tampon acétate. 

La Figure 48 présente les thermogrammes obtenus lors de l’injection de ces solutions, mettant en 

évidence une différence significative des variations de chaleur. A 0.5 mM (Figure 48, (a)), un 

phénomène exothermique est observé, attribuable à la chaleur de dilution du carvédilol dans le 

tampon lors des injections successives. A l’inverse, des changements d’allure du thermogramme sont 

observés lors de l’utilisation d’une solution concentrée à 5 mM (Figure 48, (b)), notamment un retour 

à la ligne de base plus long après chaque injection et l’apparition d’un pic endothermique. 

L’observation qualitative d’une différence significative entre les thermogrammes obtenus après 

l’injection de solutions à ces deux concentrations met en évidence la présence d’un phénomène lié à 

la concentration du carvédilol. Néanmoins, outre cette observation qualitative, aucune information 

supplémentaire ne peut être obtenue suite à cette expérience car les phénomènes responsables des 

pics endothermiques et exothermiques ont une cinétique voisine, induisant une compensation des 

valeurs d’intégration et donc à des valeurs similaires pour les deux expériences.  

La présence d’un phénomène lié à la concentration en carvédilol, thermiquement observable par ITC 

et supposé être de l’auto-association sur la base des variations de déplacements chimiques observées 

en RMN, sera à prendre en considération par la suite. Malgré une taille proche du carvédilol, la 

formation d’agrégats est un équilibre supplémentaire en solution qui peut, lors de l’analyse de 

mélange carvédilol-CDs par RMN, induire des variations de déplacements chimiques comme observé 

Figure 45 et Figure 46. En revanche, l’obtention par ITC d’aire équivalente à 5 mM et à 0.5 mM grâce 

à la compensation endothermique et exothermique permettra de s‘affranchir quantitativement de ce 

phénomène lors de l’étude thermodynamique de l’association carvédilol-CDs en tampon acétate. 

(a) (b)
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II.1.3.2. Analyse du complexe carvédilol/CD 

II.1.3.2.1. Caractérisation des complexes par RMN 

Dans un premier temps, l’analyse par RMN 1H de solutions de carvédilol (5 mM) dans le D2O tamponné 

acétate 0.1 M (pH = pKa = 4.7) a été réalisée en présence d’une quantité équimolaire des CDs discutées 

précédemment. La Figure 49 présente les spectres RMN 1H partiels correspondant à l’observation des 

déplacements chimiques des protons aromatiques (Figure 49, (a)) et aliphatique (Figure 49, (b)). 

Plusieurs observations informatives sur les interactions entre le carvédilol et les CDs étudiées sont 

notables sur ces spectres RMN 1H.  

(a) (b) 

Figure 49 : Superposition des spectres RMN 1H partiels (600 MHz, 298 K, D2O tamponné acétate 0.1 M) correspondant aux 
régions aromatiques (a) et aliphatique (b) du carvédilol (5mM) en absence de CDs (bleu) ou en présence d’une quantité 
équimolaire d’αCD (rouge), de βCD (vert foncé), de γCD (violet), d’HPβCD (jaune), d’HPγCD (orange) ou de RAMEB (vert clair). 

D’une part, la présence d’αCD ne génère pas de variations de déplacements chimiques significatives, 

démontrant une absence d’interaction du carvédilol avec cette CD, ce qui est en accord avec les 

mesures de solubilité réalisées précédemment. D’autre part, une variation de déplacements chimiques 

de tous les 1H du carvédilol est observée en présence des autres CDs, accompagnée d’un 

dédoublement des signaux sauf en présence de γCD. Le carvédilol étant sous forme racémique et les 

CDs connues pour leur capacité à différencier les énantiomères grâce à leurs cavités et aux nombreux 

carbones asymétriques qu’elles contiennent, cette observation est un premier indicateur de la 

présence d’interactions. La γCD possède la cavité la plus large, ce qui peut expliquer une différenciation 

énantiomérique moins prononcée en comparaison de la βCD, en raison des plus faibles contraintes 

stériques que cette cavité peut générer. Il est notable que cette différenciation énantiomérique est 

particulièrement observée en présence de l’HPβCD, de l’HPγCD et de la RAMEB, ce qui mène à deux 

interprétations possibles qui peuvent se complémenter : Soit l’ajout de groupement hydroxypropyl ou 

méthyl augmente le nombre d’interactions intermoléculaires, soit l’utilisation d’un mélange de 

différents degrés de substitution et d’isomères augmente la probabilité de présence d’une structure 

offrant une forte association avec le carvédilol.  
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Cette observation par RMN est une nouvelle fois en accord avec les expériences de solubilité décrites 

précédemment pour lesquelles les dérivés HP et la RAMEB ont globalement montré des effets 

solubilisants plus efficaces que leurs homologues naturels. Enfin, cette différenciation indique que les 

carvédilol (R) et (S) ont une affinité différente pour les CDs et probablement leur cavité, le proton H21 

(a et b) du carvédilol étant un bon exemple de cette différence. En effet, sa multiplicité initiale est un 

triplet (H21a et H21b apparemment équivalent) en raison de son couplage à H20a et H20b 

(équivalents) alors qu’en présence de βCD, un changement significatif de la multiplicité (système du 

2nd ordre) est observé et accompagné d’un dédoublement du multiplet. En présence de γCD, HPβCD, 

HPγCD et de RAMEB, le triplet est conservé mais superposé à un multiplet, montrant d’une part la 

conservation de l’équivalence des H21 et d’autre part la création d’une inéquivalence de ces mêmes 

H21, ce qui peut s’interpréter comme des contraintes différentes en fonction de l’énantiomère, 

provoquées par la présence de CDs. 

L’expérience DOSY a été réalisée sur les solutions de carvédilol en absence de CDs ou en présence 

d’une quantité équimolaire de βCD ou de γCD afin d’évaluer si une association est présente. Le résultat 

de ces expériences est présenté Figure 50 (a), sur laquelle est observée une diminution de la mobilité 

du carvédilol en présence des deux CDs étudiées. En effet, par l’observation des protons aromatiques 

du carvédilol qui sont isolés de ceux des CDs, le coefficient de diffusion du carvédilol a été mesuré à 

4.7*10-10 m2/s, 3.8*10-10 m2/s et 3.5*10-10 m2/s en absence de CDs ou en présence de βCD et de γCD, 

respectivement (Figure 50 (b)). Cette diminution de la mobilité observée par DOSY est une preuve 

d’association entre le carvédilol et ces CDs et l’ordre de grandeur de cette diminution correspond à ce 

qui est attendu lors de l’analyse de complexes de cyclodextrines [79]. Il est à noter que la mobilité du 

carvédilol en présence de γCD est légèrement plus faible que celle mesurée avec la βCD.  L’observation 

des signaux des CDs, sur ces mêmes expériences, mène à la même tendance avec une mobilité 

légèrement inférieure de la γCD à une valeur de 2.7*10-10 m2/s contre 2.9*10-10 m2/s  pour la βCD 

(Figure 50 (c)). Outre la différence de taille et donc de diffusion intrinsèque de ces deux CDs, cette 

différence peut également être due à une différence de constante d’association avec le carvédilol, 

comme semblent indiquer les R calculés en présence de βCD (2.28) et de γCD (4.78) dans ce même 

tampon acétate (Tableau 8). En effet, les variations observées à travers les expériences (déplacement 

chimique, diffusion, temps de relaxation, etc..) sont une moyenne des valeurs de la molécule observée 

à l’état libre et complexée, pondérée par la valeur de constante d’association. Il s’en suit que les 

variations observées lors de l’ajout de CDs sont liées à la valeur de la constante considérée, laissant 

supposer dans ce cas, que la constante d’association du carvédilol est légèrement supérieure avec γCD. 
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Figure 50 : Superposition des expériences RMN DOSY (600 Mhz, 298 K, D2O tamponné acétate 0.1 M) du carvédilol (5 mM) en 
absence de CDs (bleu), en présence d’une quantité équimolaire de βCD (vert) ou de γCD (violet). (a) Expériences complètes; (b) 
Agrandissement de la région représentative du carvédilol; (c) Agrandissement de la région des CDs. 

Jusqu’à présent des variations de déplacements chimiques des protons du carvédilol ont été 

observées, permettant de prouver la présence d’une association avec les CDs grâce à la différenciation 

énantiomérique et à l’expérience DOSY, mais la nature de cette association n’est pas démontrée. Pour 

cela, l’observation des H des CDs est une première approche, afin de déterminer si des variations de 

déplacements chimiques caractéristiques de l’inclusion d’un composé sont présentes. En effet, les 

protons H3 et H5 des CDs étant orientés à l’intérieur de la cavité, la variation de leurs déplacements 

chimiques en présence d’un composé est indicatrice de la formation d’un complexe d’inclusion. 

Néanmoins, cette approche se limite à l’utilisation des CDs naturelles (αCD, βCD, γCD) en raison de 

l’asymétrie des CDs modifiées et des mélanges qu’elles constituent. Les interactions avec la RAMEB 

peuvent toutefois être approchées par l’utilisation de la DIMEB, son homologue symétrique grâce à 

une méthylation régiosélective des positions 2 et 6 sur les 7 unités glucosidiques.  

(a)

(b) (c)

Acide acétique
1.1 x 10-9 m2/s

HOD
2.3 x 10-9 m2/s

3.5 x 10-10 m2/s

3.8 x 10-10 m2/s

4.7 x 10-10 m2/s

2.7 x 10-10 m2/s

2.9 x 10-10 m2/s
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Les spectres RMN 1H de solutions d’αCD, de βCD, de γCD et de DIMEB ont donc été réalisés dans le 

D2O tamponné acétate 0.1 M en absence ou en présence d’une quantité équimolaire de carvédilol 

(Figure 51). Comme attendu avec l’αCD, de faibles variations de déplacements chimiques sont 

observés pour tous ses H (≈ 0.01 ppm), indiquant une faible interaction qui n’est pas spécifique à la 

cavité (Figure 51 (a)). A l’inverse, les spectres correspondant aux solutions de βCD montrent une plus 

forte variation des déplacements chimiques des protons H3 et H5 (≈ 0.05 ppm) en comparaison des 

protons situés à l’extérieur à la cavité (≈ 0.01 ppm) (Figure 51 (b)).  

 

Figure 51 : Superposition des spectres RMN 1H partiels (600 MHz, 298 K, D2O tamponné acétate 0.1 M) de l’αCD (a), la βCD 
(b), la γCD (c) et la Dimeb (d) en absence (bleu) ou en présence d’une quantité équimolaire de carvédilol (rouge). 

Les mêmes variations spécifiques sont observées sur les spectres 1H des solutions contenant la γCD ou 

la DIMEB, mettant ainsi en évidence la formation de complexes d’inclusion du carvédilol avec ces trois 

CDs. Il est à noter que les variations des H3 et H5 de la γCD sont les plus importantes (≈ 0.1 ppm), suivi 

de la DIMEB (≈ 0.07 ppm) puis de la βCD. 

Afin d’investiguer la géométrie de l’inclusion du carvédilol dans la βCD, la γCD et la DIMEB, l’expérience 

T-ROESY a été réalisée dans le D2O tamponné acétate 0.1 M sur des mélanges équimolaires. Un temps 

de mélange efficace a été déterminé par la réalisation successive de plusieurs expériences pour les 

lesquelles ce temps d’impulsion varie de 200 ms à 1000 ms. La visualisation des taches de corrélation 

dipolaires fut optimale dès 800 ms (équivalente à 1000 ms), cette valeur a donc été conservée pour 

(a) (b)

(c) (d)

H3 H6
H6’ H5

H2
H4 H3

H6
H6’

H5

H2

H4

H3
H6
H6’

H5

H2

H4

H3
H6
H6’H5

H4
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l’ensemble des ROESY visant à l’analyse des complexes de CDs. Les Figure 52, Figure 53 et Figure 54 

présentent les expériences ROESY réalisées avec la βCD, la γCD et la DIMEB respectivement, 

démontrant la présence de nombreuses corrélations dipolaires entre ces CDs et le carvédilol. 

L’inclusion du carvédilol dans ces trois CDs, déterminée sur la base de la variation des déplacements 

chimiques des H3 et H5 en présence de carvédilol, est confirmée par l’observation de corrélations 

dipolaires entre certains protons du carvédilol et les protons situés à l’intérieur de la cavité de ces CDs. 

La meilleure résolution spectrale dans la dimension F2 et la symétrie des expériences 2D 

homonucléaires permettent une observation fine des H corrélés ((b), (c) des Figures 22-24). Ces 

expériences permettent de mettre en évidence que les deux groupements aromatiques du carvédilol, 

le groupement carbazole et méthoxyphenyle, sont à proximité des protons situés à l’intérieur de la 

cavité de ces trois CDs. Le groupement carbazole, volumineux, semble être partiellement inclus dans 

la cavité des CDs, de son côté non-substitué. En effet, il est notable que les seuls signaux aromatiques 

ne générant pas ou peu de taches de corrélation avec les protons situés à l’intérieur des trois CDs sont 

les H11 et H13, situés du côté substitué du carbazole.  
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Figure 52 : Expérience RMN ROESY 2D (600 MHz, 298 K, D2O tamponné acétate 0.1 M, P15 = 800 ms) d’un mélange 
équimolaire de βCD et du carvédilol. (a) Expérience 2D complète; Agrandissement des zones correspondant aux corrélations 
dipolaires d’intérêts entre le carvédilol et la βCD permettant d’observer en F2 les signaux des parties aromatiques du carvédilol 
(b) ou les protons situés à l’intérieur de la cavité de la CD (c). 

La comparaison qualitative de l’intensité relative des taches de corrélation, observées avec les H3 et 

H5 met en évidence une différence notable de l’inclusion entre les cavités des dérivés β (βCD, DIMEB) 

et la γCD. Reportées dans le Tableau 9, ces intensités montrent que l’inclusion du carvédilol se fait par 

la face secondaire des dérivés β par la présence de plus nombreuses taches de corrélation avec H3, 

notamment avec les H portés par le méthoxyphenyle. L’expérience en présence de γCD met en 

évidence une géométrie d’inclusion différente, par une plus forte intensité des taches de corrélation 

entre les H5 de la CD et les H aromatiques du carvédilol. En effet, plusieurs hypothèses peuvent être 

formulées suite à cette observation :  
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- L’inclusion du carvédilol, et particulièrement du groupement méthoxyphenyle, est plus profonde 

avec la γCD qu’avec les dérivés β ;  

- L’inclusion du groupement méthoxyphenyle se fait par la face primaire de la γCD ;  

- Une combinaison des deux hypothèses précédentes correspondant à une moyenne des 

observations (deux géométries, deux équilibres).  

 

Figure 53 : Expérience RMN ROESY 2D (600 MHz, 298 K, D2O tamponné acétate 0.1 M, P15 = 800 ms) d’un mélange 
équimolaire de γCD et du carvédilol. (a) Expérience 2D complète; Agrandissement des zones correspondant aux corrélations 
dipolaires d’intérêts entre le carvédilol et la γCD permettant d’observer en F2 les signaux des parties aromatiques du carvédilol 
(b) ou les protons situés à l’intérieur de la cavité de la CD (c). 

Il est à noter que la différence de taille de la cavité entre la βCD et la γCD peut expliquer cette différence 

d’inclusion du groupement méthoxyphenyle, dont la substitution en ortho génère une augmentation 

de son diamètre et une gêne potentielle à son inclusion profonde dans les cavités β (βCD et DIMEB).  
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Figure 54 : Expérience RMN ROESY 2D (600 MHz, 298 K, D2O +HCl 13 mM, P15 = 800 ms) d’un mélange équimolaire de Dimeb 
et du carvédilol. (a) Expérience 2D complète; Agrandissement des zones correspondant aux corrélations dipolaires d’intérêts 
entre le carvédilol et la Dimeb permettant d’observer en F2 les signaux des parties aromatiques du carvédilol (b) ou les protons 
situés à l’intérieur de la cavité de la CD (c). 

Enfin, outre son analogie avec la RAMEB, l’utilisation de la DIMEB apporte des informations 

supplémentaires concernant la géométrie de l’inclusion. En effet, la présence de groupements méthyle 

(visibles dans le D2O et plus volumineux que les alcools naturels) permet l’observation de davantage 

de corrélations dipolaires avec le carvédilol. Comme visible dans le Tableau 9, les méthyles situés sur 

la face secondaire de la DIMEB sont à proximité des H portés par le côté non-substitué du carbazole. 

Ces taches de corrélation apportent la confirmation que l’inclusion de ce groupement se fait par la face 

secondaire de la DIMEB, permettant de supposer une géométrie similaire avec la βCD qui possède une 

cavité de même taille et les mêmes corrélations dipolaires avec le carvédilol.  
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Tableau 9 : Intensités relatives des corrélations dipolaires observées par ROESY 2D,  entre les protons des CDs et ceux du 
carvédilol.  

 

  Carbazole  Aliphatic  Methoxyphenyl 

  H1 H3 H5 H6 H11 H12 H13  H15a H15b H16 H17 H20 H21  H28 H26 H24 H25 

βCD 

H1 - - - - - - -  - - - - - -  - - - - 

H2 - - - - - - -  - - - - - -  - - - - 

H3 ++ +++ ++ +++ - ++ +  - + - ND ND +  ++ ++ ++ ++ 

H4 - - - - - - -  ND ND ND ND ND ND  - - - - 

H5 +++ + ++ +++ - - -  - - - ND ND -  - + + - 

H6 - - - - - - -  - - - - - -  - - - - 

γCD 

H1 - - - - - - -  - - - - - -  - - - - 

H2 - - - - - - -  - - - - - -  - - - - 

H3 ++ +++ + + + +++ +  - + + ND ND +  +++ ++ + ND 

H4 - - - - - - -  - ND ND ND ND ND  - - - - 

H5 +++ ++ ++ ++ - ND -  - - - ND ND -  ++ ++ ++ +++ 

H6 + - + + - - -  - - - - - -  - - - - 

DIMEB 

H1 - - - - - - -  - - - - - -  - - - - 

H2 - - - - - - -  - - - - - -  - - - - 

H3 ++ +++ ++ ++ + ++ +  - + - ND ND +  ++ ++ +++ +++ 

H4 - - - - - - -  - ND ND ND ND ND  - - - - 

H5 +++ + +++ ++ - - -  - - - ND ND -  + + + - 

H6 + - + - - - -  - - - ND ND -  - - - - 

CH3(2) + - - - ++ ++ ++  - - - ND ND -  - + + - 

CH3(6) ++ - - ++ - - -  - - - ND ND -  - - - - 

ND : Non déterminé pour cause de superposition des signaux. (-) Aucune corrélation n’est observée. (+), (++) et (+++) 
correspondent respectivement à une intensité faible, moyenne et forte des taches de corrélations observées. 

L’ensemble des expériences RMN décrites ci-dessus ont permis de conclure de la présence 

d’associations entre le carvédilol et la βCD, la γCD et la DIMEB en milieu aqueux avec une équivalence 

entre le tampon acétate 0.1 M et HCl 13 mM. Cette association a été définie comme étant un complexe 

d’inclusion grâce aux variations de déplacements chimiques spécifiques et l’expérience ROESY a mis 

en évidence une géométrie d’inclusion complexe. En effet, les corrélations dipolaires intermoléculaires 

observées peuvent être dues à la présence simultanée de différents complexes en solution, menant à 
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une ambiguïté concernant la stœchiométrie du complexe dans la mesure où deux groupements distant 

corrèlent avec l’intérieur des CDs. La Schéma 13 schématise les possibilités d’inclusion du carvédilol 

dans les CDs, sur la base des expériences ROESY, afin de visualiser les différentes stœchiométries 

compatibles avec les données expérimentales. Sans discuter de l’orientation des CDs (face primaire ou 

face secondaire), l’inclusion démontrée du groupement carbazole et du groupement méthoxyphenyle 

mènent à trois interprétations possibles : 

- Deux complexes de stœchiométrie 1 :1 sont présents en équilibre : dans ce cas l’observation des 

taches de corrélations dipolaires avec l’intérieur de la cavité des CDs s’explique par la formation 

de deux objets distincts. 

- Un seul complexe de stœchiométrie 1 :2 (carvédilol :CD) est présent : Dans ce cas la formation 

d’un complexe impliquant une molécule de carvédilol et deux molécules de CDs se forme en 

solution, par l’inclusion des deux groupements aromatique séquentiellement ou simultanément.  

- La présence des deux possibilités précédentes, en équilibre et en proportion non déterminable.  

 

Schéma 13 : Schématisation des complexes potentiels en accord avec les expériences RMN ROESY correspondant à l’inclusion 
du groupement carbazole (a), méthoxyphenyle (b) ou les deux simultanément (c). 

Il convient de préciser que, malgré la bonne résolution obtenue pour l’ensemble de ces expériences 

ROESY, la différence de déplacements chimiques entre les deux énantiomères est trop faible pour 

pouvoir évaluer si les géométries d’inclusion sont identiques ou non, nous menant à attribuer ces 

observations sans distinctions énantiomérique du carvédilol (R) ou (S).  

Afin de déterminer la stœchiométrie de ces complexes, l’expérience de Job a été mise en place, suivie 

par RMN 1H, dans le tampon acétate 0.1 M deutéré (βCD, γCD) et HCl 13 mM dans le D2O (DIMEB).  
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(a) (b) 

Figure 55 : (a) Superposition des Job’s plot obtenus par l’analyse des variations de déplacements chimiques (RMN 1H, 600 
MHz, 298 K) des signaux correspondant aux protons situés à l’intérieur de la cavité des CDs (rond, H5; triangle, H3). Les 
expériences en présence de βCD (vert) ou de γCD (rouge) ont été réalisée dans le D2O tamponné acétate 0.1M. L’expérience 

en présence de Dimeb (bleu) a été réalisée dans le D2O + HCl 13 mM. r = 
[𝐶𝐷]

[𝐶𝐷]+[𝑐𝑎𝑟𝑣é𝑑𝑖𝑙𝑜𝑙]
. (b) Exemples de spectres RMN 1H 

partiels obtenus avec la βCD à différentes valeurs de r (bleu 1.0, rouge 0.7, vert 0.4, violet 0.1). 

Dans un premier temps, l’observation de la variation des déplacements chimiques des H situés à 

l’intérieur des CDs a permis de tracer les Job’s plot représentés sur la Figure 55. Pour les trois CDs 

étudiées, le tracé est parfaitement centré autour de r = 0.5 pour les protons H3 et H5, permettant de 

conclure que la stœchiométrie des complexes formés est de 1 :1 (Schéma 13 (a), (b)). Au vu de ces 

résultats, la formation d’un complexe de stœchiométrie 1 :2 peut être exclue ou si elle existe, possède 

une constante d’association suffisamment faible en comparaison des complexes de stœchiométrie 1:1 

pour ne pas impacter le sommet du Job’s plot [96]. L’utilisation de la RMN comme technique d’analyse 

pour la réalisation de cette expérience offre l’avantage de pouvoir observer les deux composés en une 

unique expérience. C’est pourquoi dans un second temps, l’observation des H portés par le carvédilol 

a été réalisée pour vérifier si le même résultat est obtenu que par l’observation des H des CDs. La 

Figure 56 présente la superposition des spectres RMN 1H aux fenêtres de déplacements chimiques du 

carvédilol en présence de βCD à différentes fractions molaires (r variant de 0 à 0.9), mettant en 

évidence une forte variation des déplacements chimiques et une différenciation énantiomérique en 

fonction de la quantité de CDs.  
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Figure 56 : Superposition des spectres RMN 1H (600 MHz, 298 K, D2O tamponné acétate 0.1 M) obtenus par l’expérience de 
Job avec le carvédilol en présence de βCD ([βCD]+[carvédilol]=3.65 mM), r correspondant à la fraction molaire de la βCD. 

Les Job’s plot correspondant à tous les H du carvédilol visibles (non confondus avec les H des CDs) sont 

majoritairement interprétables par une stœchiométrie de 1 :1 avec un sommet proche de 0.5. La 

Figure 57 reprend les tracés pour deux protons, le H25 situé sur le groupement méthoxyphenyle 

(Figure 57, (a)) et le H3 porté par la partie non-substituée du carbazole (Figure 57, (b)). Le tracé par le 

suivi des variations de déplacement chimique du H25 est parfaitement centré à 0.5, comme obtenus 

par l’observation des H des CDs, pour les trois CDs étudiées et les deux énantiomères du carvédilol. A 

l’inverse, le Job’s plot du H3 réalisé en présence de βCD ne possède pas de sommet correctement 

défini et notamment un changement de signe, alors qu’un sommet à 0.5 est obtenu en présence de 

γCD et de DIMEB. Comme observé sur la Figure 56 à 8 ppm environ, la variation de déplacements 

chimiques de H3 est visible dès r = 0.1 alors que la différenciation énantiomérique apparait à partir de 

r = 0.3. Il en est de même pour les H21, pour lesquels un énantiomère est déblindé et l’autre blindé à 

partir de r = 0.6, menant au tracé d’un Job’s plot avec un changement de signe. De manière 

intéressante, les H pour lesquels des changements de signes ou un sommet non centré autour de 0.5 

correspondent à ceux portés par la partie non-substituée du groupement carbazole ou la partie 

aliphatique du carvédilol. Ces informations sont une indication de la présence d’un ou plusieurs 

équilibres supplémentaires interférant la lisibilité de la variation des déplacements chimiques.  
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Figure 57 : Superposition des Job’s plot obtenus par l’analyse des variations de déplacements chimiques (RMN 1H, 600 MHz, 
298 K) de deux signaux du carvédilol, le proton H25 situé sur le groupement méthoxyphenyle (a) et le proton H3 situé sur la 
partie non-substituée du groupent carbazole (b), en présence de βCD (vert), de γCD (rouge) ou de Dimeb (bleu). La 
différenciation entre les triangles et les ronds correspond au suivi d’un même proton pour les deux énantiomères. r = 

[𝑐𝑎𝑟𝑣é𝑑𝑖𝑙𝑜𝑙]

[𝐶𝐷]+[𝑐𝑎𝑟𝑣é𝑑𝑖𝑙𝑜𝑙]
. 

Dans la mesure où tous les Job’s plot correspondant aux H portés par le groupement méthoxyphenyle 

sont symétriques et centrés à 0.5, cette partie du carvédilol semble ne pas être impliquée dans un 

équilibre régi par une constante suffisamment forte pour influencer le sommet du Job’s plot. La partie 

aliphatique n’étant pas incluse dans la cavité des CDs d’après les ROESY réalisées, leur observation 

n’est pas pertinente car la présence des deux complexes de stœchiométrie 1 :1 induisent des 

environnements chimiques différents autour des H aliphatiques, ce qui peut expliquer une perte de 

symétrie et des Job’s plot aux allures non exploitables. Concernant la partie carbazole inclus dans les 

CDs étudiées, la partie non-substituée contient deux protons (H3 et H5) dont le Job’s plot n’est pas 

interprétable. Etant distant du groupe méthoxyphenyle, le complexe d’inclusion formé sur cette partie 

du carvédilol n’influence probablement pas l’environnement du groupement carbazole. Au vu des 

différences de solubilités obtenues avec la βCD (R = 2.28) d’une part, et la γCD (R = 4.78) et la DIMEB 

(R = 5.09) d’autre part, l’hypothèse suivante peut être formulée : l’association de la βCD avec le 

carvédilol et plus précisément le groupe carbazole, est en compétition avec un équilibre 

supplémentaire régi par une constante significative en comparaison de celle de l’inclusion dans la βCD. 

L’obtention de Job’s plot symétriques avec la γCD et la DIMEB pour ces mêmes protons, ainsi que les 

résultats de solubilité indiqueraient que les complexes formés par l’inclusion du groupe carbazole avec 

ces CDs possèdent une valeur de constante de formation suffisamment forte pour masquer cet 

équilibre tiers, à priori d’auto-association.  

La dernière observation réalisée à partir des expériences RMN 1H mise en place pour l’expérience de 

Job se porte sur les constantes de couplage du H15b de carvédilol. La Figure 58 présente le suivi de la 
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constante 3JH15b-H16 en fonction du rapport molaire [CD]/[carvédilol]. Un exemple du suivi de cette 

constante de couplage sur les spectres protons, dans le cas de la DIMEB (HCl 13 mM dans D2O), est 

présentée sur la Figure 58 (b) et le tracé de ces variations sur la Figure 58 (c). En absence de CDs, la 

constante de couplage mesurée est, dans tous les échantillons (D2O tamponné acétate 0.1 mM ou HCl 

13 mM), aux alentours de 5.5 Hz, proche de la 3JH15a-H16 (4.0 Hz). L’obtention de valeurs de constantes 

3J proches entre H15a-H16 et H15b-H16 peut indiquer une liberté de la rotation de la liaison CH16-

CH15. L’ajout de CDs augmente significativement la 3JH15b-H16 alors que la 3JH15a-H16 reste inchangée, 

quelle que soit la proportion [CD]/[carvédilol]. 

 

Figure 58 : (a) Représentation de Newman de la constante de couplage 3JH16-H15b observée selon différentes confirmations. (b) 
Superposition de spectres RMN 1H (600 MHz, 298 K, D2O + HCl 13 mM) partiels focalisés et alignés sur le H15 du carvédilol en 
présence de Dimeb aux rapports [CD]/[carvédilol] suivants : 0 (bleu), 0.43 (rouge), 1.5 (vert) et 9 (violet). (c) Variation de la 
constante de couplage 3JH15b, H16 observée lors des expériences de Job en présence de βCD (vert), de γCD (rouge) ou de Dimeb 
(bleu). 

Le changement de la valeur de la constante de couplage 3J, observé seulement avec l’un des deux H 

portés par un CH2 inéquivalent et les courbes tracées sur la Figure 58 (b) indiquent que la formation 

du complexe d’inclusion avec ces CDs induit une contrainte limitant cette libre rotation. 

L’augmentation de la proportion jusqu’à un rapport [CD]/[carvédilol] = 9 augmente la constante de 

couplage jusqu’à obtenir une valeur proche d’un plateau, d’une valeur de 6.42 Hz avec la βCD, de 6.96 

Hz avec la γCD et de 9.41 Hz avec la DIMEB. Les observations réalisées étant des moyennes des 
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différents états du carvédilol en solution, sous forme complexée ou libre, il est admissible qu’à ce 

rapport molaire la fraction complexée du carvédilol est optimisée, ce qui explique l’atteinte d’un 

plateau. Il est notable que la variation observée est maximale en présence de DIMEB, avec une 

variation finale de 4.11 Hz, ce qui est une nouvelle fois en accord avec les expériences de solubilité.  

Etant donné la plus grande proximité du groupement carbazole avec ces protons H15, l’inclusion de ce 

groupement est probablement responsable de la création de cette contrainte. De ce fait, la différence 

observée entre les trois CDs étudiées peut être expliquée comme suit : L’inclusion du carbazole est 

plus profonde avec la γCD qu’avec la βCD, se basant notamment sur la différence de la taille des cavités 

et les expériences ROESY, la γCD est donc plus proche de H15. La contrainte étant liée à la proximité 

des CDs avec ce proton et des interactions que cela engendre, la comparaison de la βCD et de γCD et 

les conclusions qui en découlent sont justifiables par le fait que ces deux CDs possèdent tous leurs 

hydroxyles libres.  Concernant la DIMEB, la variation conséquente de cette constante de couplage 

indique que la liberté de rotation de la liaison CH16-CH15 est considérablement restreinte par 

l’inclusion du carvédilol, à priori de la partie carbazole. Par comparaison avec la βCD qui possède le 

même diamètre de cavité, la présence de groupements méthyle modifie les interactions induites par 

l’inclusion. Cette observation permet de supposer que les contraintes liées à l’inclusion sont dues aux 

hydroxyles libres présents sur la face secondaire des CDs et leur capacité à former des liaisons 

hydrogène avec l’alcool du carvédilol porté par le CH16 et l’oxygène séparant le carbazole de la partie 

aliphatique. De ce fait, la βCD et la γCD disposant de tous leurs hydroxyles libres, les liaisons 

hydrogènes sont partagées réduisant leur force et les probabilités d’une unique conformation 

contrainte. A l’inverse, la DIMEB ne possède qu’un hydroxyle libre par glucose sur sa face secondaire, 

limitant le nombre de liaisons hydrogène, ce qui est davantage favorable à la présence d’une 

conformation stable, par la force de ces liaisons qui se voit augmentée en comparaison de celles 

formées par les CDs naturelles. L’hypothèse de la présence de liaisons hydrogène entre la DIMEB et la 

carvédilol a permis, en collaboration avec le Pr. David Landy de l’Université du Littoral Côte d’Opale 

(ULCO), de proposer une structure 3D du complexe d’inclusion du groupement carbazole, Figure 59. 
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Figure 59 : Géométrie du complexe d’inclusion du groupement carbazole par la DIMEB, orientée par la présence de liaisons 
hydrogène formées par les hydroxyles libres de la face secondaire de la DIMEB avec l’alcool du carvédilol (R) et l’oxygène lié 
au carbazole. Cette conformation a été extraite d’une simulation de dynamique moléculaire réalisée à 298 K avec la présence 
implicite d’eau (Abalone software).   

L’ensemble des informations obtenues, mène donc aux conclusions suivantes : 

- La présence de CDs et l’association qu’elles génèrent mènent à la formation d’un objet de plus 

grande taille que le carvédilol ; 

- Cette association est caractérisée comme étant un complexe d’inclusion avec les trois CDs 

étudiées, sur la base des variations de déplacements chimiques des protons de l’hôte et de 

l’invitée et des taches de corrélation observées entre ces deux derniers lors d’expériences ROESY.  

- La ROESY a permis de mettre en évidence l’inclusion des deux groupements aromatiques 

(carbazole, méthoxyphenyle) du carvédilol dans les 3 CDs étudiées ; 

- La stœchiométrie 1 :1 a été déterminée par l’expérience de Job : deux complexes d’inclusion sont 

présents en solution, par l’inclusion du groupe carbazole ou du groupe méthoxyphenyle ;  

- Ces inclusions sont plus profondes avec la γCD ; 

- La présence de DIMEB induit une forte contrainte stérique sur le carvédilol, à priori liée à la 

présence de liaisons hydrogène entre les OH libres de la face secondaire de la CD, le OH du 

carvédilol et l’oxygène lié au carbazole.  

L’obtention de ces informations structurales converge donc vers le fait que le carvédilol est réellement 

inclus dans la cavité des trois CDs étudiées en solution. Ces informations mettent également en 

évidence que le carvédilol est un cas complexe dans la mesure où cette substance active est sous 

forme de mélange racémique et qu’elle possède deux sites d’inclusion potentiels. Sa capacité à s’auto-

associer ajoute un équilibre tiers qui est partiellement responsable de son insolubilité dans l’eau et 

qui représente une compétition avec la formation des complexes d’inclusion, mis en évidence par les 

essais de diagrammes de phase dans HCl. Afin d’approfondir la caractérisation de ce système, la 
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détermination des paramètres thermodynamiques sera réalisée avec la γCD et la RAMEB par titration 

calorimétrique isotherme. 

II.1.3.2.2. Détermination des paramètres thermodynamiques par ITC 

Préambule : Toutes les expériences de trituration par ITC ont été réalisées à l’ULCO en collaboration 

avec le Pr. David Landy grâce à son expertise dans cette technique d’analyse et des protocoles à mettre 

en place permettant l’obtention de données thermodynamiques fiables [84]. Le traitement des données 

expérimentales a donc été réalisé par ses soins, par les regressions appropriées suivant des modèles 

mathématiques correspondant à différents phénomènes. Toutes les analyses ont été effectuées par 

l’injection de 1 μL suivie de 10 injections de 3.5 μL. La première injection permet de s’assurer de 

l’absence de bulles dans l’aiguille de la seringue et n’est pas prise en compte dans l’exploitation des 

données. Le volume de la seringue étant de 40 μL, le volume des injections visant à être exploitées a 

été déterminé afin de pouvoir obtenir 10 points par expérience, un nombre suffisant pour vérifier la 

qualité des extrapolations réalisées. Il est à noter que l’augmentation du nombre de points implique 

une diminution du volume injecté et donc de chaleur générée. C’est pourquoi le nombre de 10 points 

obtenus par les injections successives de 3.5 μL correspond à un compromis acceptable entre terme de 

qualité de l’extrapolation et chaleurs mesurées. 

L’ITC est une technique d’analyse mesurant les variations de chaleur par plusieurs injections 

successives d’une solution dans la cellule de mesure calorifugée. Lorsqu’une variation de la 

température est détectée par l’appareil, ce dernier ajuste l’énergie nécessaire à conserver la 

température initiale, permettant de quantifier les variations de chaleur. C’est une technique d’analyse 

qui peut détecter de faibles variations de chaleur, telles que celles générées par la dilution d’un 

composé ou la simple friction engendrée par l’injection. Les variations de pH génèrent également de 

la chaleur détectable par l’ITC, c’est pourquoi l’utilisation d’un milieu tamponné est indispensable lors 

de la réalisation de titration par cette technique, pour s’affranchir au maximum des variations de pH. 

Le tampon acétate (0.1 M, pH = pKa = 4.7) ayant permis l’obtention d’une solubilité correcte du 

carvédilol, en absence de CDs, ce milieu a été choisi pour l’ensemble des expériences réalisées par la 

suite.  

Avant toute analyse des complexes d’inclusion entre les CDs (γCD, RAMEB) et le carvédilol, il est 

nécessaire de déterminer les chaleurs générées par les phénomènes attribuables aux blancs d’injection 

des composés seuls. En effet, les observations de chaleurs obtenues par cette technique 

correspondent à une superposition de l’ensemble des phénomènes induits par l’injection de la solution 

de la seringue dans celle de la cellule de mesure. Il convient donc d’effectuer au préalable une série 

d’expériences pour mesurer indépendamment ces chaleurs de blancs afin de pouvoir les soustraire 

lors de l’analyse des complexes.  
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Tableau 10 : Détail des expériences réalisées pour évaluer les chaleurs des blancs 

 
Expérience 1 Expérience 2 Expérience 2’ Expérience 3 

Seringue Cellule Seringue Cellule Seringue Cellule Seringue Cellule 

[carvédilol] 

(mM) 
0 0 5 0 0 0.5 0 0 

[CD] (mM) 0 0 0 0 0 0 5 0 

Effet 

recherché 
Chaleur d’injection 

Chaleur de dilution / dissociation d’auto-

association du carvédilol 

Chaleur de dilution 

/ dissociation des 

CDs 

 

Comme indiquée dans le Tableau 10 la première expérience consiste à la simple injection du tampon 

dans le tampon permettant de mesurer la chaleur que provoque, pour ce système, la friction liée à 

l’injection. Les expériences 2 et 2’, dont les résultats ont été discutés précédemment (Figure 48), visent 

à déterminer si la dilution du carvédilol crée une variation de chaleur et si cette variation est 

dépendante de la concentration. D’une part, la dilution du carvédilol à 0.5 mM (expérience 2’) génère 

une variation de chaleur (exothermique) plus importante que celle mesurée lors de l’expérience 1. 

D’autre part, la dilution d’une solution concentrée à 5 mM (expérience 2) génère l’augmentation du 

pic exothermique observé à 0.5 mM et l’apparition d’un pic endothermique absent à 0.5 mM. 

L’intégration des pics observés à 0.5 mM et à 5 mM mène finalement à des aires similaires en raison 

de la compensation endothermique / exothermique. Cette expérience permet donc de montrer qu’il 

est possible de s’affranchir de l’effet thermodynamique lié à la concentration du carvédilol lors de 

l’analyse des complexes avec les CDs. Il est judicieux de préciser que pour la réalisation de ces 

expériences, l’emplacement de la solution de carvédilol n’a pas d’influence significative sur 

l’interprétation des résultats. En effet, l’injection d’une solution concentrée de carvédilol dans le 

tampon implique une forte dilution de la solution injectée et un nombre de moles restreint. A l’inverse, 

l’injection du tampon dans la solution de carvédilol induit une dilution moins importante mais implique 

un nombre de moles plus important, menant à une équivalence en terme de chaleur/mol générée. 

Enfin, l’expérience 3 est analogue à celle réalisée avec le carvédilol, consistant à injecter une solution 

de CD dans le tampon afin de mesurer la chaleur de dilution qu’elle génère. 

Les expériences précédentes ont donc permis de dissocier les phénomènes thermiques afin d’isoler, 

après la soustraction des blancs, les chaleurs générées par l’association CD – carvédilol décrites dans 

le Tableau 11. La méthode de détermination des constantes d’association du carvédilol avec la γCD et 

la RAMEB se décompose en trois protocoles distincts. Le protocole A consiste à injecter une solution 

concentrée en CD (5 mM) dans une solution de carvédilol dix fois moins concentrée (0.5 mM), 
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permettant de mesurer la chaleur de formation du complexe. A l’inverse, le protocole B mène à 

l’obtention de la chaleur de dissociation du complexe, par l’injection dans le tampon d’un mélange 

carvédilol – CD dans lequel se trouve le complexe déjà formé. Le protocole C représente l’intermédiaire 

des A et B, soit l’injection du mélange CD – carvédilol dans une solution de carvédilol. Cette dernière 

expérience a pour objectif l’obtention un thermogramme plat, la proportion de carvédilol sous forme 

libre dans la seringue et dans la cellule étant proche.  

Tableau 11 : Détail des protocoles utilisés en ITC pour déterminer les constantes thermodynamiques impliquées dans la 
formation des complexes entre le carvédilol et la γCD ou la Rameb en milieu tampon acétate 0.1M (pH = pKa = 4.7). 

 
Protocole A Protocole B Protocole C 

Seringue Cellule Seringue Cellule Seringue Cellule 

[carvédilol] 

(mM) 
0 0.5 1 0 1 0.5 

[CD] (mM) 5 0 5 0 5 0 

Effet Formation du complexe 
Dissociation du 

complexe 

Formation + Dissociation 

(équilibre) 

 

Il a été démontré que l’exploitation de ces trois expériences diminue significativement l’erreur 

associée à la détermination de la constante d’association en comparaison à la simple titration 

classiquement utilisée (protocole A) [84]. Ces expériences ont également été réalisées à trois 

températures, 288 K, 298 K et 308 K. A titre illustratif, la Figure 60 présente les thermogrammes 

obtenues à 298 K, avant la soustraction des blancs, suite à la réalisation des protocoles A (Figure 60, 

(a)), B (Figure 60, (b)) et C (Figure 60, (c)). Qualitativement, il est observable que la formation du 

complexe est exothermique et donc sa dissociation endothermique. Il est également notable que le 

protocole C mène à l’obtention d’un thermogramme proche de la combinaison de ceux obtenus par 

les protocoles A et B, comme souhaité. Sachant que la chaleur des blancs (non représentée) est 

exothermiques et que les thermogrammes repris sur la Figure 60 correspondent aux données brutes, 

la présence de pics exothermiques lors de la dissociation du complexe est attribuable aux blancs.  
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Figure 60 : Exemple de thermogrammes obtenus par ITC selon les protocoles A (a), B (b) et C (c) pour le couple carvédilol/γCD 
dans le tampon acétate 0.1 M (pH = 4.7), à 298 K. 

Les isothermes correspondant à l’ensemble des expériences réalisées, après soustraction des chaleurs 

de blancs, sont présentés Figure 61. Après différents essais, la qualité de l’extrapolation (lignes) des 

données expérimentales (points) a été optimale lors de l’utilisation d’un modèle correspondant à une 

stœchiométrie 1:1. L’extrapolation a été faite simultanément sur les données issues des trois 

protocoles, contribuant à la diminution des erreurs sur la détermination des constantes d’association. 

Les paramètres thermodynamiques correspondant à ces extrapolations, pour les trois températures, 

sont indiqués dans le Tableau 12. Il est à noter que le carvédilol analysé est sous forme racémique et 

que deux complexes de stœchiométrie 1:1 sont présents en solution (observation issue de la RMN), 

les constantes d’inclusion mesurées sont donc des moyennes de tous les complexes présents en 

solution. Il est remarquable que les stœchiométries déterminées sur la base des variations de 

déplacements chimiques en RMN 1H (Job’s plot) sont également de 1 :1, confortant cette information 

par l’obtention du même résultat à partir d’une autre technique d’analyse. Les constantes 

d’association mesurées entre le carvédilol et la γCD (225 M-1) sont inférieures à celles mesurées avec 

la RAMEB (317 M-1) et sont dans l’ensemble relativement faibles (inférieures à 500 M-1). Ces résultats 
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sont en accord avec les résultats de solubilité obtenus dans le tampon acétate et ces valeurs de 

constantes sont appropriées pour une utilisation pharmaceutique. En effet, cet ordre de grandeur de 

constante d’association permet une dissociation correcte du complexe, et donc une libération de la 

substance active, lors de son ingestion par voie orale et de la dilution ainsi générée [31].  

 

Figure 61 : Isothermes obtenues par les expériences ITC (points) suivant les protocoles A, B et C à 298 K pour les couples 
carvédilol/γCD et carvédilol/Rameb. Les courbes sont tracées par extrapolation suivant un modèle correspondant à une 
stœchiométrie de complexe 1:1. 

Outre l’obtention des constantes d’inclusion, l’ITC permet également d’accéder aux paramètres 

thermodynamiques ΔH° (enthalpie d’inclusion), ΔS° (entropie d’inclusion) et ΔG° (énergie libre 

d’inclusion). De plus, la réalisation des expériences de titration à différentes températures rend 

possible l’obtention de la capacité calorifique d’inclusion ΔCp, considérée en milieu aqueux comme en 

partie représentative de l’exposition de groupements polaires ou apolaires à l’eau. 

Tableau 12 : Paramètres thermodynamiques obtenus par ITC pour les couples carvédilol/γCD et carvédilol/RAMEB en tampon 
acétate 0.1 M (pH = pKa = 4.7) 

 Température (K) K (M−1) ΔH° (kJ.mol−1) −TΔS° (J.mol−1.K−1) ΔG° (kJ.mol−1) 

carvédilol/γCD 288 296 ± 39 −18.3 ± 0.4 4.7 ± 0.7 −13.6 ± 0.3 

 298 225 ± 30 −21.4 ± 0.5 8.4 ± 0.9 −13.0 ± 0.3 

 308 166 ± 22 −24.4 ± 0.7 11.3 ± 1.1 −13.1 ± 0.3 

carvédilol/RAMEB 288 408 ± 60 −17.7 ± 0.7 3.3 ± 1.0 −14.4 ± 0.4 

 298 317 ± 47 −18.0 ± 0.8 3.7 ± 1.2 −14.3 ± 0.4 

 308 250 ± 37 −18.3 ± 0.9 4.1 ± 1.3 −14.1 ± 0.4 

 

L’obtention de ces grandeurs thermodynamiques permet une interprétation plus complète des 

systèmes étudiés dans la mesure où les interactions électrostatiques hôte – invité sont considérées 

comme régies par l’enthalpie et les interactions hydrophobes par l’entropie [83]. Comme observé 

classiquement lors de l’analyse thermodynamique des complexes d’inclusion avec les CDs, les deux 

systèmes étudiés ont une enthalpie de formation favorable (ΔH° < 0) partiellement compensée par 

une entropie défavorable (ΔS° < 0). Les valeurs négatives de ΔG° et de ΔH° indiquent également que la 
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formation des complexes, avec la γCD et la RAMEB, est un phénomène spontané et exothermique. Il 

est intéressant d’observer que les valeurs de ΔH° et de ΔS° sont similaires pour les deux systèmes à 

288 K et se différencient avec l’augmentation de la température, ce qui peut s’expliquer par la 

différence de ΔCp d’une valeur de -304 J/mol/K avec la γCD et de −25 J/mol/K avec la RAMEB. Les 

valeurs d’entropie d’inclusion et la plus faible capacité calorifique en présence de γCD permettent 

d’émettre l’hypothèse selon laquelle la contribution des forces hydrophobes et la réorganisation des 

molécules d’eau est davantage présente dans ce système que dans celui en présence de RAMEB, avec 

laquelle la balance forces d’interactions– forces hydrophobes est différente. Il est à préciser que cette 

hypothèse s’affranchit de la différence de nature des CDs utilisées dans ces deux systèmes, la γCD 

étant pure avec tous les OH libres alors que la RAMEB est un mélange de βCD partiellement méthylée. 

II.1.3.2.3. Analyse des complexes par MS  

Afin d’évaluer l’apport de la spectrométrie de masse à l’analyse des complexes d’inclusion impliquant 

le carvédilol et les cyclodextrines étudiées, l’injection par introduction directe (Flow Injection Analysis, 

FIA : injection automatique de 1 μL dans un flux d’H2O à 0.2 mL/min) de mélanges aqueux CDs – 

carvédilol a été réalisée. L’eau a été choisie comme solvant de poussée afin de conserver une phase 

100% aqueuse jusqu’à l’arrivée de la solution dans la source ESI, évitant la dissociation des complexes 

par l’ajout de solvant organique. Deux milieux ont été testés : l’eau pure et le tampon acétate. Afin 

d’augmenter la proportion de carvédilol sous forme complexée en minimisant l’effet de compétition 

d’ionisation, la concentration en CDs a été fixée à 10 μM et celle du carvédilol à 5 μM. La Figure 62 

présente les courants ioniques reconstitués de la βCD (Figure 62, (a)), du carvédilol (Figure 62, (b)) lors 

de l’injection de ce mélange dans un tampon acétate 0.1 mM. Il est observable que la dispersion de 

l’arrivée de la βCD dans la source de la MS est acceptable, sur une durée de 0.1 seconde, ce qui est 

classique lors de l’injection d’une solution par FIA. A l’inverse, le courant ionique reconstitué du 

carvédilol a un profil opposé avec une détection sur les 2 min d’analyse sans aucun maximum 

réellement défini. Ce profil, associé à la concentration injectée permet d’exclure une éventuelle 

saturation et/ou pollution de la source ESI.  
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Figure 62 : Analyse en FIA-HRMS d’une solution (tampon acétate 0.1 mM, pH = 4.7) de carvédilol (5 μM) en présence de βCD 
(10 μM). Courant ionique reconstitué du m/z correspondant à [βCD+Na]+ (a), à [carvédilol +H]+ (b). (c) Spectre HRMS (5 scans, 
0.2 sec/scan) correspondant au pic à 0.14 min. 

Le spectre de masse moyen issu des scans où la βCD est présente (pic à 0.14 min) permet d’observer 

les deux espèces du mélange, soit le carvédilol (m/z 407.1929, [M+H]+) et la βCD (m/z 1157.3611, 

[M+Na]+), mais aucun m/z correspondant à leur association n’est visible (Figure 62, (c)). La différence 

d’arrivée des deux molécules dans la source d’ionisation implique qu’il n’y a pas, dans cette expérience, 

l’analyse d’un mélange aux proportions correspondant à la préparation ([carvédilol] / [CD] = 0.5), le 

carvédilol étant donc en concentration inferieure. Prenant en compte l’hydrophobicité de cette 

substance active et le flux d’H2O utilisé lors de l’injection par FIA, une rétention et/ou précipitation 

partielle du carvédilol dans les tubulures séparant le port d’injection et la source de la MS est 

envisageable. Au vu de ces premiers résultats, la méthode d’injection des mélanges a été modifiée, 

privilégiant une infusion directe dans la source de la MS.  

Les analyses par infusion en MS de mélanges carvédilol – CDs en proportion équimolaire (8 μM) ont 

donc été réalisées, en tampon acétate 0.1 mM ou dans l’eau pure. La Figure 63 reprend, à titre 

d’exemple, les résultats obtenus lors de l’infusion du mélange carvédilol – βCD (tampon acétate). 

Comme précédemment, le courant ionique de la βCD et du carvédilol sont représentés, en (a) et (b) 

respectivement. Il est observable que cette méthode d’introduction permet l’obtention d’un courant 

ionique stable, pour les deux espèces constitutives du mélange, validant le choix de l’analyse par 

infusion. Il convient de préciser que les diminutions d’intensités observées à intervalles réguliers pour 

les deux espèces correspondent à la LockSpray, une référence infusée périodiquement pour corriger 

les éventuelles variations de mesures de masses précises.  
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Figure 63 : Analyse HRMS par infusion d’une solution (tampon acétate 0.1 mM, pH = 4.7) de carvédilol (8 μM) en présence de 
βCD (8 μM). Courant ionique reconstitué du m/z correspondant à [βCD+Na]+ (a) et [carvédilol +H]+ (b). (c) Spectres HRMS (200 
scans, 0.2 sec/scan) à différents intervalles de m/z, annotés des facteurs d’agrandissement correspondant. 

Le spectre de masse obtenu par la moyenne de 200 scans permet cette fois d’observer, malgré une 

faible intensité, un rapport m/z correspondant à l’association entre la βCD et le carvédilol (m/z 

1541.6011, [carvédilol + βCD + H]+) (Figure 63, (c)). Les résultats de l’infusion des solutions de carvédilol 

en présence de γCD ou de RAMEB en tampon acétate sont présentés Figure 64. De manière générale, 

il est notable que le m/z correspondant au carvédilol est fortement plus intense que ceux des CDs 

comme le montre les facteurs d’agrandissements indiqués sur les spectres de masse. Sachant que lors 

de ces expériences les CDs et le carvédilol sont en proportion équimolaires, il est possible d’en déduire 

que le facteur réponse en MS du carvédilol est supérieur à celui des CDs, ce qui introduit une variable 

supplémentaire lors de la recherche d’analyse des complexes à travers cette technique. Néanmoins, 

ces facteurs d’agrandissement ont ici été utilisés afin de comparer la visibilité des complexes dans 

toutes les solutions analysées, la concentration en carvédilol y étant identique. Reporté dans le 

Tableau 13, ce facteur d’agrandissement met en évidence que la RAMEB permet la meilleure visibilité 

des associations carvédilol-CDs, avec des valeurs inférieure à 350.  
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Figure 64 : Spectres HRMS (200 scans, 0.2 sec/scan) d’une solution de carvédilol (8 μM) en présence d’une quantité 
équimolaire de RAMEB ou de γCD (b) en tampon acétate (0.1 mM), à différents intervalles de m/z, annotés des facteurs 
d’agrandissement correspondant. 

Afin de contrôler si les m/z correspondant aux complexes CDs-carvédilol sont réellement des 

complexes spécifiques ou des adduits générés en source, un témoin a été réalisé avec le 

maltoheptaose, l’homologue linéaire de la βCD. D’une part, il est notable qu’un m/z correspondant à 

l’association entre le maltoheptaose et le carvédilol est observé, indiquant la formation d’adduit entre 

le carvédilol et ce sucre linéaire. D’autre part, le facteur d’agrandissement nécessaire à l’observation 

de ce m/z (1350) est nettement inférieur à ceux nécessaires à l’observation d’une association entre le 

carvédilol et les CDs (minimum de 3500 avec l’HPβCD), à l’exception de la RAMEB (≈350). Il en résulte 

une ambiguïté à propos de la nature des m/z observés correspondant à l’association carvédilol – CDs 

dans la mesure où l’hypothèse de formation d’adduits ne peut être exclue suite à l’expérience en 

présence de maltoheptaose.  

Il est à noter que le carvédilol est majoritairement visible sous forme d’adduit [M + H]+, les CDs sous 

forme [M + Na]+ et les m/z correspondant à leur association sous forme [CD + carvédilol + H]+. La 

RAMEB étant la seule CD offrant une bonne visibilité de son association avec le carvédilol, une analyse 

par MS/MS via la sélection du m/z le plus intense (1709, [Me12βCD + carvédilol + H]+) a été réalisée, 

générant uniquement un m/z correspondant à [carvédilol + H]+, quelle que soit l’énergie de collision 

appliquée (de 5 eV à 60 eV).  
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Tableau 13 : Récapitulatif des résultats obtenus par analyse HRMS en infusion des mélanges équimolaires carvédilol – CDs 
dans l’eau ou dans un tampon acétate 0.1 mM. 

 

La faible intensité des m/z correspondant à l’association CD – carvédilol, la visibilité de cette 

association avec le maltoheptaose et l’analyse peu informative par MS/MS mènent à conclure que la 

spectrométrie de masse, dans le cas du carvédilol, est une technique d’analyse peu informative pour 

l’analyse des complexes d’inclusion avec les CDs. La faible constante d’association déterminée et 

l’hydrophobicité du carvédilol permettent en partie d’expliquer ces résultats. En effet, le cas du 

complexe αCD-moringin reporté dans la littérature a été analysé avec succès par spectrométrie de 

masse (FIA), notamment grâce à la plus forte solubilité intrinsèque de ce composé (limitant les effets 

de rétention/précipitation), à la constante d’association plus forte (1300 M-1) et à la présence d’une 

forte liaison hydrogène intermoléculaire [92]. Dans cette étude, une fragmentation spécifique du 

complexe d’inclusion αCD – moringin a été observée, ce qui n’est pas le cas ici avec le carvédilol ou 

une simple dissociation est observée.  

Les analyses présentées ont permis de caractériser finement les complexes d’inclusion formés par le 

carvédilol et différentes CDs naturelles (βCD et γCD), et la RAMEB. D’une part, la RMN a apporté une 

preuve de l’inclusion du carvédilol dans la cavité de ces CDs, la stœchiométrie des complexes (1 :1) et 

les sites d’inclusion du carvédilol (carbazole et méthoxyphenyle). D’autre part, l’ITC a confirmé la 

stœchiométrie de 1:1, permis l’obtention des valeurs de constantes d’inclusion moyennes avec une 

Milieu CD 

Intensité 

carvédilol 

Intensité CD Intensité m/z 

correspondant 

au complexe 

Facteur 

d’agrandissement 

pour observer le 

complexe 

Non 

tamponné 

β-CD 1.49E+08 2290000 26700 5843 

γCD 1.03E+08 1580000 13000 9451 

HP-β-CD 1.19E+08 2600000 32200 3696 

HP-γ-CD 1.55E+08 735000 10100 10198 

Rameb 1.56E+08 12200000 456000 327 

Maltoheptaose 2.38E+08 930000 178000 1337 

Tampon 

acétate 

β-CD 2.14E+08 2460000 30800 6850 

γCD 1.63E+08 1470000 16400 13476 

HP-β-CD 1.59E+08 2550000 48800 3258 

HP-γ-CD 2.21E+08 728000 16400 9939 

Rameb 2.11E+08 12700000 640000 334 
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erreur faible, et ajouté une caractérisation thermodynamique des complexes, mettant en évidence 

une différence d’interaction hôte – invité avec la γCD et la RAMEB. Enfin, la spectrométrie de masse a 

été investiguée afin d’évaluer son intérêt dans l’analyse des complexes d’inclusion du carvédilol mais 

n’a pas permis l’obtention d’informations supplémentaires.  

Les complexes étant caractérisés et les valeurs de constantes d’association acceptables pour une 

utilisation pharmaceutique, l’efficacité de la γCD et de la RAMEB pour solubiliser le carvédilol à la 

concentration cible sur une longue durée sera investiguée. De plus, l’effet protecteur de ces CDs sera 

analysé en conditions photo-oxydantes, à travers une exposition à une lumière standardisée, afin 

d’évaluer si l’inclusion des groupements carbazole et méthoxyphenyle diminue la dégradation du 

carvédilol en solution aqueuse.  

II.1.4. Photostabilité en présence de γCD ou de RAMEB 

II.1.4.1. Dosage de la teneur en carvédilol 

Afin d’évaluer la stabilité chimique des solutions aqueuses de carvédilol à la concentration cible de 

12.3 mM, en présence et en absence de CDs (γCD, RAMEB), une étude de stabilité a été mise en place 

selon les recommandations ICH Q1A et Q2B. Les solutions en présence de CDs ont été préparées en 

fioles jaugées, par l’ajout de 13 mM d’HCl et de 61.5 mM de CDs (5 eq carvédilol) agités jusqu’à la 

solubilisation totale du carvédilol (succession d’agitation/sonication de 30 secondes). La solution 

témoin, en absence de CDs, a été préparée en présence de 13 mM d’HCl dans un mélange H2O/ACN 

(50/50), un solvant organique étant nécessaire à solubiliser 12.3 mM de carvédilol en absence de CDs. 

L’acétonitrile a été privilégié à l’éthanol ou au méthanol car c’est un solvant plus inerte qui est supposé 

induire moins de dégradation. Les solutions ont ensuite été placées, durant 9 mois, dans une enceinte 

climatique tempérée à 25°C sous exposition à une lumière standardisée (UV-Visible). Il est à noter que 

chaque solution a été filtrée (0.2 μm) sous hotte stérile puis répartie dans 18 piluliers stérilisés 

permettant l’analyse de la solution initiale (M0) et un triplicata d’échantillon par analyse (1 mois, 2 

mois, 3 mois, 6 mois et 9 mois). La Figure 65 reprend les résultats du dosage par UHPLC-UV (241 nm) 

du carvédilol en fonction du temps, représenté sous forme de pourcentage de la teneur initiale.  
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Figure 65 : Moyenne et écart-type de la quantité relative de carvédilol mesurée durant l’étude de photostabilité en condition 
acide (13 mM HCl) avec le mélange ACN/H2O (contrôle, noir), 61.5 mM de γCD (rouge) ou 61.5 mM de Rameb (bleu). Les 
courbes correspondent à la regression des données expérimentales selon un modèle de cinétique de dégradation d’ordre 1. 
Les photographies ont été réalisées après l’analyse des échantillons au 9ème mois.  

La première observation réalisée, qualitative, est l’apparition d’une coloration brune des échantillons 

dès le premier mois en conditions photo-exposées accompagnée d’un léger précipité dans les solutions 

contenant les CDs. Il est à noter que les échantillons M0, correspondant à la solution initiale (avec ou 

sans CD), n’a pas été mise dans la chambre climatique en stabilité et est restée incolore et limpide 

après 9 mois de stockage à l’abri de la lumière à température ambiante (23 ± 2 °C). L’apparition de 

cette coloration peut donc être attribuée à l’exposition prolongée à la lumière, pouvant induire des 

réactions d’oxydation [16].  

Il a été reporté, lors d’une première étude de dégradation forcée, que le carvédilol est une substance 

active stable en milieu acide (HCl 1M) mais sensible aux milieux basiques (NaOH 1 M) et oxydants (H2O2 

7.5 %) [166]. Cette étude a également montré qu’une solution méthanolique de carvédilol est stable 

après sept jours d’exposition aux UV. Une seconde étude de photostabilité du carvédilol a été décrite, 

réalisée par l’exposition aux UVB de solutions éthanoliques de carvédilol en absence ou en présence 

de CDs (βCD, HPβCD) [154]. Il est montré que les CDs étudiées ont un effet protecteur significatif après 

1500 secondes d’irradiation, menant à une chute de la teneur en carvédilol de 6.5 %, 9 % et 12 % en 

présence de βCD, d’HPβCD et en absence de CDs respectivement. Cependant, les courbes présentées 

montrent pour toutes les conditions une chute significative de 5 % dès 30 secondes d’exposition et 

l’HPβCD ne présente plus d’effet protecteur après 3500 secondes. Au vu de ces résultats, d’une part 

en contradiction avec la première étude évoquée et d’autre part obtenus par l’analyse de solutions en 

phase organique, l’effet photo protecteur des CDs sur le carvédilol en solution semble ambiguë dans 

la littérature.  
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Dans notre cas, l’étude de photostabilité a été réalisée avec des solutions aqueuses pour lesquelles la 

caractérisation des complexes d’inclusion a été réalisée (HCl 13 mM), nous assurant de la présence de 

cet équilibre. Dans un premier temps il est observable que la regression des points, selon une cinétique 

de dégradation d’ordre 1 (courbes), montre que la γCD et la RAMEB ont un effet protecteur sur le 

carvédilol en comparaison du témoin. En effet les constantes de cinétique de dégradation sont de 

119.0*10-5 jours-1, 83.7*10-5 jours-1 et 74.9*10-5 jours-1 pour la solution en absence de CDs, en présence 

de γCD ou de RAMEB respectivement. Dans un second temps, l’observation des valeurs mesurées 

(points) permet de montrer que la plus forte différenciation des échantillons est apparue au sixième 

mois (M6, 183 jours). A ce point de cinétique, la teneur moyenne en carvédilol mesurée a chuté de 10 

% en présence de RAMEB, de 14 % en présence de γCD et de 22% en absence de CDs. Jusqu’au sixième 

mois, la stabilité du carvédilol dans les conditions étudiées a donc été significativement augmentée 

par la présence de CDs, et notamment de la RAMEB. Le plus fort effet protecteur de la RAMEB peut 

s’expliquer par la valeur de constante d’association déterminée plus haute qu’avec la γCD. De plus, la 

présence de groupements méthyle diminue la quantité d’hydroxyle libre en comparaison de la γCD, 

ces derniers ayant été reportés comme pouvant catalyser la dégradation de certaines substances 

[16,41].  

Cependant, la concentration mesurée en carvédilol après 9 mois d’étude de photostabilité chute 

significativement en présence de RAMEB et semble se stabiliser dans la solution témoin. A l’inverse, il 

n’y a pas de changement de pente significatif dans les solutions contenant la γCD. Il en résulte qu’après 

9 mois, dans les conditions étudiées, il n’y a pas de différence significative entre les trois conditions 

testées et l’effet protecteur des CDs est négligeable. A titre illustratif, le chromatogramme UV-Vis 

présenté Figure 66 correspondant à l’analyse de la solution témoin à M9 atteste de la présence d’un 

grand nombre de produits de dégradation. 

 

Figure 66 : Chromatogramme UV-Vis (200 – 750 nm) obtenu par l’analyse de la solution témoin de carvédilol (12.3 mM, 
H2O/ACN, 50/50) exposée à une lumière standardisée à 25°C pendant 9 mois. 
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Les résultats commentés jusqu’ici ne se basant que sur la teneur en carvédilol, l’analyse approfondie 

par UHPLC-UV-HRMS des solutions en présence ou en absence de CDs a ensuite été réalisée. Cette 

analyse des produits de dégradation permettra de caractériser au mieux ces échantillons placés 9 mois 

en conditions photo-exposées et d’évaluer si l’inclusion des groupements aromatiques du carvédilol 

et la nature des CDs influence la nature des produits générés dans les conditions étudiées.  

II.1.4.2. Analyses des produits de dégradation (UHPLC-UV-HRMS) à M9 

II.1.4.2.1. Analyse des phases liquide et solide 

Comme évoqué précédemment, les solutions en présence de CDs contiennent un précipité dont la 

quantité a significativement augmenté au fur et à mesure de l’étude, alors que la solution témoin est 

restée limpide. La quantité de solide généré dans les différentes solutions à M9 a donc été quantifiée 

comme suit : 1 mL de chaque solution a été filtré sur un filtre préalablement séché sous vide 48 heures 

(0.2 μm, 13 mm, PVDF). 5 mL d’air ont ensuite été injectés à travers le filtre pour éliminer les traces de 

liquide adsorbé avant de le sécher sous vide 48h. Les masses pesées, reportées dans le Tableau 14, 

attestent d’une part l’absence de solide dans la solution témoin et d’autre part une quantité de 

précipité largement supérieure dans la solution contenant la γCD (4.9 mg) en comparaison de celle en 

présence de RAMEB (0.9 mg). Il est à noter que dans les deux cas, le précipité est de la même couleur 

brune que les solutions.  

Tableau 14 : Masse de solide mesurée dans 1 mL de solution de carvédilol (HCl 13 mM) après 9 mois d’étude de photostabilité, 
en présence de γCD, de RAMEB ou en absence de CDs (Témoin, H2O/ACN). 

Echantillon msolide (mg) 

γCD 4.9 

RAMEB 0.9 

Témoin (H2O/ACN) 0 

 

La présence d’une quantité de solide significativement différente dans les trois conditions étudiées 

associée à une teneur en carvédilol similaire impose différentes préparations d’échantillons afin 

d’observer tous les composés et d’attribuer à quelle phase ils appartiennent. C’est pourquoi, trois 

préparations distinctes ont été réalisées : 

- ① : Analyse de la fraction soluble : Les solutions ont été simplement filtrées (1 mL, 0.2μm, 13 mm, 

PVDF), correspondant à la préparation réalisée pour le dosage du carvédilol. 

- ② : Analyse de l’ensemble de l’échantillon : Les solution aqueuses ont été lyophilisées puis reprises 

dans un volume équivalent de DMSO, menant à l’obtention de solutions limpides pour les trois 
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échantillons. La comparaison des résultats avec ceux obtenus par l’analyse des échantillons préparés 

par le protocole ① permettra de déterminer en partie la composition de la phase solide.  

- ③ : Analyse du solide, fraction insoluble à l’eau : 1 mL de chaque solution a été prélevé puis 

centrifugé. Après le retrait du surnageant, le solide a été lavé avec 4 mL d’eau (4*1mL séparés par 

centrifugation/retrait du surnageant). Séché sous vide 24h, le solide (mγCD = 2.3 mg ; mRAMEB < 1 mg) a 

ensuite été repris dans 100 μL de DMSO. Ce lavage permet de s’assurer que le solide recueilli ait été 

rincé de la solution initiale adsorbée.  

Il est à noter qu’une nouvelle fois et dans ces conditions, la quantité de solide pesée est nettement 

supérieure en présence de γCD. Les analyses de solide de la solution témoin n’ont pas été réalisées car 

aucun dépôt n’a été observé lors de sa centrifugation, en accord avec les mesures lors de la pesée sur 

filtre (Tableau 14).  

Dans un premier temps, l’analyse des liquides (protocole ① et ②) a été réalisée. Comme observé 

sur la Figure 67, les profils chromatographiques UV-Visible sont similaires, d’une part en présence ou 

en absence de CDs et d’autre part selon la méthode de préparation de l’échantillon. A l’exception de 

certains pics, de nombreux produits de dégradation sont élués à des temps de rétention identiques 

dans les trois échantillons. Globalement, la solution en présence de γCD possède un nombre de 

produits de dégradation inférieur aux autres conditions, notamment par l’absence de certains pics aux 

temps de rétention inférieurs à celui du carvédilol (5 min) et à 7.7 min. Des variations de hauteurs 

relatives des pics en fonction de la méthode de préparation sont également constatées, indiquant que 

les précipités observés correspondent à des produits partiellement solubles dans les solutions 

aqueuses en présence de CDs.  
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Figure 67 : Superposition des chromatogrammes UV-Vis (200-750 nm) des échantillons exposés à une lumière standardisée à 

25°C durant 9 mois (témoin (a); γCD (b); RAMEB (c)). Les échantillons ont été préalablement filtrés (①, courbes noires) ou 

entièrement solubilisé dans le DMSO après lyophilisation (②, courbes rouges). 

Le couplage UHPLC-UV-HRMS permet de s’assurer, par la mesure de la masse précise, que les 

composés élués aux mêmes temps de rétention dans les différents échantillons sont identiques. Pour 

davantage de lisibilité, la Figure 68 reprend les valeurs d’intégration (chromatogramme UV-Vis, PDA) 

et les m/z des pics observés, dans les différents échantillons pour les deux méthodes de préparation. 

D’une part, les m/z correspondant aux pics communs observés en UV-Vis sont identiques dans tous les 

échantillons, confirmant ainsi qu’il s’agit des mêmes composés. D’autre part, la tendance générale est 

une augmentation de la valeur d’intégration de certains produits de dégradation lors de la 

solubilisation complète des échantillons avec le DMSO. Particulièrement, le produit de dégradation 

élué à 6 min (m/z 602.23, [M+H]+) est le composé dont la variation d’intégration est la plus importante 

en fonction de la méthode de préparation, il correspond également au produit de dégradation 

majoritaire. A titre indicatif, les aires mesurées de ce composé sont comprises entre 3.5 % (γCD, ②) 

et 1.5 % (RAMEB, ①) de l’aire du carvédilol. Etonnement, l’aire de ce composé augmente également 

dans la solution témoin dans l’échantillon repris dans le DMSO, signifiant soit qu’il est partiellement 

adsorbé sur le filtre lors de la filtration (PVDF), soit qu’une fraction insoluble non visible est présente.  
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Figure 68 : Intégration des pics observés en UV-Vis (200 – 750 nm) dans les solutions de carvédilol exposées à la lumière 
standardisée à 25°C durant 9 mois en absence de CDs (noir) ou en présence de γCD (rouge) ou de Rameb (bleu). Les intégrations 
représentées sans hachures correspondent aux filtrats des solutions (①, fraction soluble) et celle hachurées aux échantillons 
lyophilisés puis repris dans le DMSO (②, fraction soluble + précipité). En abscisse sont indiqués les temps de rétention (bas) 
et les m/z correspondant (haut). 

Malgré la variation du facteur réponse des composés élués, dépendant de leur structure, quatre 

produits de dégradation semblent être en plus grande quantité. Le composé le plus polaire, élué à 1.46 

min (m/z 242.14) est en quantité similaire dans tous les échantillons et semble être totalement soluble 

en phase aqueuse. Le composé discuté précédemment, élué à 6.01 min et un isomère à 6.46 min (m/z 

602.23) semblent peu solubles en phase aqueuse, particulièrement dans la solution contenant la γCD. 

Enfin le composé élué à 7.73 min est en plus grande quantité dans la solution témoin et absent dans 

la solution contenant la γCD. 

La diversité et la nature des produits de dégradation visibles sur les chromatogrammes UV-Vis 

semblent donc similaires dans les trois échantillons, en nombre et en quantité moins importante dans 

la solution en présence de γCD. L’autre similitude est la coloration brune des solutions, visible dès le 

premier mois et accentuée avec le temps d’exposition. L’utilisation d’un détecteur à barrette de diodes 

permet de reconstruire le chromatogramme aux longueurs d’onde du visible afin de déterminer les 

produits de dégradation responsables d’une coloration. La Figure 69 (a) correspond à la reconstruction 

du chromatogramme issu de la solution témoin aux longueurs d’onde 400 – 750 nm. La visualisation 

de nombreux pics sur cette reconstruction souligne la présence de plusieurs composés responsables 

de la coloration de cette solution, notamment les isomères de m/z 602.23. Le spectre UV-Vis du 

composé élué à 6.02 min a été extrait, mettant en évidence une large bande d’absorption comprise 

entre 350 nm et 550 nm, en accord avec la teinte des solutions (Figure 69, (b)). Sachant que ces 

composés sont également présents dans les solutions en présence de CDs, les chromatogrammes 

reconstitués (400 – 750 nm) sont similaires. Il est à noter que tous ces composés absorbant dans le 
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visible possèdent une bande d’absorption large (λmax = 400 ± 50 nm), menant à penser qu’un 

groupement similaire est responsable de cette absorption. Enfin, cette reconstruction du 

chromatogramme met également en évidence qu’un composé plus polaire que le carvédilol (tr = 4.74 

min) au faible m/z de 198.0548 absorbe dans le visible.  

 

Figure 69 : (a) Chromatogramme reconstitué aux longueurs d’onde du visible (400 – 750 nm) de la solution de carvédilol 
exposée à une lumière standardisée à 25°C durant 9 mois en absence de CDs. L’élution correspondant à la fenêtre de temps 
de rétention du carévdilol a été dirigiée vers la poubelle pour éviter la saturation de la source ESI, le résidu de carvédilol est 
observable à 4.97 min. (b) Superposition des spectres UV-Vis (250 – 750 nm) correspondant au composé élué à 6.03 min 
(rouge) et au carvédilol (vert).  

Dans un second temps, l’analyse des solides isolés issus des solutions en présence de CDs a été réalisée 

(protocoles ③). La Figure 70 présente les chromatogrammes UV-Vis obtenus par l’analyse de ces 

solutions. Avant toute interprétation, il convient de préciser que la préparation des solutions mères 

par le protocole ③ mène à des concentrations en précipité de 23 mg/mL (γCD) et d’environ 5 mg/mL 

(RAMEB). La dilution effectuée avant l’analyse par MS a été déterminée expérimentalement afin 

d’observer au mieux les composés en évitant de saturer la source de l’appareil, menant à des 

concentrations en précipité de 0.3 mg/mL (γCD) et de 2.4 mg/mL (RAMEB). Il en résulte que 

l’échantillon contenant le précipité de la solution de RAMEB est 7 fois plus concentré que celui de la 

solution de γCD. Cette différence de concentration implique donc que la visibilité des produits de 

dégradation de la solution de RAMEB est augmentée d’un facteur 7 en comparaison de celle de la 

solution de γCD. 
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Figure 70 : Chromatogrammes UV-Vis (200 – 750 nm) correspondant aux précipités observés dans les solutions de carvédilol 
en présence de γCD (rouge) et de RAMEB (noir) après 9 mois d’exposition à une lumière standardisée à 25°C. Le solide prélevé 
a été lavé à l’aide d’eau milliQ. Les profils obtenus lors du lavage au cyclohexane sont similaires.  

Il est notable que malgré une plus faible concentration, la quantité de carvédilol est nettement 

supérieure dans la solution de γCD, indiquant qu’une part non négligeable du solide observé 

correspond au carvédilol. Sachant que la solution M0 est restée limpide après 9 mois stockée à l’abri 

de la lumière, cette précipitation du carvédilol est attribuable à l’exposition prolongée à la lumière.  

Cette expérience a également pour objectif de déterminer si les CDs ont précipité avec le temps. Les 

reconstitutions des courants ioniques des CDs et du carvédilol sont présentées Figure 71. D’une part, 

le carvédilol est moins intense dans l’échantillon issu de la solution en présence de RAMEB (4.79*105) 

que dans celle en présence de γCD (1.56*106), en adéquation avec les chromatogrammes UV-Vis. 

D’autre part, il est notable que la RAMEB est absente de l’échantillon (ou en très faible quantité et se 

confond avec la ligne de base). A l’inverse, la γCD est présente dans la phase solide (tr = 0.54 min) 

malgré 4 lavages à l’eau, indiquant sa précipitation avec le temps sous forme libre ou complexée (avec 

le carvédilol ou les produits de dégradation). Cette observation permet également d’expliquer la 

quantité de solide pesée sur le filtre, de 4.9 mg/mL, comprenant donc également la γCD. 
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Figure 71 : Chromatogrammes RIC des m/z (CDs + carvédilol) dans les précipités observés dans les solutions de carvédilol en 
présence de RAMEB (a) et de γCD (b) après 9 mois d’exposition à une lumière standardisée à 25°C. Le solide prélevé a été lavé 
d’eau milliQ. 

La concentration de 61.5 mM étant largement inférieure à la solubilité aqueuse de cette CD (179 mM), 

et les lavages réalisés à l’eau, il est envisageable que la formation d’un ou plusieurs complexes 

insolubles soient responsables de cette précipitation. Cependant, au vu du nombre de produits de 

dégradation, il n’est pas possible de déterminer quel composé est responsable de la formation d’un 

tel objet.  

Il en résulte, d’après l’ensemble de ces analyses, que malgré une teneur en carvédilol similaire après 9 

mois en enceinte climatique photo-exposée, la composition des échantillons diffère en certains points 

en fonction de l’absence ou la présence de CDs et de leur nature. Tout d’abord, un précipité est présent 

dans les solutions aqueuses contenant les CDs et absent de la solution témoin. De nombreux produits 

de dégradation sont communs aux trois échantillons, dont certains observés comme partiellement 

solubles dans les solutions en présence de CDs. Les composés concernés par l’augmentation de la 

valeur de leurs aires lors de l’analyse par UHPLC en phase inverse des solutions reprises dans le DMSO 

ont un temps de rétention supérieur au carvédilol, supposant une plus faible polarité. De plus, cette 

augmentation d’aire est davantage marquée dans la solution de γCD, notamment pour le composé 

discuté élué à 6.02 min. Ces observations pourraient indiquer la présence d’un effet solubilisant des 

CDs sur les produits de dégradation du carvédilol peu solubles et générés dans les conditions étudiées. 

L’observation de la γCD dans le solide analysé pourrait également indiquer la formation d’un complexe 

insoluble avec un ou plusieurs produits de dégradation, alors que l’absence de RAMEB dans le solide 

correspondant indiquerait l’inverse. Enfin, le carvédilol est en quantité majoritaire dans le précipité 

issu de la solution de γCD, et inversement, les produits de dégradation sont majoritaires dans le solide 

généré dans la solution de RAMEB. Cette dernière observation implique que la précipitation du 
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complexe γCD – carvédilol est une hypothèse qui ne peut être exclue, appuyée par les diagrammes de 

solubilité réalisés précédemment.  

Avec l’objectif de comprendre le changement d’allure des courbes de solubilité obtenues entre le 6ème 

et le 9ème mois d’étude de photostabilité observé sur la Figure 65, l’hypothèse suivante peut être 

formulée sur la base des observations précédentes : La chute de la teneur en carvédilol dans la solution 

en présence de RAMEB peut s’expliquer par l’augmentation progressive de la quantité de produits de 

dégradation, partiellement solubilisés par la RAMEB. Il s’en suit un nombre important de composés en 

solution, induisant potentiellement de nouveaux équilibres avec les CDs, jusqu’à un déplacement des 

équilibres engendrant la précipitation du carvédilol et un effet protecteur moins efficace. Suivant cette 

hypothèse, la constante d’association du carvédilol avec la γCD (225 M-1) étant plus faible qu’avec la 

RAMEB (317 M-1), cette compétition peut avoir un effet plus fort sur la précipitation du carvédilol dans 

la solution de γCD.  

Cette discussion est basée sur la teneur en carvédilol, les différences et les ressemblances des produits 

de dégradation, mais leur nature n’a pas été discutée dans un premier temps pour davantage de clarté. 

Afin de terminer cette étude de photostabilité du carvédilol en présence ou en absence de CDs (γCD, 

RAMEB), l’identification de la nature des produits de dégradation par UHPLC-HRMS a donc été 

développée.  
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II.1.4.2.2. Identification des masses et hypothèses de structures des produits 

de dégradation 

La spectrométrie de masse haute résolution couplée à la chromatographie liquide est la technique 

d’analyse idéale pour déterminer la nature des composés contenus dans un mélange complexe. 

Particulièrement dans le cas de l’analyse de produits de dégradation (DP), la spectrométrie de masse 

en tandem (MS/MS) peut apporter des informations à propos de la position des modifications 

apportées sur la molécule dégradée. La Figure 72 reprend les spectres de fragmentation MS/MS du 

carvédilol ([M+H]+) réalisés à deux énergies de collision, utile pour déterminer les principaux sites de 

coupures et les fragments caractéristiques de cette structure. Le spectre réalisé en mode négatif ([M-

H]-) n’est pas représenté en raison de la faible quantité d’informations que cette fragmentation génère, 

redondantes avec le mode positif. Néanmoins, la correspondance de l’ensemble des fragments 

obtenus dans les deux modes d’ionisation est schématiquement représentée sur la Figure 72 (c), 

mettant en évidence des fragments caractéristiques telles que la perte du groupement carbazole 

hydroxylé (m/z 224.1283) ou du méthoxyphenyle hydroxylé (m/z 283.1454). Il est également notable 

que cette structure génère ne nombreux fragments correspondant à différents sites de coupures le 

long de la chaine aliphatique, permettant d’envisager la position de modifications portées par les 

produits de dégradation.  
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Figure 72 : Spectre de fragmentation MS/MS de l’ion [carvédilol + H]+ obtenu à une énergie de collision (EC) de 20 eV (a) et de 
30 eV (b). (c) Schéma représentatif des fragments observés sur les spectres MS/MS obtenus en mode positif et négatif. 

Afin de déterminer les structures des principaux produits de dégradation discutés précédemment et 

repris par la Figure 68, la mesure de masse précise permet dans un premier temps de proposer des 

formules brutes, par comparaison avec la masse exacte théorique. Le Tableau 15 reprend les m/z 

mesurés mis en comparaison avec les m/z théoriques de formules brutes en adéquation avec les 

constituants des solutions analysées (carvédilol, H2O, HCl, CDs). 
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Tableau 15 : Masses précises mesurées de certains produits de dégradation associées aux propositions de masses exactes 
théoriques et des formules brutes correspondantes 

Produit de 

dégradation 

(DP) 

Temps de 

rétention 

(min) 

m/z 

expérimental 

m/z 

théorique 

Δ 

(ppm) 

Δ 

(mDa) 

Formule 

brute 

proposée 

Excès 

de 

masse 

relatif* 

Carvédilol 4.95 407.1972 407.1971 0.2 0.1 C24H27N2O4
+ 1.00 

        

1 1.46 242.1401 242.1387 5.8 1.4 C12H20NO4
+ 1.19 

2** 2.14 188.0359 188.0348 5.8 1.1 C10H6NO3
+ 0.39 

3** 2.41 387.1541 387.1556 -3.9 -1.5 C20H23N2O6
+ 0.82 

4 2.55 301.1557 301.1552 1.7 0.5 C17H21N2O3
+ 1.07 

5** 2.65 172.0764 172.0762 1.2 0.2 C11H10NO+ 0.92 

6 3.92 

423.1915 423.1920 -1.2 -0.5 C24H27N2O5
+ 0.93 7 4.03 

8 4.19 

9 4.53 451.1865 451.1869 -0.9 -0.4 C25H27N2O6
+ 0.85 

10 4.75 198.0548 198.0555 -3.5 -0.7 C12H8NO2
+ 0.57 

11 6.01 
602.2291 602.2291 0.0 

0 

 
C36H32N3O6

+ 0.79 
12 6.46 

13** 7.73 
795.2415 795.2431 -2.0 -1.6 C46H36N4O8Na+ 0.69*** 

14** 8.02 

* L’excès de masse a été défini comme étant le rapport de la partie décimale sur la masse précise mesurée. Les valeurs 
indiquées sont relatives à l’excès de masse du carvédilol afin de facilité leur lisibilité. 
** Produits de dégradation dont seules les formules brutes proposées ont été obtenues, les spectres de fragmentation 
n’étant pas informatifs et les formules développées difficilement déterminables. 
*** Correspondant à un adduit sodium, la masse précise a été corrigée pour simuler le m/z de l’adduit [M+H]+ afin de 
permettre la comparaison de l’excès de masse avec celui du carvédilol : [M+Na]+ (795.2415) – [Na]+ (22.9898) + [H]+ (1.0075). 

 

Le produit élué à 1.46 min (m/z 242.14, DP1) correspond, d’après la mesure de masse précise à la perte 

du groupement carbazole. Le spectre MS/MS de ce produit de dégradation, commun et en quantité 

voisine dans tous les échantillons, est représenté Figure 73 (a). Il est notable que l’ensemble des 

fragments générés sont communs à ceux observés lors de la fragmentation du carvédilol, confirmant 

ainsi la proposition de formule développée correspondant à la perte du groupement carbazole. Le 

second produit de dégradation issu de la simple rupture d’une liaison du carvédilol est l’ion de m/z 

301.16 (tr = 2.55 min, DP4) dont la formule brute indique la perte du groupement méthoxyphenyle, 

confirmée par la fragmentation MS/MS (Figure 73 (b)).  Il est notable que ce DP4 est significativement 
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moins présent dans les solutions en présence de CDs, indiquant potentiellement un effet protecteur 

de son inclusion dans la cavité des CDs étudiées (Figure 68). 

La mesure de masse précise apporte également des informations à propos des proportions carbone / 

hydrogène / oxygène / azote, à travers l’observation de l’excès de masse mesuré. Pour davantage de 

lisibilité d’interprétation, les excès de masse des produits de dégradation ont été normalisés sur celui 

du carvédilol (Tableau 15). Il est notable qu’à l’exception des deux produits de dégradation 

correspondant aux simples pertes des groupements aromatiques, l’excès de masse des produits de 

dégradation est inférieur à celui du carvédilol. Cette observation est un indicateur (dans le cas de 

molécules ne possédant que des C, H, N et O) d’une augmentation du nombre d’oxygène et/ou 

d’insaturations en comparaison du carvédilol. Dans le cas des DP1 et DP4, le plus haut excès de masse 

est expliqué par la perte de groupements aromatiques et donc d’insaturations, augmentant en terme 

de proportion le nombre d’hydrogènes de la structure.  

 

Figure 73 : (a) Spectre MS/MS annoté du DP1 ([M+H]+, m/z 242.14, EC = 20 eV). (b) Spectre MS/MS annoté du DP4 ([M+H]+, 
m/z 301.16, EC = 20 eV). 

L’observation du DP1 implique la présence du groupement carbazole dans les solutions étudiées, mais 

ce dernier n’a pas été détecté lors de ces analyses. L’hypothèse de la dégradation de ce groupement 

libre peut alors être formulée, liée aux conditions de l’études de stabilité (pH acide, exposition à la 

lumière). Parmi les produits de dégradation observés, le DP10 (m/z 198.05 ; tr = 4.75 min) serait en 

accord avec une formule brute correspondant au groupement carbazole oxydé (Schéma 14). Il est 

remarquable que le temps de rétention de cette molécule, voisin de celui du carvédilol, est 
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particulièrement long en comparaison de sa taille. Un tel temps de rétention est cohérent avec la 

littérature qui rapporte que le 4-hydroxyxcarbazole est davantage retenu par HPLC sur phase 

stationnaire inverse que le carvédilol [167]. 

 

Schéma 14 : Proposition de formule développée du DP10 ([M+H]+, m/z 198.05) 

Comme observé précédemment sur la Figure 69, ce produit de dégradation fait partie des constituants 

du mélange générant une absorption dans le visible, envisageable par la modification de la conjugaison 

liée à l’ajout des deux groupements cétone. Il est reporté que ce composé possède un pic d’absorbance 

à 401 nm dans l’éthanol, confirmant l’augmentation de la longueur d’onde d’absorption du 

groupement carbazole par l’ajout des deux fonctions cétone [168].  

Les DP6, DP7 et DP8 sont des isomères (m/z 423.19, tr = 3.92 ; 4.03 ; 4.19 min) dont la formule brute 

s’accorde avec une hydroxylation du carvédilol. Pour ces trois isomères, les spectres de fragmentation 

MS/MS sont similaires et permettent de conclure que l’hydroxylation se situe sur le groupement 

carbazole (Figure 74 (a), (b) et (c)). En effet, des fragments caractéristiques du carvédilol de la partie 

aliphatique et de la perte du groupement méthoxyphenyle sont présents sur l’ensemble des spectres 

MS/MS. A l’inverse, les fragments caractéristiques du groupement carbazole ont un m/z plus grand 

d’une valeur de 15.9948 et mettent en évidence l’ajout d’un oxygène sur ce groupement.  
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Figure 74 : Spectres MS/MS des isomères du carvédilol mono-hydroxylé.(a) Spectre MS/MS annoté du DP8 ([M+H]+, m/z 
423.19, EC = 25 eV). (b) Spectre MS/MS annoté du DP7 ([M+H]+, m/z 423.19, EC = 25 eV). (c) Spectre MS/MS annoté du DP6 
([M+H]+, m/z 423.19, EC = 25 eV). 

Les DP11 et DP12 (m/z 602.2291 ; tr = 6.01 ; 6.46 min) discutés précédemment comme étant les 

produits de dégradation majoritaires dans les trois solutions étudiées sont des isomères. Ils présentent 

comme le DP10 une absorption dans le visible, ont été définis comme en partie responsables de la 

coloration des solutions et identifiés comme appartenant aux précipités présents dans les solutions en 

présence de CDs. La masse précise mesurée est en accord avec l’hypothèse de l’ajout du DP10 sur le 

carvédilol, concordant avec cette absorption dans le visible. Les spectres MS/MS de ces deux isomères 

sont similaires et présentent des fragments communs au carvédilol, seules les intensités des fragments 

diffèrent entre ces deux isomères (Figure 75 (a) et (b)). En effet, les fragments de la chaine aliphatique 

et la perte du groupement méthoxyphenyle sont identifiés, indiquant une nouvelle fois que la 

modification chimique se porte sur le groupement carbazole. De plus, l’ensemble des fragments 

correspondant à la partie carbazole du carvédilol voient leur m/z augmenté de C12H5NO2, confirmant 

l’ajout d’un groupement de la même formule brute que le DP10 sur le carbazole.  
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Figure 75 : (a) Spectre MS/MS annoté du DP12 ([M+H]+, m/z 602.23, EC = 35 eV). (b) Spectre MS/MS annoté du DP11 ([M+H]+, 
m/z 602.23, EC = 35 eV). 

Parmi les autres produits de dégradation observés, les mesures de masses précises des DP2, DP3, DP5, 

DP13 et DP14 mènent à des propositions de formules brutes difficilement interprétables. En effet, les 

DP2 et DP5 (m/z 188.04 et 172.08) sont des molécules de petite taille au nombre d’insaturations élevé, 

limitant les possibilités d’écriture de formules développées et ne générant que peu d’ions lors de la 

fragmentation MS/MS, probablement en raison d’une forte conjugaison.  

Le DP3 (m/z 387.15) génère, lors de sa fragmentation, des ions caractéristiques du carvédilol, 

correspondant à la chaine aliphatique et au groupement méthoxyphenyle (Figure 76). Cette analyse 

permet de mettre en évidence que la dégradation est située sur le groupement carbazole, qui d’après 

la mesure de masse précise, aurait C8H4NO3 comme formule brute. Une nouvelle fois, ce groupement 

est plus petit et oxydé que le groupement carbazole et les analyses réalisées n’ont pas permis 

d’approfondir sa caractérisation. 
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Figure 76 :  Spectre MS/MS annoté du DP3 ([M+H]+, m/z 387.15, EC = 25 eV). La différence de masse précise entre l’ion parent 
(387.154) et le fragment 263.1027 correspond à la perte de neutre du groupement méthoxyphenyle du carvédilol. 

Les DP13 et 14 (m/z 795.24) sont détectés comme étant des ions isobares mais leur fragmentation 

MS/MS diffère (Figure 77 (a) et (b)). Le DP13 (tr = 7.73 min) détecté sous forme d’adduit sodium ne 

génère qu’un ion au m/z de 409.1154 qui, le considérant comme un adduit sodium également, serait 

en adéquation avec la perte d’un neutre de masse 386.1261, correspondant alors à M/2 de cet adduit 

[M+Na]+ du DP13. La fragmentation MS/MS du DP14 (tr = 8.02 min) est plus informative dans la mesure 

où un fragment caractéristique du carvédilol est observé, au m/z de 224.1281. Néanmoins, ces 

informations ne permettent pas de déterminer la structure de ce/ces produits de dégradation, sur 

lesquels la dégradation du carvédilol semble être une nouvelle fois située sur le groupement carbazole.  

 

Figure 77 : (a) Spectre MS/MS annoté du DP14 ([M+Na]+, m/z 795.24, EC = 40 eV). (a) Spectre MS/MS annoté du DP13 
([M+Na]+, m/z 795.24, EC = 40 eV). 

Enfin, le DP9 (m/z = 451.19, tr = 4.53 min) a également été défini comme étant un dérivé oxydé du 

carvédilol. La fragmentation MS/MS de ce produit de dégradation permet d’identifier le site de 

modification chimique, situé sur ou à proximité du groupement carbazole (Figure 78). Néanmoins, les 
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mesures de masses précises correspondant à l’ajout de CO2 sur la structure, la détermination de la 

formule développée n’a pu être déterminée.  

 

Figure 78 : (a) Spectre MS/MS annoté du DP9 ([M+H]+, m/z 451.19, EC = 25 eV). La différence de masse précise entre l’ion 
parent (451.1855) et les fragments 407.1940 et 327.1340 correspondent respectivement à la perte des neutres CO2 et 
méthoxyphenyle. 

L’analyse de ces produits de dégradation ayant été réalisée après 9 mois d’étude de photostabilité, la 

structure de certaines molécules pourrait correspondre à des sous-produits de dégradation. D’une 

part, la présence du DP1 en quantité importante et l’absence du groupement carbazole libre semble 

indiquer que ce dernier est rapidement modifié par les conditions d’exposition. D’autre part, 

l’observation de produits de dégradation ayant une masse significativement plus grande que celle du 

carvédilol (DP11, 12, 13 et 14) indique qu’une première étape de coupure a lieu suivie d’une seconde 

étape de formation entre le produit généré et le carvédilol. Les isomères de m/z 602.23 illustrent cette 

formation de produits de dégradation, leur structure pouvant correspondre à l’ajout d’un groupement 

carbazole (préalablement modifié ou non) sur le carvédilol. Il est notable que l’ensemble des 

modifications chimiques sont localisées sur le groupement carbazole, en présence ou en absence de 

CDs.  
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II.1.5. Conclusion 

La comparaison systématique de l’αCD, la βCD, la γCD, l’HPβCD, l’HPγCD et de la RAMEB en 

concentration identique de 10 mM dans différents milieux a permis d’obtenir une vision globale de 

l’efficacité des CDs et des données homogènes sur la solubilisation du carvédilol en milieu aqueux. Ces 

données ont mis en évidence une dépendance de l’efficacité des CDs selon le milieu. En effet, la γCD 

et l’HPγCD ont montré un effet solubilisant plus fort que la βCD et l’HPβCD dans l’eau pure, le tampon 

acétate et HCl alors que l’inverse est observé en tampon citrate. Le pH des tampon acétate et citrate 

étant identique, cette comparaison met en évidence la présence d’interactions différentes 

uniquement liée à la nature du tampon utilisé, soulignant l’importance d’étudier différents milieux. 

Cette observation peut notamment expliquer en partie la disparité des informations de solubilité 

issues de la littérature. Il est évident que la concentration cible fixée en carvédilol (12.3 mM), 

nécessaire à une posologie admissible chez l’enfant, n’est atteignable par les CDs que par l’ionisation 

du carvédilol à pH acide. Parmi les milieux étudiés, HCl apparait comme étant le plus efficace, 

notamment grâce à la cinétique de dissolution particulière du carvédilol dans ce milieu. L’ajout d’HCl 

à hauteur de la molarité du carvédilol en suspension dans une solution de CDs, concentrée à un rapport 

molaire de 5 pour 1, permet la solubilisation totale et rapide du carvédilol concentré à 12.3 mM. La 

stabilité de cette solution est dépendante de la nature des CDs utilisées, la RAMEB ayant montré une 

plus haute efficacité en terme de conservation d’une solution limpide, suivi de l’HPγCD et de la γCD. 

Avec l’objectif de l’application d’une nouvelle formulation orale de carvédilol, la γCD a été davantage 

étudiée en raison de son autorisation dans la Pharmacopée européenne. De façon plus fondamentale, 

les études en présence de RAMEB ont également été approfondies, ce dérivé de la βCD étant la CD la 

plus efficace quel que soit le milieu étudié. 

Les associations entre le carvédilol et la γCD ou la RAMEB (approximées par la DIMEB) observées par 

DOSY ont été déterminées comme étant des complexes d’inclusion, sur la base d’expériences RMN 

montrant des variations de déplacements chimiques spécifiques des protons situés à l’intérieur de la 

cavité des CDs. Les expériences RMN ROESY ont permis de démontrer la proximité des groupements 

cycliques du carvédilol avec l’intérieur de la cavité des CDs, démontrant que la variation des 

déplacements chimiques observée est due à la proximité des H des CDs avec le carvédilol. Cette 

expérience a également mis en évidence que les deux groupements aromatiques du carvédilol, soit les 

groupements carbazole et méthoxyphenyle, sont inclus dans la γCD et la DIMEB. Etant séparés par une 

chaine aliphatique, ces deux groupements ne peuvent être inclus qu’à l’intérieur de deux molécules 

de CDs, menant à une interrogation concernant la stœchiométrie du ou des complexes formés, d’une 

valeur de 1:1 ou de 2:1 (CD:carvédilol). La stœchiométrie a été déterminée de 1:1 grâce à l’expérience 

de Job mais également par différentes expériences de titration réalisées par ITC, l’obtention de cette 
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même information par deux approches confortant cette stœchiométrie. Deux complexes d’inclusion 

coexistent donc, par l’inclusion du groupement carbazole ou du groupement méthoxyphenyle. Il a été 

remarqué que la variation de déplacements chimiques de certains protons du carvédilol observée lors 

de l’expérience de Job présente des allures particulières, indiquant la présence d’un ou plusieurs 

équilibres tiers. L’observation d’une variation du paramètre observé par RMN 1H ou par ITC lors de 

l’analyse de solutions de carvédilol à différentes concentrations a mené à l’hypothèse que cet équilibre 

correspond à une auto-association du carvédilol. L’expérience DOSY a néanmoins montré une faible 

augmentation de la taille de cet objet en comparaison du carvédilol à l’état libre et isolé, menant à 

l’hypothèse de la formation d’un dimère de carvédilol avec l’augmentation de sa concentration, 

pouvant être en partie responsable de sa faible solubilité en milieu aqueux. 

Les constantes d’association du carvédilol avec la γCD et la RAMEB ont été déterminées avec précision 

par ITC, respectivement à 225 ± 30 M-1 et 317 ± 47 M-1, grâce à un protocole d’analyse approprié à 

l’analyse des complexes d’inclusion qui sont régis par des constantes modérées. Enfin, la photostabilité 

du carvédilol en présence ou en absence de γCD ou de RAMEB a été évaluée en milieu HCl. Il est apparu 

un effet protecteur entre le 1er et le 6ème mois d’exposition, davantage prononcé en présence de 

RAMEB, en accord avec les constantes d’association déterminées. Néanmoins, cet effet protecteur 

n’est plus visible au 9ème mois d’exposition, menant à l’hypothèse selon laquelle les produits de 

dégradation générés et partiellement solubilisés par les CDs induisent des équilibres d’inclusion 

supplémentaires en compétition avec le carvédilol. Les produits de dégradation générés sont très 

majoritairement des modifications chimiques de la partie carbazole, le produit de dégradation 

majoritaire étant une addition d’un groupement carbazole di-oxygéné sur le carvédilol. Enfin, il est 

notable que les CDs étudiées ont un effet protecteur sur l’hydrolyse de la partie méthoxyphenyle, 

observée dans la solution témoin et en quantité moindre en présence de CDs. 

Enfin, l’utilisation de la quantité en CDs nécessaire à solubiliser le carvédilol (5 équivalents) est en 

faveur d’une augmentation de la biodisponibilité de cette substance active lors de son administration 

par voie orale. La dissociation aisée du complexe par dilution après ingestion, liée aux constantes 

d’association modérées est également un paramètre en faveur de cette augmentation de la 

biodisponibilité. L’obtention d’une solution aqueuse, dans un milieu acceptable pour cette voie 

d’administration avec ces proportions de CDs représente donc un moyen intéressant pour la mise au 

point d’une nouvelle formulation liquide de carvédilol à destination pédiatrique. 
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II.2. Mise en place d’une approche de caractérisation des mélanges de dérivés de CDs 

II.2.1. Introduction 

La caractérisation des mélanges de CDs est peu décrite dans la littérature ou se limite à la 

détermination du degré de substitution (DS) moyen. Afin de pouvoir appréhender ou rationnaliser les 

différents effets qui découlent de l’utilisation de ces mélanges, une caractérisation plus précise est 

nécessaire. En effet, Holm et coll. ont mis en évidence des différences de constantes d’association de 

l’ordre de 2000 M-1 entre l’acide glycodeoxycholate et deux lots de MeβCD au DS moyen similaire 

[120]. Cette différence ne peut s’expliquer que par une composition différente, qui n’est pas détectée 

par la seule utilisation du DS comme descripteur. Le développement de méthodes de chromatographie 

liquide en phase inverse, réalisé par Elfakir et coll. pour l’analyse de différentes MeβCD, permet grâce 

au couplage à la spectrométrie de masse d’apprécier la complexité de ces mélanges [130]. En effet, la 

reconstitution des courants ioniques de chaque DS met en évidence la présence de nombreux 

isomères, dont les temps de rétention sont étendus. L’utilisation de la chromatographie liquide 

couplée à la spectrométrie de masse représente aujourd’hui l’approche analytique offrant la meilleure 

description des mélanges complexes de dérivés de CDs. 

La mobilité ionique est une technique séparative qui a montré une bonne capacité à discriminer les 

isomères grâce à une différenciation en fonction de la taille et la forme des ions générés dans la source 

ESI [169,170]. Cette technique a déjà été utilisée afin de discriminer des oligosaccharides ou des 

disaccharides [171–173]. De plus, le temps de dérive des ions, analogue au temps de rétention en 

chromatographie liquide, est proportionnel à leur section efficace de collision (CCS) [105]. Cette 

grandeur intrinsèque offre la possibilité de comparer les CCS expérimentales avec celles calculées 

théoriquement à partir de modèles moléculaires [174].  

L’objectif de ce chapitre est d’étudier l’apport de cette technique séparative sur la caractérisation de 

CDs en mélange. Pour ce faire, un couplage UHPLC-IMS-HRMS sera utilisé pour la mise en place d’une 

approche permettant d’augmenter la quantité d’informations atteignable expérimentalement lors de 

l’analyse de mélanges, sans étape de purification. Dans ce cadre, un mélange de dérivés obtenus par 

l’ouverture du cis-époxyde d’oléate de méthyle par la βCD servira de modèle. Ce mélange constitue 

un cas idéal afin d’étudier les différences expérimentales observables dans la mesure où il est composé 

de 12 isomères de DS1, couvrant ainsi toute les régioisoméries et stéréochimies envisageables par 

cette réaction. De plus, l’oléate de méthyle greffé représente un groupement volumineux, susceptible 

de mettre en exergue les différences conformationnelles entre chaque isomère. Afin d’étudier les 

différences conformationnelles entre ces isomères et d’obtenir leurs CCS théoriques, leur modélisation 
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moléculaire sera réalisée. Enfin, la validation des résultats obtenus sera effectuée avec l’objectif de 

pourvoir appliquer cette approche pour d’autres mélanges de dérivés de CDs 

II.2.2. Etude expérimentale par le couplage UHPLC-IMS-MS/HRMS 

II.2.2.1. Le modèle des LipβCD 

Une synthèse de dérivés amphiphiles de CDs (les lipidyl cyclodextrines, LipCD) a été précédemment 

développée au laboratoire dans le cardre des travaux de recherche d’Estefania Oliva [175]. Réalisée 

par une voie de synthèse non sélective, cette synthèse mène à l’obtention de mélanges de différents 

DS contenant de nombreux isomères. Cette synthèse, one-pot, est réalisée dans un broyeur à billes 

vibrationnel, sans solvant et en condition acide (H2SO4), par l’ajout d’une CD (αCD, βCD, γCD, HPαCD, 

HPβCD ou HPγCD) et de l’époxyde d’oléate de méthyle. Les rendements obtenus, compris entre 28% 

(γCD) et 55% (βCD), sont considérés comme bons [176]. Dans ce chapitre, nous nous focaliserons sur 

la caractérisation de ce mélange reproductible de dérivés amphiphiles de la βCD, nommés les LipβCD 

(Schéma 15). 

 

Schéma 15 : Schéma réactionnel de la formation des LipβCD par la réaction entre la βCD et l’époxyde d’oléate de méthyle 
réalisée dans un broyeur à billes en condition acide.  

Après une purification sur chromatographie flash destinée à éliminer la βCD n’ayant pas réagi, l’analyse 

de ce produit par spectrométrie de masse (MS) par infusion a été réalisée. Le spectre de masse obtenu 

montre la présence d’un taux de greffage allant jusqu’à 3 oléates de méthyl portés par la βCD (Figure 

79). Cette analyse permet, via la mesure des intensités absolues des ions correspondant aux différent 

DS de calculer le DS moyen du mélange, déterminé à 1.4. Il est à noter que des petites variations de 

DS calculés sont observées en fonction du mode d’ionisation de la MS [176].  

βCD βCD

*
*

Ra ≠ Rb = CH3 ou
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Figure 79 : Spectre MS obtenus par infusion du produit de synthèse après purification sur chromatographie flash. Les DS1, DS2 
et DS3 sont observés sous forme d’adduit [M+Na]+. 

II.2.2.2. Chromatographie liquide (UHPLC) 

L’analyse par chromatographie liquide en phase inverse, sur une colonne C8, permet d’observer la 

complexité du mélange obtenu, le courant ionique reconstitué (RIC) de chaque DS comprenant une 

grande quantité d’isomères. Cette méthode chromatographique offre une séparation appréciable des 

isomères de DS=1, mais un nombre d’isomères de DS supérieur associé à un caractère apolaire 

davantage marqué rend leur séparation plus délicate (Figure 80). Les DS1 seront donc exploités dans 

ce chapitre, afin de déterminer si leur caractérisation est réalisable sans étape préalable de 

purification. 

 

Figure 80 : Courants ioniques reconstitués (RIC) ([M+Na]+) du DS1 (m/z 1469.63), DS2 (m/z 1781.89) et DS3 (m/z 2094.16) 
extrait de l’analyse du produit réactionnel par chromatographie liquide en phase inverse (C8). Conditions : Débit 0.4 mL/min; 
Température 40°C ; gradient H2O:MeOH 60:40 (0 min), 20:80 (10 min), 0:100 (12 min), 0:100 (15 min), 60:40 (16 min), 60:40 
(20 min). 

Le RIC des DS1 permet l’observation de 12 pics chromatographiques, menant à la conclusion que cette 

réaction n’est ni régiosélective ni stéréosélective. En effet, au regard des possibilités réactionnelles des 

réactifs utilisés, le nombre de 12 isomères correspond au greffage sur les 3 hydroxyles de la βCD (OH2, 
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OH3 et OH6), aux 2 positions portant l’époxyde sur l’oléate de méthyl (C9 et C10) et aux 2 orientations 

de l’ouverture de l’époxyde (100 % sous forme cis) par les hydroxyles de la βCD (Figure 81). En accord 

avec ces 12 possibilités, la nomenclature attribuée de ces produits est reprise dans le Tableau 16. 

 

 

Figure 81 : (Haut) Schématisation générale de l’ouverture de l’époxyde d’oléate de méthyle par la βCD, menant à 12 isomères 
par l’implication des trois hydroxyles libres de la βCD. (Bas) RIC des DS1 annoté des numéros d’isomères, correspondant à 
l’ordre de leur élution dans ces conditions chromatographiques.  

Tableau 16 : Nomenclature des 12 isomères de DS1 de LipβCD. 

  Position de greffage sur la βCD 

  OH2 OH3 OH6 

Position de 

greffage sur 

l’oléate de 

méthyle 

C9 
LipβCD(OH2, C9, RR) 

LipβCD(OH2, C9, SS) 

LipβCD(OH3, C9, RR) 

LipβCD(OH3, C9, SS) 

LipβCD(OH6, C9, RR) 

LipβCD(OH6, C9, SS) 

C10 
LipβCD(OH2, C10, RR) 

LipβCD(OH2, C10, SS) 

LipβCD(OH3, C10, RR) 

LipβCD(OH3, C10, SS) 

LipβCD(OH6, C10, RR) 

LipβCD(OH6, C10, SS) 

 

Il est remarquable que l’obtention de ces 12 isomères indique que les trois positions de la βCD ont 

réagi, dont l’hydroxyle OH3 malgré sa faible réactivité. Les positions OH2, les plus acides, ont 

également réagi alors que des conditions défavorables ont été employées (conditions acides). Ces 
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informations mettent en évidence la difficulté d’assignation des pics chromatographiques à une 

structure d’isomère, la réactivité dans le broyeur à billes sans solvant étant donc peu conventionnelle.  

Cependant, les pics chromatographiques montrent une différence d’intensité selon l’isomère observé, 

indiquant une différence de réactivité. Considérant le facteur réponse de ces composés comme étant 

identique, 4 isomères (3, 4, 7 et 8) semblent être en quantité supérieure alors que les 8 autres sont en 

quantité similaire (1, 2, 5, 6, 9, 10, 11 et 12).  

II.2.2.3. La fragmentation MS/HRMS 

Afin d’essayer de différencier ces isomères, leur fragmentation par MS/MS a été réalisée à travers la 

sélection de l’adduit majoritaire, correspondant au [M+Na]+ (m/z 1469.696). Cette technique permet 

de fragmenter l’ion sélectionné par collision avec un gaz neutre, ici de l’hélium. L’énergie de collision 

optimale a été expérimentalement déterminée à 95 eV, permettant d’observer un maximum d’ions 

fragments tout en conservant l’ion parent sélectionné visible. La fragmentation MS/MS peut s’avérer 

utile pour différencier les isomères de position, notamment si les fragments générés sont 

caractéristiques et différenciants d’une position de greffage. Il est à noter qu’une séparation 

chromatographique des isomères de DS1 est intéressante pour la mise en place de cette analyse dans 

la mesure où aucune co-élution n’est observée. En effet la sélection d’un m/z, identique dans le cas 

d’isomères, est une limite lors de l’analyse MS/MS d’isomères s’ils ne sont pas correctement séparés 

en amont de la MS. Les spectres MS/MS obtenus n’ont montré aucun fragment caractéristique, les 

ions fragments générés étant tous communs aux 12 isomères de DS1. Toutefois, on peut constater des 

diférences d’intensités entre certains spectres (Figure 82 (a)) alors que d’autres sont identiques. A titre 

illustratif, la Figure 82 (b) regroupe les spectres MS/MS obtenus par la fragmentation des ions 

correspondant aux isomères 1, 2, 5 et 6, mettant en évidence l’obtention de spectres identiques pour 

ces 4 isomères.  
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(a) (b) 

Figure 82 : (a) Spectres MS/MS des isomères 9, 4 et 1 (de bas en haut). (b) Spectres MS/MS des isomères 1, 2, 5 et 6 (de bas 
en haut). 

Cette observation a également été réalisée pour les isomères 3, 4, 7 et 8 ainsi que pour les isomères 

9, 10, 11 et 12. Malgré l’absence d’ions caractéristiques et différenciants, l’intensité des ions générés 

est donc variable selon les isomères analysés, autorisant un regroupement des isomères. L’observation 

de 3 groupes suppose, au regard des possibilités réactionnelles à l’origine des 12 isomères, qu’ils 

correspondent aux 3 positions de greffage de l’oléate de méthyle sur la βCD. 

Suite à cette observation, la comparaison de ces 12 spectres MS/MS a été réalisée par une analyse en 

composantes principales (ACP), un outil d’analyse statistique, descriptif et non supervisé, utilisé pour 

la comparaison simultanée de plusieurs spectres expérimentaux (RMN 1H, IR, etc..) [177]. Pour la 

réalisation de cette ACP, les échantillons correspondent aux 12 isomères et les variables aux intensités 

des fragments communs observés sur les spectres MS/MS. Un prétraitement de l’intensité des ions 

utilisé a été réalisé, selon l’Équation 9. 

Équation 9 : Prétraitement de la valeur des intensités des ions fragments. 

𝐼𝑓𝑟𝑎𝑔𝑚𝑒𝑛𝑡 → log (
𝐼𝑓𝑟𝑎𝑔𝑚𝑒𝑛𝑡

𝐼𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑡
) 

 

Sachant que la concentration des isomères est différente au regard des différences d’aires, et que 

l’intensité des ions observés en MS (parents et fils) est dépendante de la concentration, une première 

étape de normalisation est nécessaire à la comparaison des spectres MS/MS par ACP. Il est à noter que 

les spectres de masse sont toujours représentés normalisés sur le pic de base, correspondant au m/z 

le plus intense (e.g. Figure 82). Pour ce prétraitement, le choix de normaliser, pour chaque isomère, 

les intensités absolues sur l’intensité de l’ion parent a été pris, afin de minimiser les écarts d’intensités 

dus aux différences de concentrations. De plus, la transformation de ce rapport d’intensité par une 

fonction log a été choisie afin de minimiser les écarts de contributions entre les fragments les plus 
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intenses et ceux moins intenses. La Figure 83 représente l’effet de ces deux étapes de transformation 

sur les données d’entrée utilisées pour l’ACP, démontrant d’une part le regroupement des spectres 

MS/MS en fonction de leur ressemblance par l’étape de normalisation, et d’autre part la diminution 

de l’écart entre les valeurs absolues en fonction des fragments grâce à la transformation par la fonction 

log. Pour l’analyse par ACP de ces données, qui se base sur la comparaison de la variance des variables, 

la fonction log homogénéise l’apport de chaque variable à la construction de l’ACP (e.g. diminution de 

l’influence du m/z 659.3638 vis-à-vis du m/z 833.2560). Enfin, parmi les scaling utilisés avant la 

construction des ACP, le Pareto a été utilisé, consistant à centrer les données et à les réduire par la 

variance. Cette dernière étape permet une nouvelle fois d’augmenter la contribution des variables 

ayant une faible variance, tout en conservant des variances différentes entre chaque variable (en 

opposition au traitement Unit-Variance qui centre les données puis les réduit par l’écart-type). 

𝑦 = 𝐼 𝑦 =
𝐼

𝐼𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑡
 𝑦 = log (

𝐼

𝐼𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑡
) 

0 200 400 600 800 1000120014001600

0

50000

100000

150000

200000

250000

m/z

 Groupe bleu

 Groupe rouge

 Groupe noir

 

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
-2

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

m/z  

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

m/z  

(a) (b) (c) 

Figure 83 : Illustration de l’effet des transformations des données issues des spectres de fragmentation MS/MS. (a) Données 
brutes. (b) Normalisation sur l’intensité de l’ion parent. (c) Transformation par la fonction log des données normalisées sur 
l’ion parent.  

L’ACP obtenue est représentée sur la Figure 84 (a) et montre une nette différenciation des trois 

groupes, correspondant à priori à la position de greffage de l’oléate de méthyl sur la βCD (bleu, rouge 

et noir) selon la première composante principale. Cette composante illustre 88.3% de la variance totale 

des données d’entrées, indiquant que la discrimination majoritaire est représentée par la formation 

de ces trois groupes.  

L’observation des loadings est également informative. Représentés par les flèches bleues et 

correspondant à l’influence des variables d’entrée (i.e. de l’intensité des fragments prétraitées) sur le 

placement des échantillons, ils permettent d’interpréter l’ACP obtenue. Il est notable que les loadings 

orientés vers le groupe noir correspondent aux fragments ayant un fort excès de masse (e.g. m/z 

821.4163), alors que l’excès de masse de ceux orientés vers le groupe bleu est plus faible (e.g. m/z 

833.2560). L’observation de la partie décimale est un indicateur de la présence de l’oléate de méthyle 

car ce groupement apporte de nombreux atomes d’hydrogène (responsables de l’excès de masse) et 
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peu d’atomes d’oxygène ou d’insaturation (responsables d’une diminution de l’excès de masse). De 

plus, la masse précise de ces fragments est en accord avec une formule brute correspondant à des 

oligosaccharides portant (loadings orientés vers le groupe noir) ou non (loadings orientés vers le 

groupe bleu) l’oléate de méthyle. Cette ACP représente donc que la fragmentation MS/MS des 

isomères du groupe bleu mène à une dissociation plus prononcée de l’oléate de méthyle que la 

fragmentation du groupe noir. Le groupe rouge se situe au centre de l’ACP, indiquant que la 

conservation de l’oléate de méthyle se situe entre celle du groupe noir et celle du groupe bleu. 

 

 

(a) (b) 

Figure 84 : (a) ACP représentée en biplot (superposition du score plot et du loadings plot) obtenue à partir de l’intensité des 
fragments communs des 12 isomères. (b) RIC des DS1 annoté des groupes déterminés par l’expérience MS/MS. 

La deuxième composante principale n’est représentative que de 7.9% de la variance totale des 

données d’entrée. Il est observable que selon cette composante, le groupe rouge est différencié des 

groupes noir et bleu qui sont équivalents. L’orientation de deux loadings, correspondant aux fragments 

de m/z 1307.5757 (perte d’un glucose déshydraté, [M+Na]+) et 185.0405 (glucose déshydraté, 

[M+Na]+), semblent être à l’origine de cette différence. En effet, les données d’entrée mettent en 

évidence que, au sein du groupe rouge, seules ces deux variables ont une valeur inférieure où égale 

aux groupes noir et bleu (Figure 83 (c)). Pour toutes les autres variables, la valeur du groupe rouge se 

situe à l’intermédiaire des deux autres groupes. Sur l’ACP cela se traduit par une orientation des 

loadings à l’opposé du placement du groupe rouge. Il est à noter que l’implication de principalement 

deux variables dans la différenciation observée selon la CP2 peut expliquer le faible pourcentage de 

variance expliquée par cette composante. Enfin, l’ion de m/z 995.3152 (perte de l’oléate et d’un 

glucose déshydraté, [M+Na]+) semble être à l’origine du léger décalage du groupe rouge vers le groupe 

bleu. 
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Malgré aucun ion caractéristique et différenciant, cette expérience MS/MS a donc permis de former 

trois groupes attribués à la position de greffage sur la βCD au regard des possibilités réactionnelles de 

cette synthèse. L’utilisation de l’ACP, pertinente en raison du caractère commun des fragments, a 

montré que ce regroupement est valable d’un point de vue statistique, et a notamment permis une 

analyse rapide des raisons de ce regroupement. Cette approche offre donc la possibilité de rechercher, 

parmi les spectres MS/MS d’isomères ne présentant que des variations d’intensités de fragments, de 

mettre en évidence les ressemblances et différences (observation des échantillons) ainsi que leurs 

origines (observation des loadings), le tout associé à un pourcentage de variance expliquée. Ici, ce 

regroupement a permis d’annoter le chromatogramme des DS1 de LipβCD, comme représenté sur la 

Figure 84 (b). L’acquisition d’informations supplémentaires est néanmoins nécessaire à déterminer 

quelles sont les positions de greffage sur la βCD correspondant aux annotations (OH2, OH3 ou OH6). 

II.2.2.4. La mobilité ionique (IMS) 

L’apport d’une seconde technique sépartive incluse dans le spectromètre de masse, la mobilité 

ionique, a ensuite été étudié. Rapportée comme permettant la différenciation d’isomères grâce à sa 

capacité à discriminier des ions en fonction de leur taille et de leur forme, cette technique est 

prometteuse dans le cas des isomères de LipβCD. Dans la mesure où cette séparation a lieu en aval de 

la source d’ionisation, cette analyse ajoute une seconde dimension de séparation lors de l’analyse d’un 

mélange par chromatographie. La Figure 85 reprend les résultats de cette analyse, représentés afin 

d’observer cette séparation selon deux dimensions.  

  

Figure 85 : Représentation des deux dimensions de séparation obtenues par le couplage UHPLC-IMS-MS lors de l’analyse du 
mélange de LipβCD. Cette carte 2D a été obtenue par l’extraction des m/z correspondant aux DS1 ([M+Na]+, m/z 1469) et 
représente le temps de dérive (ordonnée) en fonction du temps de rétention (abscisse). 

Malgré des temps de dérive (dt) proches, une différence est observable en fonction des isomères, 

indiquant que cette technique peut être informative pour l’analyse de ces molécules. Pour une 

meilleure visibilité, la distribution du temps d’arrivée de chaque isomère (i.e. les taches observées 

Figure 85) a été extraite et représentée utilisant la section efficace de collision expérimentale (CCSexp) 
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en axe des abscisses (Figure 86), obtenues après la calibration de la cellule de mobilité avec un mélange 

de composés commerciaux. L’annotation en groupe de couleur issue des expériences MS/MS a été 

appliquée aux traces de mobilité extraites correspondantes.  
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Figure 86 : Superposition des traces de mobilité des 12 isomères de DS1, représentées avec les CCSexp en abscisse. Les couleurs 
représentent le regroupement réalisé par l’expérience MS/MS. 

D’après ces données, il est notable que le groupe bleu possède des isomères dont la CCS est la plus 

grande, avec des courbes les plus larges. La seconde observation qualitative porte sur le groupe rouge, 

dont les isomères ne semblent que très peu différenciés et posséder les plus faibles CCS. A 

l’intermédiare de ces observations se trouve le groupe noir qui possède 3 isomères aux distributions 

semblables et un isomère dont la CCS est plus grande. L’accès à la CCS qui est une grandeur intrinsèque, 

offre la possibilité de comparer ces données expérimentales avec des données théoriques, issues de 

modélisation moléculaire suivie du calcul des CCS des strucures modélisées [178].  

II.2.3. Etude théorique par modélisation moléculaire 

II.2.3.1. Génération des structures et des CCS théoriques 

Préambule : L’ensemble des calculs de modélisation moléculaire discutés dans ce chapitre a été réalisé 

par le Dr. Christine Cézard, MCU au LG2A. Il a été choisi d’effectuer l’exploration des structures 

théoriques par une approche de métadynamique, en opposition à la dynamique moléculaire classique. 

Cette approche consiste à introduire un biais énergétique permettant une large exploration des 

conformations envisageables. En effet, cet introduction d’énergie offre la possibilité aux structures 

stables de sortir de leur état de stabilité, menant à explorer d’autres conformations présentant 

potentiellement une plus haute stabilité. Cette approche théorique permet l’obtention d’une base de 

données conformationnelles conséquente, apportant une grande quantité d’informations théoriques. 

Les profils énergétiques obtenus sont des profils reconstruits et représentent l’énergie du système, 

débiaisée de l’énergie introduite. La quantité d’informations obtenues par rapport au coût de calcul de 

cette approche classe cette méthode comme peu couteuse en terme de calculs. La conformation des 12 
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isomères a donc été modélisée par métadynamique, dans une boîte d’eau, exploitant un champ de 

force adapté à la βCD et un second adapté à la chaine lipidique d’oléate de méthyle [179,180]. Le rayon 

de giration des molécules ayant été reporté comme une grandeur représentative de la compacité des 

structures, de façon analogue aux CCS, ce paramètre a été utilisé pour diriger la modélisation et pour 

la reconstruction des profils énergétiques [181]. Chaque simulation a duré 300 ns, menant à l’obtention 

de 300 000 structures par isomère modélisé. 

La modélisation moléculaire par métadynamique des 12 isomères DS1 de LipβCD a mené à une grande 

quantité de données théoriques. Pour chaque structure modélisée, sa CCS théorique (CCSth) a été 

calculée selon deux méthodes : la méthode des trajectoires (TM) et l’approximation par projection 

(PA). La Figure 87 montre que l’utilisation du rayon de giration (rg) est effectivement un paramètre 

représentatif de la CCS, une linéarité entre le rg et les CCS étant observée pour les structures les plus 

compactes. Néanmoins, il est notable que pour une même valeur de rg, la dispersion des valeurs de 

CCS correspondantes varie de 10 Å2 (rg ≈ 5.2 Å) à 40 Å2 (rg ≥ 7.5 Å). Cette figure met également en 

évidence que la méthode de calcul n’influence que la valeur absolue des CCSth calculées, la méthode 

TM (rouge) menant à l’obtention de CCS plus élevées qu’avec la méthode PA (noir). 

  

Figure 87 : Représentation pour l’isomère LipβCD(OH2, C9, RR) de la CCSth calculée, selon la méthode TM (rouge) ou PA (noir), 
en fonction du rayon de giration. 

Afin de réduire la quantité de conformations théoriques aux plus probables, l’extraction des structures 

aux énergies les plus faibles a été réalisée (fond de puits énergétique), sur une fenêtre de rg ± 0.1 Å 

(Figure 88 (a)). Il est remarquable que la dispersion des structures correspondantes, en terme de CCSth, 

est nettement supérieure au rg sélectionné, ce qui est cohérent avec les observations précédentes. 

Cette réduction a permis de réduire le nombre de conformations à environ 25 000 par isomère. 

L’obtention de largeur comparable en terme de dispersion (10 à 20 Å2), entre les données 

expérimentales et théoriques, met en évidence que les traces de mobilité contiennent potentiellement 

un grand nombre de conformations. Cette observation est à nuancer en raison de la résolution 
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expérimentale de la cellule de mobilité utilisée : l’analyse d’un isomère par une cellule de mobilité plus 

résolutive pourrait affirmer ou infirmer cette remarque.  

LipβCD(OH6, C9 , RR) 

 

280 300 320 340
0

200

400

600

 

A
b
o
n
d
a
n
c
e

CCS (Å
2
)  

(a) (b) 

Figure 88 : Représentation de l’extraction des structures modélisées les plus stables. (a) Profil énergétique reconstruit en 
fonction du rayon de giration, l’encadré représente le fond de puits énergétique correspondant à la zone d’extraction des 
structures les plus stables (rg Emin ± 0.1 Å)). (b) histogramme des CCS correspondantes aux structures extraites les plus stables, 
sur une fenêtre de rg ± 0.1 Å. 
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Figure 89 : Représentation des 12 distributions de CCSth obtenues après sélection des structures les plus stables (rg Emin ± 0.1 
Å). 

Cette approche de modélisation a donc permis d’obtenir des données théoriques du même format 

que les données expérimentales, soit une distribution de CCS par isomère (Figure 89). Néanmoins, il 

est à noter que l’écart entre la CCS la plus faible et la plus haute au sein des données théoriques est de 

46.46 Å2 alors que l’écart expérimental n’est que de 15.74 Å2, induisant une différence non négligeable. 

rg (Å)

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5

5

4

3

2

1

0

En
e

rg
ie

 (
kc

al
/m

o
l)

Emin
0.2 Å



 

167 
 

L’étape suivante est la comparaison de ces deux jeux de données, expérimentaux et théoriques, afin 

d’assigner les isomères de DS1 séparés par chromatographie aux isomères modélisés.  

II.2.3.2. Attribution des isomères de position sur la βCD 

La comparaison des CCSth avec des données expérimentales (CCSexp) est une approche reportée dans 

la littérature, dans le cadre de la différenciation d’un nombre limité d’isomères. Dans les études 

comparant un nombre important d’isomères, la démarche employée est d’effectuer un classement, 

croissant ou décroissant, des CCSexp et CCSth, menant à l’assignation des structures modélisées aux 

produits analysés par comparaison des classements [174,182]. Dans notre cas, le nombre de 12 

isomères, les faibles différences de CCSexp et la différence d’étendues entre les CCSexp et les CCSth 

imposent la mise en place d’une approche différente. La discussion sera donc par la suite uniquement 

focalisée sur la détermination des positions de greffage de l’oléate de méthyle sur la βCD, représentées 

par les couleurs bleue, rouge et noire sur la Figure 84 (b). 

Cette annotation réalisée par l’expérience MS/MS limite le nombre de possibilités d’assignation de 

position de greffage sur la βCD. En effet, seulement 6 hypothèses d’attributions peuvent être 

formulées, indiquées dans le Tableau 17. L’approche envisagée est donc de comparer, pour chaque 

hypothèse, le pourcentage de correspondances entre les données expérimentales et théoriques. 

Tableau 17 : Hypothèses d’attribution des régioisomères correspondant à la position de greffage sur la βCD, limitées au 
nombre de 6 grâce au regroupement effectué par l’expérience de fragmentation MS/MS. 

 Hypothèses 

Groupe (pic) H1 H2 H3 H4 H5 H6 

Bleu (1, 2, 5, 6) OH3 OH3 OH2 OH2 OH6 OH6 

Rouge (3, 4, 7, 8) OH6 OH2 OH3 OH6 OH3 OH2 

Noir (9, 10, 11, 12) OH2 OH6 OH6 OH3 OH2 OH3 

 

Pour ce faire, un classement par ordre décroissant des CCSexp et de la moyenne des CCSth (CCSth
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅) a été 

réalisé. L’utilisation de CCSth
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ est, dans la mesure où les histogramme de CCSth suivent une distribution 

normale, représentative du maximum des histogrammes de chaque isomère corrigé par les 

éventuelles différences de largeurs de distribution. Le Tableau 18 explicite, pour l’hypothèse 1 (H1), la 

démarche employée. La mise en place d’un système de score est nécessaire à la comparaion des CCSexp 

avec les CCSth, mais également pour classer les résultats obtenus pour chaque hypothèse. Défini par 

l’Équation 10, ses composantes seront détaillées indépendament pour davantage de clarté. 

Équation 10 : Système de score proposé pour permettre la comparaison des données théoriques et expérimentales. 

𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 =  
∑ 𝑥𝑖×|𝑀é𝑑𝑖𝑎𝑛𝑒𝐶𝐶𝑆𝑒𝑥𝑝−𝐶𝐶𝑆exp 𝑖|12

𝑖=1

∑ |𝑀é𝑑𝑖𝑎𝑛𝑒𝐶𝐶𝑆𝑒𝑥𝑝−𝐶𝐶𝑆exp 𝑖|12
𝑖=1
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 |MédianeCCSexp − CCSexp i| : Le critère différenciant observé sur les données expérimentales est 

la différence de dispersion des CCSexp en sein de chaque groupe, notamment la faible 

dispersions des isomères rouges et la plus forte dispersion des isomères bleus. Cette différence 

se traduit par certains isomères bleus ayant une grande CCSexp et d’autres non, alors que tous 

les isomères rouges ont une faible CCSexp. Correspondant à la plus grande différence du jeu de 

données, l’utilisation d’un facteur de pondération correspondant à l’écart à la médiane a été 

utilisé, représentatif de cette dispersion (Tableau 18).  

 Principe de la comparaion : Pour une position ni dans le classement décroissant des CCSexp et 

CCSth, si l’annotation (OH2, OH3 ou OH6) est identique alors le score attribué à cette position 

ni est maximal (égal au facteur de pondération). 

o 𝑥𝑖 : Cette variable a été ajoutée afin d’ajouter une liberté dans la comparaison des 

annotations pour une place ni. Dans le cas d’une correspondance parfaite (ni exp = ni th), 

𝑥𝑖 = 1, menant à un score égal au facteur de pondération (e.g. isomère 1). Ce score est 

divisé par 2 (𝑥𝑖 = 0.5) si l’annotation est différente à ni exp = ni th mais identique à ni exp 

= ni th ± 1 (e.g. isomère 5). Suivant le même principe, le score est divisé par 4 (𝑥𝑖 = 0.25) 

si une annotation identique est trouvée à ni exp = ni th ± 2 (e.g. isomère 11). Les valeurs 

de 𝑥𝑖 ont été déterminées arbitrairement, ayant l’objectif d’autoriser des 

correspondances positives à ni exp = ni th ±1 ou ni th ± 2 tout en diminuant 

significativement leur influence sur le score final. 

Tableau 18 : Démarche utilisée pour calculer le score de chaque hypothèse, explicitée pour l’hypothèse H1. 

 

 

Expérimental Classement (décroissant) Théorique

Score
Isomère CCSexp H1 Pondération ni exp ni th LipβCD

2 366.36 ± 0.20 OH3 11.35 1-OH3 1-OH3 (OH3, C9, SS) 350.87 1 11.35

1 361.77 ± 0.14 OH3 6.76 2-OH3 2-OH3 (OH3, C10, RR) 342.42 1 6.76

12 361.24 ± 0.22 OH2 6.24 3-OH2 3-OH2 (OH2, C10, SS) 339.90 1 6.24

5 359.31 ± 0.21 OH3 4.31 4-OH3 4-OH2 (OH2, C9, RR) 334.24 0.5 2.15

6 355.05 ± 0.28 OH3 0.05 5-OH3 5-OH3 (OH3, C9, RR) 330.80 1 0.05

10 355.02 ± 0.25 OH2 0.02 6-OH2 6-OH3 (OH3, C10, SS) 324.81 0.5 0.01

4 354.99 ± 0.19 OH6 0.02 7-OH6 7-OH2 (OH2, C9, SS) 324.49 0.5 0.01

7 353.59 ± 0.27 OH6 1.42 8-OH6 8-OH6 (OH6, C10, SS) 323.70 1 1.42

3 352.23 ± 0.22 OH6 2.77 9-OH6 9-OH2 (OH2, C10, RR) 321.73 0.5 1.39

9 352.04 ± 0.16 OH2 2.96 10-OH2 10-OH6 (OH6, C9, SS) 318.33 0.5 1.48

11 351.28 ± 0.32 OH2 3.73 11-OH2 11-OH6 (OH6, C10, RR) 313.04 0.25 0.93

8 350.62 ± 0.19 OH6 4.39 12-OH6 12-OH6 (OH6, C9, RR) 304.41 1 4.39

Somme 44.00 36.17

+1

-2
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L’application du système de score a été réalisée sur les 6 hypothèses d’attribution envisageables, 

menant à un score maximal pour l’hypothèse H1 (Figure 90 (gauche)), permettant d’assigner la position 

de greffage de l’oléate de méthyle des groupes bleu, rouge et noir respectivement aux positions OH3, 

OH6 et OH2 de la βCD (Figure 90 (droite)).  

Certaines limitations, liées au système de score sont néanmoins à relever. Il est notable que 

l’hypothèse H2 pour laquelle le groupe bleu est également assigné à un greffage en position OH3 a un 

score élevé. Ceci peut s’expliquer par le facteur de pondération utilisé. En effet, le groupe bleu étant 

le plus différencié des trois groupes, il est compréhensible que la seconde hypothèse selon laquelle ce 

groupe correspond à la position OH3 possède le deuxième score le plus élevé. De plus, le facteur de 

liberté introduit génère l’utilisation d’un même isomère théorique pour deux isomères expérimentaux. 

Par exemple, le LipβCD(OH3, C9, RR) est utilisé par les isomères 5 et 6, l’isomère LipβCD(OH3, C10, SS) 

n’est donc pas utilisé dans le calcul du score de l’hypothèse H1 (Tableau 18). 

 Score 

 

 Valeur déterminée % 

H1 36.17 82.20 

H2 30.51 69.33 

H3 17.61 40.01 

H4 20.88 47.45 

H5 9.02 20.50 

H6 6.63 15.07 

Figure 90 : (Gauche) Scores obtenus par la comparaison des CCSexp avec les CCSth̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ pour les 6 hypothèses d’attribution. (Droite) 
RIC des isomères de DS1 de LipβCD annoté des positions de greffage sur la βCD déterminées par mobilité ionique couplée à de 
la modélisation moléculaire. 

Néanmoins, l’attribution réalisée est cohérente avec la tendance générale suivante : 

CCSexp Bleu
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ >CCSexp noir

̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ >CCSexp rouge
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅  (respectivement 360.62, 354.90 et 352.86 Å2) et 

CCSth OH3
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅>CCSth OH2

̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅>CCSth OH6
̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅ (respectivement 337.22, 330.09 et 314.87 Å2). La Figure 91 reprend les 

données expérimentales et théoriques pour simplifier la comparaion des courbes obtenues. Cette 

attribution est également cohérente avec l’intensité des pics chromatographiques. La position OH6 est 

connue comme étant la plus réactive de par sa plus forte nucléophilie, il est donc logique que les 

isomères correspondant soient majoritaires. Les observations réalisées sur l’ACP décrite 

précedemment et basée sur les spectres MS/MS semblent également être en accord avec cette 

attribution. En effet, il a été montré que les isomères du groupe noir conservent davantage l’oléate de 

méthyle lors de leurs fragementations MS/MS en comparaion du groupe bleu, ce qui peut être 

interprété par l’orientention des OH2 vers l’intérieur de la cavité offrant un effet protecteur lors de la 

fragmentation CID. A l’inverse, l’orientation des OH3 vers l’extérieur de la cavité expose davantage la 
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liaison entre la βCD et l’oléate de méthyle aux collisions appliquées lors de la fragmentation CID, 

menant à une rupture facilitée. 
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Figure 91 : (Haut) Courbes de mobilité extraites pour chaque isomère et annotées des couleurs correspondant aux positions 
de greffage sur la βCD. (Bas) Superposition des courbes issues des histogrammes de CCSth obtenus par modélisation des 12 
isomères de DS1 de LipβCD. 

Du point de vue théorique, une limite de cette approche est la réalisation de la modélisation dans 

l’eau, rendant impossible le placement d’une charge sur les structures modélisées, ce qui représente 

une différence significative entre les données expérimentales et théoriques. En effet, l’affinité d’un ion 

Na+ est très largement supérieure avec les molécules d’eau qu’avec les LipβCD. Néanmoins, il est 

rapporté dans la littérature une conservation, en phase gazeuse après l’ionisation par ESI, de la 

conformation solvatée de la molécule analysée, justifiant ainsi l’utilisation de cette approche [183]. 

Cette différence est potentiellement à l’origine des disparités, en terme de valeur de CCS absolues, 

entre les données expérimentales (sous forme d’adduit [M+Na]+) et les données théoriques (sous 

forme de molécule neutre). Il est à noter que le simple décalage des valeurs de CCS calculées selon la 

méthode (PA ou TM) peut également être due à cette absence de charge, la méthode TM exploitant 

les charges et les charges partielles, en opposition à la méthode PA. 

Ayant pour objectif d’appliquer cette méthode pour d’autres mélanges complexes de dérivés de CDs, 

une étape de validation est nécessaire. Cette validation couvrira donc les conditions expérimentales 

et l’assignation des régioisomères réalisée. Une étape de purification des isomères est un préalable 

nécessaire à étudier et valider les paramètres expérimentaux. 
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II.2.4. Validation de la méthode : des conditions expérimentales à l’attribution  

II.2.4.1. Purification des isomères 

Afin de vérifier si les conditions expérimentales ont un effet sur la mesure de CCS des isomères et si 

l’attribution de la régioisomérie réalisée est correcte, la purification des isomères a été entreprise. 

Pour ce faire, un système de chromatographie liquide à l’échelle préparative, couplé à un détecteur 

MS simple quadripôle a été utilisé. L’utilisation de cet appareillage a été motivé par sa bonne capacité 

résolutive, nécessaire à séparer les isomères ayant des temps de rétention proches lors de leur analyse 

par UHPLC-HRMS. De plus, le travail de développement de méthode chromatographique est fortement 

minimisé dans la mesure où une méthode efficace a été développée à l’échelle analytique, utilisant 

des solvants sans additifs. La Figure 92 illustre les chromatogrammes obtenus lors de la purification du 

mélange de LipβCD. 

 

Figure 92 : RIC des DS1 de LipβCD obtenu lors de l’analyse LC-MS à l’échelle préparative, annoté des fractions récoltées. 

Conditions : Colonne C8, débit de 23 mL/min, gradient H2O:MeOH, 70:30 (0 min), 30:70 (20 min), 30:70 (30 min), 0:100 
(30.1 min), 0:100 (40 min), 70:30 (40.1 min), 70:30 (50 min). 

En comparaison des analyses réalisées par UHPLC, la résolution entre chaque isomère est diminuée, 

en raison de l’augmentation des dimensions de la colonne C8 vers l’échelle préparative, c’est pourquoi 

les isomères 11 et 12 n’ont pu être collectés séparément. Il est à noter que la méthode utilisée dure 

50 min afin de permettre l’élution des DS2 et DS3 de LipβCD (non représentées ici, visible sur la Figure 

80). L’analyse par UHPLC-HRMS des fractions collectées montre la pureté des isomères isolés (Figure 

93). Cette purification a donc permis d’obtenir 11 fractions, dont les isomères 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 

purs et isolés, et les isomères 11 et 12 sous forme de mélange.  
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Figure 93 : Analyse par UHPLC-HRMS des fractions récoltées par chromatographie préparative. L’analyse du brut de réaction 
est représentée en gris, correspondant au RIC des DS1. Les chromatogrammes des fractions (bleu, rouge et noir) correspondent 
aux BPI (Based Peak Intensity) afin d’apprécier l’absence de composés tiers. 

Après évaporation et lyophilisation, la pesée des masses récoltées offre la possibilité d’estimer la 

quantité relative de chaque isomère, en fonction de la position de greffage déterminée (Tableau 19). 

D’une part, il est notable que les proportions obtenues sont en bon accord avec les intensités des pics 

observées lors des analyses UHPLC (Figure 93, courbe grise), indiquant que les réponses par ESI-MS de 

ces isomères sont similaires. Cette information indique donc que la détermination des quantités 

relatives de ces dérivés amphiphiles est réalisable par la simple analyse par UHPLC-MS et l’intégration 

des pics chromatographiques. D’autre part, ces masses sont, d’après l’attribution réalisée, en accord 

avec la réactivité connue de la βCD. En effet, les isomères majoritaires (57.3 %) correspondent à 

l’ouverture de l’époxyde par les OH6, qui sont les hydroxyles les plus nucléophiles. Le second groupe 

majoritaire (26.4 %), implique les OH2 de la βCD qui sont les plus acides. Enfin, les isomères impliquant 

la position connue comme étant la moins réactive (OH3) représente 16.2 % des DS1. Cette observation 

est une première information en accord avec l’assignation réalisée précédemment.  
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Tableau 19 : Masses pesées de chaque fraction, correspondant à chaque isomère, après évaporation et lyophilisation, associé 
à leur pourcentage massique. 

Isomère masse purifiée (mg) % massique  % par groupe 

1 5.5 3.1%  

OH3 

16.2 % 

2 5 2.8%  

3 19.5 11.1%  

4 27.5 15.7%  

5 7.1 4.0%  

OH6 

57.3 % 

6 11.1 6.3%  

7 27.7 15.8%  

8 25.8 14.7%  

9 13 7.4%  
OH2 

26.4 % 
10 13.9 7.9%  

11-12 19.5 11.1%  

 

Il est intéressant de noter que la position OH3 a donc réagi de manière significative, soulignant la 

réactivité particulière observable lors de synthèses réalisées par un broyeur à billes. L’obtention de ces 

isomères correctement purifiés offre donc la possibilité d’effectuer différentes étapes de validation 

qui seront développées par la suite. 

II.2.4.2. Validation des conditions expérimentales : Influence de la nature du 

solvant sur la mobilité ionique 

Les valeurs de CCSexp et les différences observées étant les paramètres ayant motivé 

l’approfondissement de la caractérisation des ces LipβCD de de DS1 en mélange, la détermination des 

paramètres influençant ces valeurs semble importante. Il est reporté dans la littérature un effet de la 

nature du solvant sur les CCS mesurées, dans le cas de macromolécules telles que les protéines [184]. 

Cette influence est cohérente avec la conservation de la conformation solvatée d’une structure après 

son ionisation par ESI [183]. Les cyclodextrines sont des structures relativement rigides, dont la 

conformation peut n’être que légèrement impactée par la nature du solvant utilisé [7]. Néanmoins, 

l’ajout d’une chaine lipidique flexible telle que l’oléate de méthyle ajoute un degré de liberté 

conformationnel non négligeable, susceptible d’être à l’origine de conformations différentes selon la 

solvatation. L’analyse par mobilité ionique des LipβCD étant réalisée en ligne après une séparation 

chromatographique et un gradient de solvant, la composition de la phase mobile est différente aux 

temps de rétention des 12 isomères de DS1. Le solvant d’élution étant composé d’H2O et de MeOH, 

aux proportions variables en fonction du gradient, l’étude des traces de mobilité à 100% d’H2O, 
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H2O/MeOH 50/50 v/v, et à 100% de MeOH a été réalisée. Afin d’obtenir des données représentatives 

des trois positions greffage, cette influence a été étudiée pour les isomères purifiés 1 (OH3), 4 (OH6) 

et 10 (OH2). Les trois CDs naturelles (αCD, βCD et γCD) ont également été analysées, en tant que 

référence mais également en raison de leur plus haute rigidité. Afin d’alléger la lecture, le mélange 

H2O/MeOH 50/50 (v/v) sera par la suite dénommé H2O/MeOH.  

Cette étude a été réalisée par FIA (Flow Injection Analysis, introduction directe) et consiste à injecter 

une solution dans un flux de solvant, lequel entraine l’échantillon jusqu’à la source ESI sans séparation 

chromatographique. Cette méthode offre la possibilité de maitriser la composition du solvant de 

poussée utilisé, ici représentatif du solvant utilisé lors d’un gradient pour une séparation 

chromatographique. De plus, cette voie d’injection permet également d’étudier si le solvant de 

solubilisation de l’échantillon peut avoir un effet en terme de mesure de CCS, en plus du solvant de 

poussée. La Schéma 16 résume les expériences réalisées afin de déterminer si la nature du solvant de 

solubilisation ou de poussée ont un effet sur la mesure de CCS. 

 

Schéma 16 : Expériences réalisées afin de déterminer si la nature des solvants de solubilisation et de poussée ont une influence 
sur la mesure des CCS. Pour une bonne lisibilité, seules les expériences impliquant l’αCD ont été explicitées par des flèches. 

Chaque analyse a été répétée en triplicata sur trois jours différents, exploitant trois calibrations, 

chacune réalisée en fin de journée d’analyse. Cette procédure a pour objectif de vérifier si les analyses 

par mobilité ionique sont répétables, tant en terme de distribution de temps d’arrivée qu’en terme de 

CCS obtenues par calibration. 

La Figure 94 reprend les résultats du triplicata des analyses des 3 dérivés de LipβCD dans des conditions 

identiques, mettant en évidence une superposition parfaite des traces de mobilité. En terme de 

distribution d’arrivée, les analyses par mobilité ionique réalisées par le Synapt-G2-Si sont donc 

répétables. Pour ces raisons, les données utilisées dans cette étude seront la moyenne des triplicatas 

dont l’écart-type des temps d’arrivée est négligeable. 

Cyclodextrine analysée Solvant de dilution (%) Solvant de poussée FIA (%)

H2O
(100)

H2O/MeOH
(50/50)

MeOH
(100)

H2O
(100)

H2O/MeOH
(50/50)

MeOH
(100)

αCD

Isomère 1 (OH3)

Isomère 4 (OH6)

Isomère 9 (OH2)

βCD

γCD
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Figure 94 : Superposition des traces de mobilités issues de trois répétitions de l’analyse des isomères (a) 1 (OH3) ; (b) 4 (OH6) et 
(c) 10 (OH2) dilués et poussés en FIA par H2O/MeOH. 

La mobilité ionique est une technique dont les conditions de séparation, en phase gazeuse, limitent 

les interactions qui peuvent être à l’origine de la déformation de la distribution des ions analysés [185]. 

C’est pourquoi la regression des courbes expérimentales par une fonction gaussienne symétrique est 

une approche couramment reportée. L’obtention de courbes asymétriques et / ou avec une largeur à 

mi-hauteur (FWHM) importante est un indicateur de la présence de plusieurs conformations non-

résolues aux temps de dérives proches. Dans ce cas, l’utilisation d’un mélange de gaussiennes permet 

de déconvoluer les courbes et d’observer les différentes distributions à l’origine de la courbe 

expérimentale asymétrique [186–188]. La Figure 95 reprend la comparaison de la regression des trace 

de mobilité des isomères 1 et 4 par une ou deux gaussiennes. Il est à noter que la trace de mobilité de 

l’isomère 1 est la plus large de tous les DS1 de LipβCD, et donc susceptible de contenir différentes 

conformations non-résolues. L’observation de la base des pics représentés permet d’apprécier la 

différence de qualité de regression entre l’utilisation d’une ou de deux gaussiennes. La présence de 

deux distributions, représentatives de populations significatives, est donc un indicateur de l’existence 

de différentes conformations, tant pour l’isomère 1 que pour l’isomère 4 qui possède pourtant une 

trace de mobilité moins large. 
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Figure 95 : Comparaison de l’extrapolation à une (gauche) ou deux gaussiennes (droite) des traces de mobilité ionique des 
isomères purifiés 1 (a) et 4 (b), dilués et poussés par un mélange H2O/MeOH. Les données brutes sont représentées en noir 
(ligne + symbole), les gaussiennes en gris et la somme des gaussiennes en rouge (ligne). 
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Malgré la phase gazeuse et le nombre limité de paramètres pouvant induire la déformation des traces 

de mobilité, il est reporté que suivant les conditions expérimentales paramétrées, les traces de 

mobilité peuvent être déformées et présenter une asymétrie due à la diffusion hétérogène des ions 

dans la cellule de mobilité [185]. Ce phénomène peut notamment apparaitre sur les traces de mobilité 

aux long temps de dérive. Afin de vérifier si les paramètres utilisés affectent la symétrie des traces de 

mobilité aux temps de dérive voisins de ceux des LipβCD analysées, la regression gaussienne des traces 

de mobilité du calibrant a été réalisée (Figure 96). Il est notable que malgré des temps de dérive voisins 

ou supérieurs, une unique gaussienne est suffisante à expliquer ces courbes expérimentales. Cette 

observation permet de confirmer que les deux gaussiennes nécessaires à la regression correcte des 

traces de mobilité des LipβCD sont réellement dues à la présence de différentes conformations non-

résolues. 
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Figure 96 : Regression à une gaussienne des pics de mobilité ionique obtenus avec les ions présents dans le mélange utilisé 
pour la calibration des CCS, au temps de dérive voisin de ceux des LDCII. (a) m/z 1721.96; (b) m/z 1821.953; (c) m/z 1921.95. 

Néanmoins, pour cette étude de l’effet du solvant sur les traces de mobilité, une approximation des 

pics par une unique gaussienne sera réalisée pour obtenir une unique valeur de CCS, d’aire et de 

largeur à mi-hauteur (FWHM, Full Width at Half Maximum). Ces trois paramètres représentent en effet 

de bons descripteurs et permettent une comparaison chiffrée des traces de mobilité. Afin d’estimer 

l’erreur associée à cette approximation, la mesure du temps de dérive (i.e. centre des gaussiennes) 

obtenu avec une ou deux gaussiennes a été réalisée (Tableau 20). Le temps de dérive issu de deux 

gaussiennes est calculé par la moyenne des deux centres obtenus, pondérée par l’aire des gaussiennes 

respectives. Cette estimation de l’erreur a été effectuée sur l’ensemble des données obtenues, 

moyennée par CD et mise en relative avec la FWHM. Il est notable que cette erreur augmente en 

fonction de la FWHM, ce qui s’explique par une contribution nécessaire de deux fonctions lors de 

l’obtention d’un pic large. La différence mesurée est inférieure à 0.2%, ce qui sera par la suite pris en 

considération lors de l’interprétation des résultats. 
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Tableau 20 : Comparaison de la moyenne sur les 9 conditions des Dt obtenus par la regression par une ou deux gaussiennes, 
mise en relation avec la largeur du pic. L’écart est calculé comme étant la différence entre le Dt obtenu par une gaussienne et 
le Dt obtenu par la moyenne des deux gaussiennes, pondérée par leurs aires. 

 𝐅𝐖𝐇𝐌𝟏 𝒈𝒂𝒖𝒔𝒔 (ms) 𝑬𝒄𝒂𝒓𝒕 𝑫𝒕𝟏 – 𝟐 𝒈𝒂𝒖𝒔𝒔 

αCD 0.41 0.05% 

βCD 0.48 0.04% 

γCD 0.51 0.06% 

Isomère 1 1.33 0.18% 

Isomère 4 0.76 0.06% 

Isomère 10 0.65 0.06% 

 

Les paramètres descriptifs des traces de mobilité obtenus par regression étant la CCS (i.e. centre), la 

largeur à mi-hauteur (FWHM) et l’aire des pics, ces trois grandeurs ont été représentées sur un même 

graphique, à chaque condition d’analyse pour chaque CD analysée. L’aire est un indicateur de la 

réponse en MS de la molécule ionisée, dépendante de conditions de solvant et pouvant induire un 

élargissement des pics, son observation représente un moyen de contrôle pour l’interprétation des 

changements de FWHM. La Figure 97 reprend les résultats de l’analyse des trois CDs naturelles en 

fonction des conditions expérimentales. D’une part, il est notable que le solvant de dilution (1, 2, 3) 

n’a aucune influence significative sur les traces de mobilité pour ces trois CDs. D’autre part, le solvant 

de poussée semble influencer l’allure des traces de mobilité en fonction de la proportion de solvant 

organique (MeOH). Lors de l’utilisation de 50% de MeOH, les différences observées avec une poussée 

par H2O ne sont pas significatives. A l’inverse, l’utilisation de 100% de MeOH influence 

significativement les CCS mesurées, l’aire et la FWHM. Cette influence est d’autant plus prononcée 

avec la γCD (CCS ± 2 Å2), qui correspond à la structure la plus flexible des 3 CDs naturelles. 

L’augmentation conjointe de l’aire et de la FWHM implique une quantité ionisée supérieure, à priori 

liée au MeOH, mais le décalage du sommet des courbes (i.e. de CCS) indique une différence en terme 

de forme et de taille des ions analysés. Ces observations indiquent que la nature du solvant de poussée 

influence les traces de mobilité enregistrées, pouvant être interprétées par la détection de 

conformations différentes.  
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(a) (b) (c) 

Figure 97 : Superposition des CCS (noir), de la largeur à mi-hauteur (rouge) et de l’aire (bleu), descriptifs des résultats issus de 
l’analyse IMS de l’αCD (a), la βCD (b) et la γCD (c) par FIA dans différentes conditions de solvant. L’axe des abscisses correspond 
au solvant de dilution : 1=H2O ; 2= H2O/MeOH ; 3= MeOH. La nature des solvants de poussée est indiquée en haut des 
graphiques.   

De manière analogue, les résultats de ces analyses correspondant aux isomères 1 (OH3), 4 (OH6) et 10 

(OH2) sont représentés sur la Figure 98. La tendance observée est similaire : le solvant de dilution n’a 

aucun effet sur les traces de mobilité et l’augmentation de la proportion de MeOH dans le solvant de 

poussée tend à augmenter les paramètres observés (CCS, FWHM et l’aire). Il est néanmoins notable 

que l’allure des courbes est modifiée dès 50 % de MeOH, de manière différente selon les isomères, 

une nouvelle fois sans changement de CCS. A 100% de MeOH, les différences de CCS observées sont 

plus grandes que lors de l’analyse des CDS naturelles (CCS ± 3.5 Å2) en comparaison d’une poussée par 

100% d’H2O. 

1 4 10 

   

(a) (b) (c) 

Figure 98 : Superposition des CCS (noir), de la largeur à mi-hauteur (rouge) et de l’aire (bleu), descriptifs des résultats issus de 
l’analyse IMS de l’isomère 1 (a), 4 (b) et 10 (c) par FIA dans différentes conditions de solvant. L’axe des abscisses correspond 
au solvant de dilution : 1=H2O ; 2= H2O/MeOH ; 3= MeOH. La nature des solvants de poussée est indiquée en haut des 
graphiques. 

Ces analyses apportent donc les deux informations suivantes :  

- Le solvant de dilution, très minoritaire en comparaison du solvant de poussée, n’a aucune 

influence sur les traces de mobilité. D’une part cela indique que le changement de 
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conformation, s’il a lieu, est régie par une cinétique rapide lors du changement de milieu des 

CDs, l’arrivée de l’échantillon en FIA étant environ 0.2 min après l’injection de l’échantillon. 

D’autre part, cette observation permet de s’affranchir d’un choix de solvant de dilution lors de 

l’analyse de CDs et de leurs dérivés amphiphiles par mobilité ionique (par FIA ou HPLC). 

 

- Le solvant de poussée, représentatif du solvant utilisé lors d’une analyse par chromatographie 

a une influence sur les traces de mobilité. Cette différence ne porte que sur l’allure des courbes 

et le facteur réponse des ions analysés lorsque la poussée est effectuée avec 100% d’H2O ou 

50% de MeOH. Lors de l’utilisation de 100% de MeOH, la CCS est également impactée par ce 

changement de solvant. L’ordre de grandeur de cette différence est relativement faible, 

compris entre 2 et 4 Å2, respectivement pour les CDs naturelles et les LipβCD analysées. 

Toutefois, cet écart observé mis en relation avec les différences de CCS mesurés entre les 12 

isomères de LipβCD est significatif. 

 

Afin d’observer cet effet de solvant de poussée, en terme de traces de mobilité, la Figure 99 reprend 

les courbes obtenues par l’analyse de l’isomère 4 et de la βCD, dilués dans H2O/MeOH et poussés par 

les trois conditions étudiées. Les différences entre les CDs naturelles et les LipβCD, lors de la poussée 

par H2O/MeOH, sont mises en évidence par la nécessité d’utiliser deux gaussiennes significatives dans 

le cas de l’isomère de LipβCD. A l’inverse, la courbe correspondant à la βCD est presque symétrique, la 

deuxième gaussienne ayant été ajoutée à titre comparatif, semblant corriger le manque de résolution 

de ces analyses (faible nombre de points). De plus, lors de la poussée à 100% de MeOH, il est notable 

que la largeur et l’asymétrie des pics augmentent, tant pour la βCD que pour l’isomère 4 de LipβCD.  
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Figure 99 : Traces de mobilité ionique obtenues par l’analyse de solution contenant l’isomère 4 (haut) ou la βCD (bas) dilué 
dans un mélange H2O/MeOH (50 – 50) et poussés par H2O (100%, gauche), H2O/MeOH (50/50, centre) ou MeOH (100%, 
droite). Les données brutes sont représentées en noir (ligne + symbole), les gaussiennes en gris et la résultante en rouge 
(lignes). 

Cette différence d’influence de la nature du solvant sur les traces de mobilité des CDs naturelles et des 

LipβCD peut s’interpréter par une différence de flexibilité des structures, l’oléate de méthyle ajoutant 

une fonction mobile à la βCD rigide.  

Suite à ces résultats, l’analyse par FIA des 11 fractions contenant les isomères 1 à 10 purifiés et le 

mélange des isomères 11-12, diluées et poussées par le mélange H2O/MeOH a été réalisée. Mis en 

comparaison avec les CCS obtenus par l’analyse du mélange séparé par UHPLC, la Figure 100 montre 

que les conditions chromatographiques utilisées dans cette étude n’ont pas d’influence significative 

sur les CCS des LipβCD de DS1. Il est à noter que la regression de la trace de mobilité corespondant au 

mélange des isomères 11-12 a été réalisée par une unique gaussienne (i.e. une valeur de CCS), 

expliquant que la CCS correspondante se situe à l’intermédiaire des CCS des isomères 11 et 12 analysés 

par UHPLC. Ces résultats peuvent être expliqués par le gradient utilisé qui permet l’élution de l’isomère 

1 à une composition de phase mobile de 40 % en MeOH et l’isomère 12 à 68 % de MeOH, ne générant 

qu’une faible variation de composition de phase mobile entre les isomères. 
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Figure 100 : Comparaison des CCS mesurées lors de l’analyse du mélange par LC en amont (noir) ou lors de  l’analyse par FIA 
des isomères purifiés solubilisés et poussés avec le mélange H2O/MeOH (rouge). 

Cette étude a permis de mettre en évidence que la nature du solvant, et donc les modifications de 

composition des phases mobiles utilisées lors de gradients en chromatographie, peuvent avoir une 

influence sur les traces de mobilité, en terme de forme et de CCS. Les conditions chromatographiques 

nécessaires à séparer les 12 isomères de DS1 de LipβCD génère une modification du pourcentage de 

MeOH dans la phase mobile faible entre l’élution du premier et du dernier isomère, de 28%. Pour cette 

raison, ces conditions chromatographiques n’ont pas d’influence sur les CCS mesurées, indiquant que 

nos conditions expérimentales sont appropriées à l’utilisation d’un classement des CCS pour comparer 

les données expérimentales et théoriques. Cependant, il paraît important de préciser que lors de 

l’utilisation de gradient plus fort, la composition de la phase mobile pourrait impacter les CCS 

mesurées, et donc influencer le classement nécessaire à l’attribution des structures par comparaison 

avec des données théoriques.  
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II.2.4.3. Validation de l’attribution par RMN 

II.2.4.3.1. Similarités des spectres RMN 1H 

La purification des isomères permet de réaliser des expériences RMN sur des produits isolés, facilitant 

leur caractérisation. Dans un premier temps, l’acquisition des spectres RMN 1H des 11 échantillons a 

été réalisée, correspondant aux 10 isomères purs (1 à 10) et au mélange des isomères 11-12. Pour des 

raisons de solubilité, les échantillons ont été préparés dans le DMSO-d6, auquel 2% de D2O a été ajouté 

afin d’échanger les H labiles et de simplifier les spectres. Comme observé précédemment avec les 

spectres MS/MS, il est notable que certains spectres RMN 1H sont similaires (Figure 101, haut), menant 

une nouvelle fois à la formation de 3 groupes. Les spectres RMN 1H représentatifs de ces trois groupes 

sont présentés Figure 101, bas. 

 

 

Figure 101 : (Haut) Superposition des spectres RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2 v/v, 298 K) des isomères 3, 4, 7 et 8 
appartenant à un même groupe déterminé par fragmentation MS/MS. L’agrandissement de la région spectrale (2.9 – 3.9 
ppm) met en évidence la similarité des spectres appartenant à un même groupe. Superposition des spectres RMN 1H (600 
MHz, DMSO-d6/D2O 98/2 v/v, 298 K) des isomères 1, 3, 9 appartenant chacun à un groupe différent déterminé par 
fragmentation MS/MS. L’agrandissement de la région spectrale (2.9 – 4.2 ppm) met en évidence la différence entre les 
spectres appartenant à un groupe différent. 

De manière analogue à la démarche employée précédemment avec les spectres MS/MS, une analyse 

en composante principale a été mise en place. A l’aide de NMRProcFlow [189], les spectres RMN ont 

été phasés, les lignes de base corrigées, puis les fréquences de résonnance contenant des signaux ont 

été automatiquement découpées en fenêtre de 0.04 ppm (à l’exception des signaux des solvants et 

des OH partiellement échangés). Chaque fenêtre a ensuite été automatiquement intégrée. Afin de 

corriger les écarts expérimentaux de concentration (i.e. d’intégration en valeur absolue), la valeur 

d’intégration des fenêtres a été normalisée par la somme des intégrations, pour chaque isomère. Enfin, 

le scaling Unit-Variance (UV, centré puis réduit par l’écart-type) a été utilisé, afin de lisser l’influence 

de chaque fenêtre sur la construction de l’ACP. Ce scaling est indispensable afin d’accorder autant 

4 3 2 [ppm]
3.8 3.4 3.2 [ppm]3.6

7

8

4

3

4 3 2 [ppm]
3.8 3.4 3.2 [ppm]3.64.0

3

9

1



 

183 
 

d’importance aux signaux correspondant à un proton (e.g. H CD) qu’à ceux correspondant à deux ou 

trois protons (e.g. CH2 oléate et CH3 oléate). Dans ces conditions, le résultat de l’ACP ne sera basé que sur 

la différence de déplacement chimique entre chaque spectre. La Figure 102 reprend le résultat de l’ACP 

et le regroupement des spectres 1H selon les groupes formés précédemment pas MS/MS et en accord 

avec l’ACP. Il est notable que les pourcentages de variances expliquées par les composantes principales 

(CP) 1 et la CP2 sont relativement faibles, respectivement de 25.6 % et de 18.8 %. A titre indicatif les 

CP3 et CP4 illustrent respectivement 16.1 % et 13.8 % de la variance, comblant en partie la description 

incomplète de la variance par cette ACP. Pour ces raisons, le regroupement représenté est moins 

prononcé que précédemment lors de l’utilisation des spectres MS/MS. Néanmoins, le groupe rouge 

est regroupé selon la CP1, le groupe noir par les CP1 et 2. Seul le groupe bleu est dispersé selon les 

deux CP représentées, une observation également réalisée précédemment au regard des traces de 

mobilité ionique et de l’ACP basée sur la MS/MS. 

L’interprétation du placement des isomères sur l’ACP par l’observation des loadings est délicate en 

raison du nombre élevé de variables (égal au nombre de fenêtres de 0.04 ppm), représentant une 

limite de cette approche. Après une analyse approfondie des spectres, le niveau de pureté des 

isomères est probablement à l’origine du regroupement moins défini et de la description de 74.3% de 

la variance par 4 CP (en comparaison de l’ACP basée sur les spectres MS/MS). En effet, certains 

isomères aux temps de rétention voisins sont détectés en faible quantité et donc intégrés (e.g. 

l’isomère 3 contient une faible quantité de l’isomère 4). Cette intégration crée un rapprochement, lié 

aux impuretés, entre les isomères élués à des temps de rétention voisin, instaurant un biais dans les 

résultats de cette ACP. 
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(a) 

 
(b) 

Figure 102 : (a) Regroupement des spectres RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) des isomères selon les groupes 
déterminés précédemment par MS/MS, en accord avec les proximités observées sur l’ACP dont le score plot est représenté (b). 

Cette approche d’analyse de spectres RMN 1H d’isomères par ACP peut donc permettre une 

comparaison rapide mais présente certaines limites. D’une part le nombre de variables rend difficile 

l’interprétation de loadings. D’autre part, la pureté des échantillons est un critère déterminant à 

l’observation des informations recherchées, dans notre cas l’ACP ayant mis en exergue la présence 

d’impuretés dans les échantillons analysés. Afin de pallier ce problème, un approfondissement du 

prétraitement des données peut être envisagé, par exemple la définition d’un niveau de bruit ou le 

changement de la largeur des fenêtres de découpage. Néanmoins, il est notable que ce regroupement 

effectué par comparaison des spectres RMN 1H est identique à celui réalisé par comparaison des 

spectres MS/MS, confirmant la similitude structurale des isomères au sein de chaque groupe. 

II.2.4.3.2. Identifications des signaux et attribution des régioisomères 

Afin de pouvoir interpréter, du point de vue structural, tout signal et variations de déplacement 

chimique, l’identification des signaux 1H des isomères de DS1 de LipβCD est une première étape 

nécessaire. A titre illustratif, la démarche employée sera détaillée pour l’isomère 3, attribué à une 

position de greffage en position OH6 de la βCD. La Figure 103 reprend le spectre RMN 1H de l’isomère 

3. En raison de la perte de symétrie liée au greffage de l’oléate de méthyle, les glucoses de la βCD et 

leurs protons sont devenus inéquivalents, générant une grande quantité de signaux ayant une faible 

dispersion spectrale. Pour cette raison, la mise en œuvre de différentes expériences RMN 2D est 

nécessaire à la détermination des déplacements chimiques des protons des LipβCD. 
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Figure 103 : Spectre RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) de l’isomère 3 (OH6). 

Afin d’identifier le déplacement chimique des deux protons de l’oléate de méthyle (H9oléate et H10oléate) 

portés par les carbones tertiaires C9oléate et C10oléate (cf Schéma 15, p. 157), l’expérience COSY a été 

effectuée (Figure 104). Réalisée dans le DMSO-d6 pur pour observer les OH, cette expérience a permis 

d’observer les couplages impliquant l’alcool de l’oléate de méthyle ainsi que les couplages entre les 

deux CH et les CH2 de la chaine lipidique. Cette expérience a donc mené à l’identification des signaux 

des H portés par le carbone greffé (ici δ = 3.091 ppm) sur la βCD et du CH non greffé, dont le signal est 

masqué sur les spectres 1H par ceux de la βCD (ici δ = 3.414 ppm). 

 

Figure 104 : Expérience RMN COSY (900 MHz, DMSO-d6, 298 K) de l’isomère 3. 

La détermination des déplacements chimiques des protons de la βCD a été réalisée par l’observation 

des couplages impliquant les H1CD, isolés (δ = 4.8 ppm). Les expériences COSY, COSY relayées une et 

deux fois ont permis respectivement l’observation des corrélations entre H1CD et H2CD, H3CD et H4CD. 

Les protons aux différentes positions étant inéquivalents entre chaque unité glucose, des fenêtres 

spectrales correspondant à ces protons ont été obtenues. Ces fenêtres de déplacements chimiques 

ont ensuite offert la possibilité d’attribuer les cartes 2D 1H-13C obtenues via l’expérience HSQC éditée 
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DEPT-135 (Figure 105). Les deux dimensions de cette expérience permettent de déconvoluer les 

spectres 1H, notamment les signaux correspondant aux protons H3CD, H5CD et H6CD d’une part, et les 

H2CD et H4CD d’autre part. 

 

Figure 105 : Expérience HSQC éditée (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) de l’isomère 3, complète (droite) et agrandie sur 
la zone spectrale d’intérêt (gauche). 

Cette attribution ayant été réalisée sur l’ensemble des isomères, les expériences HSQC ont révélé des 

similarités et des différences entre chaque isomère. D’une part, le carbone greffé de l’oléate de 

méthyle, identifié par l’expérience COSY, est déblindé (Δδ(13C) ≈15 ppm) en comparaison du carbone 

voisin non-greffé (i.e. portant l’hydroxyle généré par l’ouverture de l’époxyde), appuyant l’attribution 

de cette position greffée. D’autre part, le signal d’un carbone de la CD est particulièrement déblindé, 

et sa position varie selon l’isomère analysé. Le déblindage d’un unique carbone représente la preuve 

du greffage de l’oléate de méthyle en position OH2, OH3 ou OH6 d’un glucose de la βCD [190,191]. La 

Figure 106 reprend les expériences HSQC éditées des isomères 1 (groupe bleu OH3), 3 (groupe rouge 

OH6) et 9 (groupe noir OH2) mettant en évidence un déblindage caractéristique, respectivement d’un 

unique C3CD, C6CD et C2CD. Ces déblindages caractéristiques ont été observés pour chaque isomère au 

sein des trois groupes d’isomères de position déterminés par la MS/MS et sont cohérents avec 

l’attribution réalisée grâce à la mobilité ionique. Les Figure 107, Figure 108 et Figure 109 reprennent 

les HSQC éditées de tous les isomères, permettant la validation de l’attribution réalisée précédemment 

sans étape de purification. 
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(a) (b) 

 
 

(c) (d) 

Figure 106 : Expériences RMN HSQC partielles (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) des isomères 1 (a), 3 (b) et 9 (c) 
correspondant à trois positions de greffage différentes (OH3, OH6 et OH2). (d) Attribution des positions de greffage de l’oléate 
de méthyle sur la βCD réalisée grâce aux expériences HSQC, en accord avec celles déterminées précédemment par mobilité 
ionique. 
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(c) (d) 

Figure 107 : Expériences RMN HSQC partielles (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) des isomères 3 (a), 4 (b), 7 (c) et 8 (d) 
appartenant au groupe rouge et déterminés comme étant greffés en position OH6 grâce à la mobilité ionique et la 
comparaison des CCSexp avec les CCSth. 

 
 

  
(a) (b) 

  
(c) (d) 

Figure 108 : Expériences RMN HSQC partielles (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) des isomères 1 (a), 2 (b), 5 (c) et 6 (d) 
appartenant au groupe bleu et déterminés comme étant greffés en position OH3 grâce à la mobilité ionique et la comparaison 
des CCSexp avec les CCSth. 
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(a) (b) 

 

 
(c) (d) 

Figure 109 : Expériences RMN HSQC partielles (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) des isomères 9 (a), 10 (b) et 11-12 (c) 
appartenant au groupe noir et déterminés comme étant greffés en position OH2 grâce à la mobilité ionique et la comparaison 
des CCSexp avec les CCSth. (d) Superposition des expériences HSQC (bleu) et HMBC (vert) réalisées sur le mélange d’isomères 
11-12.  

Il est à noter que la résolution de ces expériences HSQC n’a pas permis l’observation de la corrélation 

1H-13C du carbone en position substituée de l’isomère 10 (Figure 109 (b)). En effet, les déplacements 

chimiques des H4CD et des H2CD sont proches et celui du C2CD substitué proche des C4CD, l’expérience 

HSQC ne peut donc pas déconvoluer ces signaux.  

L’expérience HMBC a été réalisée sur le mélange 11-12 pour observer les corrélations H3CD-C2CD sub des 

isomères 11 et 12 (Figure 109 (d)). Elle a montré une unique tache de corrélation, large, entre le proton 

H3CD de l’unité substituée et les C4CD dans le cas d’un isomère (arbitrairement nommé a). L’autre 

isomère (nommé b) permet l’observation de deux corrélations distinctes, d’une part entre le H3CD de 

l’unité substituée et le C2CD sub et d’autre part avec un C4CD. La taille de la tache de corrélation observée 

avec l’isomère a est significativement plus large, indiquant la présence de plusieurs corrélations non 

résolues, appuyant l’hypothèse de la présence du C2CD sub aux mêmes déplacements chimiques (proton 

et carbone) que les C4CD. 
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Afin d’appuyer cette attribution de position de greffage déduite de variations de déplacements 

chimiques, l’observation d’autres couplages longues distances par HMBC entre l’oléate et la βCD serait 

idéale. Néanmoins, la faible sensibilité de cette expérience et sa dépendance aux constantes de 

couplage n’ont pas permis l’observation de tous les couplages longues distances recherchés. Pour cela, 

une mise au point des conditions d’analyse pour chaque isomère serait nécessaire, dont la recherche 

de la 3J1H-13C. La Figure 110 (a) présente une expérience HMBC réalisée avec l’isomère 8 (OH6) sur 

laquelle un couplage est observé entre le H porté par le carbone greffé de l’oléate de méthyle et le 

C6CD déblindé. Une autre approche est de rechercher une proximité spatiale entre les protons situés 

sur les positions substituées, de l’oléate de méthyle et de la βCD. A titre illustratif, la Figure 110 (b) 

reprend partiellement une expérience ROESY (isomère 1, OH3) sur laquelle une corrélation dipolaire 

est observée entre le H3CD en position substitué et le Holéate porté par le carbone greffé de l’oléate de 

méthyle. 

 
 

(a) (b) 

Figure 110 : (a) Superposition des expériences RMN 2D partielles HSQC éditée et HMBC (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 
K) de l’isomère 8 (greffage en position OH6) mettant en évidence la corrélation entre le C6CD substitué et le Holéate porté par le 
carbone greffé de l’oléate de méthyle. (b) Expérience ROESY 2D partielle (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K, tm = 800ms) 
de l’isomère 1 (greffage en position OH3). 

Néanmoins, l’ensemble des informations obtenues par les analyses RMN des isomères purifiés a 

permis de valider l’attribution des régioisomères réalisée par la mobilité ionique, constituant la 

deuxième étape de validation de la méthode.  

II.2.5. Caractérisation approfondie : Positions de greffage et conformations 

II.2.5.1. Position de greffage sur l’oléate de méthyl 

Afin d’étudier si les positions de greffage sur l’oléate de méthyle créent une tendance en terme de 

temps de rétention (chromatographie) et /ou de CCS (mobilité ionique), leur détermination a été 

réalisée par RMN. Pour ce faire, l’expérience TOCSY (Total Correlation SpectroscopY) a été réalisée afin 
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d’observer des corrélations entre protons d’un même système de spins grâce aux transferts de 

magnétisation. Certains signaux 1H de l’oléate de méthyle sont isolés et résolus, notamment le CH3 de 

la chaine lipidique (δ = 0.7 – 0.95 ppm) et le CH2 lié à l’ester méthylique (δ = 2.17 – 2.32 ppm). L’objectif 

est donc d’observer des corrélations entre ces 1H isolés et les 1H des carbones tertiaires, portant soit 

l’hydroxyle généré par l’ouverture de l’époxyde (carbone non-greffé), soit la βCD (carbone greffé). La 

nature substituée ou non de ces deux carbones étant identifiée, l’observation des taches de corrélation 

permettra de déterminer si le greffage de la βCD a eu lieu en C9oléate ou en C10oléate. 

Le temps de mélange tm utilisé par cette expérience a été optimisé pour observer les taches de 

corrélation entre ces protons très éloignés, séparés par 9 (H2oléate-H9oléate) et 10 liaisons (H18oléate-

H10oléate). L’utilisation d’un long temps de mélange (tm = 160 ms) a permis l’observation de ces 

corrélations, absentes à un tm de 100 ms (Figure 111). De plus, il est notable que ces conditions offrent 

la possibilité d’obtenir les corrélations recherchées sans observer celles correspondant à une liaison 

supplémentaire (H2oléate-H10oléate et H18oléate-H9oléate). 

  

(a) (b) 

Figure 111 : Expérience RMN 2D TOCSY (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) de l’isomère 3 (OH6) réalisée avec un temps de 
mélange tm = 100 ms (a) ou de tm = 160 ms (b), mettant en évidence l’observation de nouvelles corrélations avec un temps de 
mélange plus long (encadrés noir).  

A titre illustratif, la Figure 112 reprend la différenciation de position de greffage de la βCD sur l’oléate 

de méthyle pour les isomères 3 et 4 (OH6), déterminés comme étant respectivement greffés en C9oléate 

et C10oléate. 
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(a) (b) 

Figure 112 : Expériences RMN 2D TOCSY partielles (600 MHz, DMSO-d6/D2O, 298 K, tm = 160 ms). Agrandissement de la zone 
spectrale d’intérêt correspondant aux isomères 3 (a) et 4 (b), mettant en évidence une position de greffage sur l’oléate de 
méthyle différente. Un schéma illustratif des couplages recherchés par l’expérience TOCSY pour déterminer la position de 
greffage de la βCD sur l’oléate de méthyle est représenté pour les deux isomères (haut).  

Cette approche a donc permis, pour l’ensemble des isomères, de déterminer les positions d’ouverture 

de l’époxyde par la βCD, menant à l’attribution finale indiquée sur le chromatogramme représenté 

Figure 113. 

 

Figure 113 : Attribution finale des 12 isomères séparés par UHPLC-HRMS, décrits par leur position de greffage sur la βCD (OH2, 
OH3 et OH6) et par la position d’ouverture de l’oléate de méthyle (C9 et C10). 

Il est remarquable qu’aucune tendance impliquant la position substituée de l’oléate de méthyle ne 

peut être émise, chaque groupe ayant un ordre d’élution différent : 10-9-10-9 (OH3), 9-10-9-10 (OH6) 
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et 9-9-10-10 (OH2). Il en est de même en terme de CCS, aucune cohérence ne peut être déduite de ces 

positions de greffage en terme de taille des isomères analysés.  

Ces observations indiquent que la configuration a une influence non négligeable sur la conformation 

de ces dérivés amphiphiles de βCD, influençant tant leur CCS en phase gazeuse que leur séparation par 

chromatographie liquide en phase inverse. C’est pourquoi cette étude sera complétée par une 

recherche de la conformation de ces isomères afin d’évaluer cette influence de la configuration et de 

déterminer si elle est déterminable.  

II.2.5.2. Conformations 3D des isomères de LipβCD et si 

Les différences de conformations peuvent être observées, en RMN, par l’intermédiaire des constantes 

de couplage et grâce aux expériences ROESY (ou NOESY). Ces deux approches seront étudiées, afin 

d’obtenir des informations concernant les conformations des isomères de DS1 de LipβCD. Cependant, 

une des limites des études par RMN est la nécessité d’observer des signaux aux déplacements 

chimiques isolés. La Figure 114 montre que le signal du proton en position substitué de l’oléate de 

méthyle est isolé dans le cas des greffages en position OH3 et OH6 sur la βCD, alors qu’il ne l’est pas 

dans le cas d’un greffage en position OH2.  

 

Figure 114 : Spectres RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K) des isomères 1 (OH3), 3 (OH6) et 9 (OH2), annotés de 
l’identification du proton porté par le carbone substitué de l’oléate de méthyle.  

Pour cette raison, l’étude des conformations portera principalement sur les isomères 1 à 8, 

correspondant aux isomères greffés sur les positions OH3 et OH6. 

II.2.5.2.1. Etudes des constantes de couplage 

Préambule : Les expériences consistant à rechercher et à mesurer les constantes de couplage ont été 

réalisées sur un spectromètre RMN 900 MHz, en collaboration avec le pôle RMN de Lille, par les 

ingénieurs Xavier Trivelli et François-Xavier Cantrelle. Les analyses, comprenant le choix des séquences 

et l’optimisation des paramètres d’acquisition ont donc été réalisées par leurs soins. Afin de mesurer 

les constantes de couplage, l’expérience RMN JRes (J-Resolved Spectroscopy) a été utilisée. Cette 

séquence permet, par l’observation d’une fenêtre spectrale et la sélection d’une seconde, l’observation 

4 3 2 [ppm]
3.8 3.4 3.2 [ppm]3.64.0

3

9

1

*

*

*



 

194 
 

des couplages uniquement présents entre les protons aux fréquences de résonnances observées et 

sélectionnées. 

Comme introduit ci-avant, l’observation isolée des signaux du protons (H9oléate ou H10oléate) porté par 

le carbone substitué de l’oléate de méthyle (C9oléate ou C10oléate) offre la possibilité de mesurer ses 

couplages 3JH-H. Il est notable que la multiplicité de ce proton n’est pas résolue, quel que soit l’isomère, 

en raison des 3 couplages 3JH-H dans lesquels il est impliqué (Schéma 17), avec des valeurs à priori 

voisines (Figure 114). Les constantes de couplages étant représentatives des angles dièdres entre les 

protons, leur observation peut apporter des informations en terme de conformation. 

  
(a) (b) 

Schéma 17 : Représentation des constantes de couplage attendues pour les régioisomères greffés en poistion 10 (a) ou en 
position 9 (b). 

Afin de déterminer les fenêtres spectrales à observer et à sélectionner pour la réalisation des JRes 

sélectives, une expérience COSY a systématiquement été réalisée. Dans le cas de l’isomère 3 (OH6, 

C9), trois couplages sont observés : 3JH9-H10, 3JH9-H8a et 3JH9-H8b. Les annotations a et b sont arbitraires, a 

correspondant systématiquement au proton inéquivalent le plus déblindé du CH2 voisin (Figure 115 

(a)). La Figure 115 (b) montre la superposition des 3 JRes sélectives réalisées, permettant d’apprécier 

la déconvolution du multiplet et la résolution obtenue. 
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(a) (b) 

Figure 115 : Expériences RMN (900 MHz, DMSO-d6, 298 K) réalisées sur l’isomère 3 (OH6). (a) COSY annotée des constantes 
de couplage recherchées. (b) Superposition des trois JRes sélectives obtenues par l’observation de H9oléate (δ = 3.00 – 3.15 
ppm) et la sélection de H8aoléate (δ = 1.4 – 1.6 ppm, vert), H8boléate (δ = 1.29 – 1.37 ppm, violet) ou H10oléate (δ = 3.35 – 3.45 
ppm, bleu). 
 

Les JRes sélectives ont donc été réalisées pour les isomères 1 - 8, permettant l’obtention des 3JH-H 

indiquées dans le Tableau 21. 

Tableau 21 : Constantes de couplage déterminées par l’expérience RMN JRes sélective (900 MHz, DMSO-d6, 298 K), impliquant 
le proton porté par le carbone substitué de l’oléate de méthyle pour les isomères 1 à 8 (OH3 et OH6). 

Isomère 
Position de greffage Couplage 

βCD Oléate Protons 3J (Hz) 

1 OH3 C10 
H10-H9 5.49 

H10-H11 5.55 

2 OH3 C9 
H9-H10 3.08 
H9-H8a 5.12 
H9-H8b 7.98 

3 OH6 C9 
H9-H10 2.99 
H9-H8a 4.85 
H9-H8b 7.72 

4 OH6 C10 
H10-H9 4.75 

H10-H11a 3.78 
H10-H11b 7.72 

5 OH3 C10 
H10-H9 3.27 

H10-H11a 5.06 
H10-H11b 7.54 

6 OH3 C9 
H9-H10 5.52 
H9-H8a N.D 
H9-H8b 9.58 

7 OH6 C10 
H10-H9 4.14 

H10-H11a 4.59 
H10-H11b 7.7 

8 OH6 C9 
H9-H10 4.5 
H9-H8a 4.9 
H9-H8b 7.12 
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Il est remarquable que les 3JH9-H10 sont différentes selon les isomères, allant de 2.99 Hz à 5.52 Hz. Ces 

différences sont un indicateur, selon la loi de Karplus, des différences d’angles dièdres entre les 

protons concernés. Cependant, les paramètres de cette loi étant dépendants de chaque système, il 

n’est pas possible de calculer directement les angles correspondants grâce aux constantes de couplage. 

Concernant les constantes 3JH-H mesurées avec les protons inéquivalents du CH2 voisin, les constantes 

3JH-H avec le proton le plus déblindé (annoté a) sont inférieures ou égales à 5 Hz, et celles avec le proton 

annoté b supérieures à 7 Hz. L’observation de différences entre ces deux protons, associées à leur 

inéquivalence indique la présence de contraintes sur la libre rotation de la liaison CHsub-CH2, similaires 

entre les isomères d’après les valeurs de constantes de couplage mesurées (à l’exception de l’isomère 

1).  

L’isomère 1 (OH3, C10) est significativement différent des autres, les H du CH2 voisin semblant être 

équivalents. En effet, une unique tache de corrélation est observée sur l’expérience COSY et la JRes 

sélective mène à l’obtention d’un triplet, indiquant la présence des deux H (CH2) dans la fenêtre 

sélectionnée dont les deux couplages scalaires ont une valeur identique (Figure 116). Cette 

observation indiquerait que la conformation est moins contrainte, pour cet isomère uniquement. De 

manière intéressante, la trace de mobilité de cet isomère est la plus large (FWHM = 1.35 ms), indiquant 

la présence de différentes conformations stables en phase gazeuse, ce qui corrèle avec ces données 

obtenues dans le DMSO-d6. 

  

(a) (b) 

Figure 116 : (a) Superposition des JRes sélectives réalisées sur l’isomère 1 (OH3, C10) par l’observation du proton H10 et la 
sélection des H11 (CH2) (bleu) et du H9 (vert). (b) Projection des taches observées sur les JRes sélectives, mettant en évidence 
une différence de multiplicité (doublet 3JH10-H9, vert ; triplet 3JH10-H11ab, bleu). 

Néanmoins, aucune tendance ne peut être directement extraite de ces constantes, les angles dièdres 

H-C9-C10-H étant proches pour tous les isomères (estimés compris entre 50° et 110°). Afin d’exploiter 

ces valeurs de constantes de couplage, leur comparaison avec des données modélisées pourrait être 

informative. Cette étude n’a pas permis l’obtention de résultats interprétables, notamment car les 

structures théoriques discutées précédemment ont été modélisées dans une boîte d’eau alors que ces 
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analyses ont été réalisées dans le DMSO-d6, cette différence de solvatation impliquant des 

conformations stables différentes. De plus, la détermination des constantes de couplage théoriques 

est très coûteuse en terme calcul et nécessiterait dans notre cas une nouvelle modélisation au 

préalable dans le DMSO. A titre illustratif, les spectres RMN 1H partiels représentés sur la Figure 117 

montrent, pour un même isomère (4, OH6, C10), une différence de constantes constitutives du 

multiplet du proton en position substituée de l’oléate de méthyle lors de sa solubilisation dans le D2O 

ou dans de DMSO-d6. Cette observation confirme que les structures modélisées dans l’eau ne peuvent 

pas être utilisées pour comparer les constantes de couplages théoriques et expérimentales. 

 

 

 

Figure 117 : Superposition des spectres RMN 1H partiels (600 MHz, 298 K) de l’isomère 4 (OH6, C10) prétraités par une 
transformation gaussienne (lb = -2, gb = 0.1) et réalisées dans le D2O (rouge) ou le DMSO-d6 (bleu). Le spectre enregistré dans 
le D2O a été décalé (Δδ = - 0.048 ppm) afin d’observer au mieux la différence de multiplicité. 
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II.2.5.2.2. Analyses conformationelles par ROESY 

Afin de compléter l’analyse conformationnelle des LipβCD de DS1, des expériences ROESY ont été 

mises en place pour observer des corrélations dipolaires entre l’oléate de méthyle et la βCD. L’objectif 

de ces analyses est principalement d’observer si un phénomène d’inclusion de la chaine lipidique est 

présent. La Figure 118 reprend ces expériences ROESY réalisées sur l’ensemble des isomères purifiés, 

montrant la similarité des corrélations observées.  

 

Figure 118 : Expériences 2D ROESY (600 MHz, DMSO-d6/D2O 98/2, 298 K, tm = 800 ms) des isomères purifiés 1 à 10 et du 
mélanges des isomères 11-12. 

En effet, il est notable que des taches de corrélation entre les chaines lipidiques et les protons de la 

βCD sont visibles pour l’ensemble des isomères, mises en avant sur l’isomère 1 par des encadrés. Il est 

difficile de différencier les CH2 situés du côté estérifié (C2 à C8) ou non estérifié (C17 à C10) en raison 

de leur grand nombre et de leur faible dispersion spectrale. Qualitativement, leur présence indique 

cependant une proximité entre certains CH2 oléate et les HCD. Parmi ces taches de corrélation, certaines 
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sont aux déplacements chimiques des protons situés à l’intérieur de la cavité (H3CD et H5CD), indiquant 

une inclusion d’au moins une des deux chaines lipidiques.  

Le groupement CH3 (H18 oléate) est quant à lui isolé, permettant l’interprétation des taches de 

corrélations observées. La Figure 119 reprend la démarche employée afin de déterminer les protons 

impliqués dans les interactions avec les protons H18oléate. L’extraction de la colonne (dimension F2) 

permet l’observation, en une dimension, des corrélations observées sur l’expérience 2D. Les 

déplacements chimiques correspondants ont été comparés aux expériences HSQC, permettant de 

conclure que ces corrélations dipolaires sont issues de la proximité entre le méthyle H18oléate et les 

protons situés à l’intérieur de la cavité (H3CD et H5CD). 

 

Figure 119 : Expérience 2D ROESY (600 MHz, DMSO-d6/D2O, 298 K, tm = 800 ms) de l’isomère 1 (OH3, C10) (gauche) associée 
à la projection (F2) des corrélations dipolaires observées au déplacement chimique des protons H18oléate (droite). 

Afin de pouvoir comparer les intensités des corrélations dipolaires, cette extraction a été réalisée sur 

l’ensemble des ROESY. Représentées sur la Figure 120, ces extractions permettent d’observer, pour un 

niveau de bruit similaire, des différences significatives entre les isomères. Il est à noter que la 

concentration de chaque tube est similaire et que l’amplification du signal est identique pour toutes 

les ROESY, autorisant leur comparaison en terme d’intensité de taches de corrélation. 

 

   

 (a)  (b) (c) 

Figure 120 : Superposition des colonnes extraites depuis les expériences ROESY, contenant les corrélations dipolaires entre les 
H18oléate et les protons situés à l’intérieur de la cavité des CDs (H3CD et H5CD). Ces extractions sont regroupées en fonction 
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des positions de greffage sur la βCD : (a) OH2 (isomère 9 bleu; 10 rouge; 11-12 vert), (b) OH3 (1 bleu, 2 rouge, 5 vert, 6 violet) 
et (c) OH6 (3 bleu; 4 rouge; 7 vert; 8 violet). 

D’une part, les extractions présentent des profils différents selon les positions de greffage OH2, OH3 

ou OH6. Le greffage en position OH2 semble ne pas permettre une inclusion prononcée des H18oléate, 

selon la faible intensité des corrélations dipolaires (Figure 120 (a)). Deux isomères greffés en position 

OH3, les isomères 1 (OH3, C10) et 2 (OH3, C9), montrent des corrélations dipolaires significatives et 

d’intensités voisines entre les H18oléate et les H3CD et H5CD (Figure 120 (b)). De même, deux isomères 

greffés en position OH6, les isomères 3 (OH6, C9) et 4 (OH6, C10), permettent l’observation de 

corrélations dipolaires impliquant les H18oléate, majoritairement avec les H3CD (Figure 120 (c)).  

Il est donc possible de déduire de ces expériences que l’inclusion du côté non-estérifié semble être 

présente pour deux des quatre isomères parmi ceux greffés en position OH3 et OH6. Sachant que les 

groupements CH2 présentent des corrélations dipolaires avec l’intérieur de la βCD pour tous les 

isomères, il est possible d’en déduire que la partie estérifiée de l’oléate de méthyle est incluse lorsque 

la partie non-estérifiée ne l’est pas.  

Afin de vérifier si cette inclusion est d’origine intramoléculaire ou intermoléculaire, une expérience 

DOSY a été mise en œuvre, dans le D2O ainsi que dans le DMSO-d6. Cette expérience a été réalisée sur 

l’isomère 7 (OH6, C10) et mise en œuvre par l’analyse de solutions à deux concentrations différentes. 

En raison d’une faible solubilité de cet isomère dans le D2O, l’écart de concentration entre les deux 

échantillons n’est que d’un facteur 2, correspondant à des solutions concentrées à 1.1 mM et 0.6 mM 

(Figure 121 (a)). Dans le DMSO-d6, un facteur 10 différencie les deux échantillons, d’une concentration 

de 7.1 mM et 0.7 mM (Figure 121 (b)). 

 

Figure 121 : Expériences RMN DOSY (600 MHz, 298 K) réalisées sur l’isomère 7 (OH6, C10) dans (a) le D2O à 0.6 mM (vert) et 
1.1 mM (bleu), ou (b) le DMSO-d6 à 0.7 mM (vert) et 7.1 mM (bleu). 

Il est notable que la différence de coefficient de diffusion, entre les échantillons dilués et concentrés, 

est supérieure dans le D2O (ΔD = 0.67*10-10 m2/s) en comparaison du DMSO-d6 (ΔD = 0.06*10-10 m2/s), 

malgré une différence de concentration moins importante. De plus, la différence observée dans le 
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DMSO-d6 est peu significative en comparaison de la résolution que peut offrir l’expérience DOSY. Cette 

diminution du coefficient de diffusion observée dans le D2O peut être interprétée par un phénomène 

d’agrégation, cohérent avec une solubilité limitée dans ce solvant. A l’inverse, cette expérience montre 

qu’il n’y a pas, à priori, de phénomènes d’agrégation dans le DMSO-d6. Ces observations sont 

cohérentes avec le nature amphiphile des LipβCD, générant une organisation dans le D2O en raison 

des différentes forces induites par ce solvant, absentes dans le DMSO-d6. 

Il est possible de conclure, d’après ces résultats, que les corrélations dipolaires observées dans le 

DMSO-d6 correspondent à de l’auto-inclusion de la chaine lipidique dans la cavité de la βCD. Il est donc 

notable que cette propriété d’auto-inclusion est différente, avec l’inclusion de la chaine estérifiée ou 

non estérifiée en fonction des isomères. De plus, l’observation de l’inclusion de la chaine non-estérifiée 

sur deux isomères pour chacune des positions de greffage OH3 et OH6 semble indiquer une similitude 

en terme de conformation. Dans les deux cas, une substitution en C9 et en C10 est impliquée et 

correspondent aux isomères élués en premiers lors de leur séparation par chromatographie liquide.  

Afin de rationaliser ces résultats, l’analyse des structures modélisées a été entreprise pour rechercher 

si une observation analogue du point de vue théorique est envisageable. 

II.2.5.2.3. Structures théoriques représentatives 

L’approche par métadynamique effectuée précédemment offre la possibilité d’observer, sur la base 

d’un grand nombre de structures, les conformations les plus probables. Pour ce faire, un regroupement 

sur critère géométrique des structures les plus stables (environ 25 000 par isomère) a été réalisé, afin 

d’obtenir les structures les plus représentatives. Pour inclure un maximum de conformations 

représentatives, dix conformations ont été recherchées pour tous les isomères. 

Les conformations et leur pourcentage de représentativité ainsi obtenus sont représentés Figure 122. 

Il est remarquable que, pour la majorité des isomères, cette conformation est représentative d’une 

grande proportion des structures les plus stables modélisées. Il est à noter que l’isomère LipβCD (OH3, 

C9, SS) est le seul dont la distribution de CCS est répartie en deux populations distinctes, ce qui 

s’explique par la présence d’une deuxième conformation, significativement différente, représentative 

de 35 % des structures modélisées pour cet isomère. 
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LipβCD(OH2, C9, RR) LipβCD(OH2, C10, RR) LipβCD(OH2, C9, SS) LipβCD(OH2, C10, SS) 

91% 94% 79% 91% 

LipβCD(OH3, C9, RR) LipβCD(OH3, C10, RR) LipβCD(OH3, C9, SS) LipβCD(OH3, C10, SS) 

 

59% 

 

95% 

 

45% 

 

87% 

LipβCD(OH6, C9, RR) LipβCD(OH6, C10, RR) LipβCD(OH6, C9, SS) LipβCD(OH6, C10, SS) 

 

47% 

 

62% 

 

85% 

 

61% 

Figure 122 : Structures représentatives majoritaires des 12 isomères de LipβCD de DS1. Le pourcentage de représentativité est 
indiqué pour chaque isomère. La face primaire est toujours orientée vers le haut. 

La première observation est que, du point de vue théorique et dans l’eau, la conformation la plus stable 

de tous les DS1 des LipβCD présente au moins une auto-inclusion partielle de l’oléate de méthyle. La 

seconde observation principale concerne la partie de la chaine lipidique incluse. En effet, il est notable 

que pour chaque position de greffage sur la βCD, deux isomères ont la partie estérifiée incluse et deux 

isomères la partie non-estérifiée incluse. De manière intéressante, les résultats de cette modélisation 

réalisée dans l’eau concordent avec les observations réalisées expérimentalement dans le DMSO-d6, 

pour les isomères greffés en position OH3 et OH6. Les données expérimentales et théoriques se 

confortent, apportant une confirmation de cette auto-inclusion observée par les expériences ROESY.  
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Cette similarité observée malgré une nature de solvant différente peut s’interpréter par la présence 

d’interactions intramoléculaires, diminuant l’effet de solvatation sur les conformations de ces 

structures. En effet, les modèles théoriques montrent la présence d’une liaison hydrogène entre 

l’hydroxyle de l’oléate de méthyle et la βCD, imposant une orientation particulière de la chaine 

lipidique (Figure 123). Cette observation permet d’expliquer que, malgré des stéréochimies 

différentes, les expériences de JRes sélectives n’ont pas permis de dégager de tendance en terme de 

constante de couplage. En effet, comme le montre la comparaison des deux diastéréoisomères de 

LipβCD(OH2, C9) sur la Figure 123, la différence d’angles entre les H-C9-C10-H est minimisée en raison 

de la présence de cette liaison hydrogène qui induirait une conformation particulière de l’oléate de 

méthyle. 

  

(a) (b) 

Figure 123 : Représentation de la conformation représentative majoritaire des diastéréoisomères (a) LipβCD(OH2, C9, RR) et 
(b) LipβCD(OH2, C9, SS). Les encadrés mettent en avant la zone où sont observées les liaisons hydrogène entre l’hydroxyle libre 
de l’oléate de méthyle et l’hydroxyle OH3 de l’unité glucosidique adjacente.  
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II.2.6. Conclusion 

La mise en place d’une approche analytique exploitant le couplage UPHLC-IMS-HRMS a été réalisée 

par l’analyse du mélange d’isomères de LipβCD, utilisé comme modèle. 

La chromatographie liquide, en phase inverse sur une phase stationnaire C8, a offert une séparation 

chromatographique des 12 isomères de DS1 correctement résolus. Leur séparation, à l’origine 

d’interactions différentes avec les chaines hydrophobes de la phase stationnaire, est un indicateur 

d’une différence de structure 3D en phase liquide.  

La mobilité ionique a également permis de différencier ces isomères, à travers l’observation des temps 

de dérives des ions [M+Na]+ correspondants. Malgré une résolution moins prononcée que celle 

obtenue par chromatographie liquide, leur différence est significative, constituant une preuve de 

conformations hétérogènes entre ces isomères. Leur fragmentation MS/MS n’a pas été informative en 

terme d’ions caractéristiques, les fragments générés étant identiques pour tous les DS1 de LipβCD. 

Cependant, des différences notables d’intensité de ces fragments ont été relevées, menant à la 

formation de 3 groupes de 4 isomères au sein desquels les spectres MS/MS sont identiques. Ces 

groupes ont été attribués à des positions de greffage différentes de l’oléate de méthyle sur la βCD, 

représentant d’une part l’isomérie de position la plus discriminante et d’autre part l’unique facteur 3 

menant à la formation des 12 isomères.  

Le regroupement, par position de greffage sur la βCD a permis de dégager une tendance sur les 

données issues de la mobilité ionique. En effet, les structures correspondant à une position de greffage 

(4 isomères) sont apparues globalement plus volumineuses que les deux autres, parmi lesquels une 

seconde position est plus compacte. Retranscrites en terme de CCS, ces différences ont été comparées 

avec des données théoriques issues de modélisations moléculaires. Une approche par métadynamique 

a été réalisée, générant un très grand nombre de conformations par isomère (≈ 300 000) qui a été 

réduit à 25 000 environ sur le critère de la stabilité énergétique. Le calcul des CCS théoriques de ces 

structures a mené à l’obtention d’une distribution de valeur, pour chaque isomère, représentant un 

format de données analogue à celui obtenu expérimentalement. Ces données ont mis en évidence une 

moyenne de CCS plus grande des isomères greffés en position OH3 de la βCD ainsi qu’une plus haute 

compacité de ceux greffés en position OH6. La mise en place d’un système de scores adapté aux 

différences expérimentales a permis de définir, par la comparaison des CCS expérimentales et 

théoriques, la position de greffage de l’oléate de méthyle sur la βCD (OH2, OH3 ou OH6). L’objectif 

étant de pouvoir appliquer cette approche à d’autres mélanges de dérivés de CDs, les validations des 

conditions expérimentales et du résultat de l’attribution ont été réalisées.  

Dans un premier temps, l’effet du changement de la composition de la phase mobile sur la mesure de 

CCS a été évalué afin de valider les conditions expérimentales. Il en est ressorti que les conditions 
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d’analyse employées n’affectent pas significativement les temps de dérive moyens, malgré un 

élargissement des traces de mobilité indiquant des conformations légèrement différentes et non-

résolues. Le gradient employé pour séparer ces 12 isomères ne génère qu’une différence de 28% de 

solvant organique, une augmentation suffisamment faible pour ne pas affecter significativement les 

CCS mesurées. Cette étude a également permis de conditionner cette approche à des méthodes dont 

la variation de composition de phase mobile n’est pas trop importante. En effet, les différences 

observées entre l’utilisation d’un solvant 100% aqueux ou 100% organique peut induire des biais 

significatifs au regard des différences de CCS entre les composés analysés.  

Dans un second temps, la validation de l’attribution des régioisomères a été réalisée par l’analyse RMN 

des 12 isomères purifiés. Les différences d’étendues des valeurs de CCSth et CCSexp différentes et 

l’absence de charge sur les modèles théoriques ont motivé cette étape de validation. Le déblindage 

caractéristique d’un unique carbone appartenant à la βCD (C2CD, C3CD ou C6CD), observé sur les 

expériences HSQC, a permis de valider l’attribution des positions de greffage. De plus, la position de 

substitution sur l’oléate de méthyle (C9oléate ou C10oléate) a pu être déterminée grâce à l’expérience 

TOCSY. Cette attribution a permis de mettre en évidence un schéma non-répétable des temps de 

rétention au sein de chaque groupe de régioisomères sur la βCD, indiquant l’influence significative de 

la stéréochimie (RR ou SS) sur le temps de rétention de ces composés. Enfin, l’analyse 

conformationnelle réalisée par l’expérience ROESY a mis en évidence un phénomène d’auto-inclusion 

de la chaine lipidique à l’intérieur de la cavité de la βCD, dans le DMSO-d6, indiquant une forte stabilité 

de ce phénomène. Cette auto-inclusion est également la conformation majoritaire observée sur les 

structures théoriques modélisées dans l’eau.  

Cette approche a donc permis, grâce au le couplage UHPLC-IMS-MS/HRMS associé à la modélisation 

moléculaire, d’assigner aux 12 isomères de LipβCD leur régioisomérie sur la βCD, sans étape de 

purification. Ce couplage exploite les différences d’interactions en phase liquide (UHPLC), les 

différences de conformation en phase gazeuse (IMS, MS/MS) et en phase liquide (modélisation dans 

l’eau), regroupant une grande quantité d’informations descriptives. De plus, l’utilisation de la 

métadynamique comme approche théorique offre la génération d’un nombre élevé de structures, 

constituant une base de données conformationnelles intéressante. Enfin, l’analyse approfondie par 

RMN a mis en évidence l’intérêt d’une caractérisation avancée des mélanges de dérivés de CDs, 

notamment par l’observation d’auto-inclusions stables et différentes, pouvant être à l’origine de 

variations de propriétés physico-chimiques telles que la solubilité, la capacité d’inclusion ou l’aptitude 

à interagir avec les membranes biologiques.



 

 
 

 



 

 
 

III. Partie Expérimentale 
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III.1. Apport des cyclodextrines à une formulation orale liquide du carvédilol 

III.1.1. Chemicals 

European Pharmacopoeia (Ph. Eur.) grade carvedilol (molecular mass = 406.5 g/mol) was purchased 

from INRESA (Barthenheim, France). The following CDs were supplied by Wacker Chemie AG (Munich, 

Germany): α-cyclodextrin (αCD, Cavamax W6 Pharma), β-cyclodextrin (βCD, Cavamax W7 Pharma), γ-

cyclodextrin (γCD, Cavamax W8 Pharma), randomly methylated β-cyclodextrin (RAMEB, Cavasol W7 

M; degree of substitution (DS) = 1.6-1.9) and hydroxypropyl-β-cylodextrin (HPβCD, Cavasol W7 HP, DS 

= 0.6-0.9). Hydroxypropyl-γ-cyclodextrin (HPγCD, DS = 0.6), sodium acetate, acetic acid, trisodium 

citrate dihydrate, citric acid monohydrate, phosphoric acid, disodium phosphate and 1 M hydrochloric 

acid were purchased from Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Heptakis(2,6-di-O-

methyl)-βCD (DIMEB) was synthesized as described previously [192], and its measured properties were 

in line with the literature data. Deuterated water and DMSO was purchased from Sigma-Aldrich. The 

water used was MilliQ grade. All solvents used were analytical grade. 

 

III.1.2. Ultra high performance liquid chromatography 

Ultra high performance liquid chromatography (UHPLC) was performed on an ACQUITY UPLC H-Class 

system coupled to an ACQUITY TUV detector (Waters, Manchester, UK) set to carvedilol’s λmax = 240 

nm. For solubility studies, we used a previously described UPLC method on a Waters ACQUITY UPLC 

BEH C18 (100x2.1 mm, 1.7 μm) column maintained at 60 °C (333 K) [161]. 

The stability analysis was based on a slightly modified Ph. Eur. method, using a Phenomenex Kinetex 

LC C8 (150x4.6 mm, 2.6 μm) column maintained at 55 °C (328 K). To check for possible deviation in 

detection, new calibration curves were generated and analyzed twice during each sample run. 

 

III.1.3. Solubility studies 

To evaluate the influence of CDs in various aqueous media, we prepared 10 mM solutions of αCD, βCD, 

γCD, HPβCD, HPγCD or RAMEB in pure water (with a pH close to 7), aqueous 0.1 M citrate buffer or 

acetate buffer (pH 4.7), and hydrochloric acid (26 mM, pH ~3.5). An excess amount of carvedilol (10 

mg/mL) was added to 3 mL of medium. The obtained suspension was capped, stirred for 3 days at 

room temperature (296 ± 2 K), and then filtered through a polyvinylidene fluoride filter (pore size: 0.2 

μm; Acrodisc, Waters). After appropriate dilution, the carvedilol concentration was determined using 

a dedicated UHPLC method. Blanks were prepared with the same experimental procedure but in the 

absence of CD. Solutions were prepared in triplicate for each condition. 

The superimposition of calibration curves obtained for each condition is shown Figure 124. 
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Figure 124 : Superimposition of calibration curves used for the solubility study. 

 

III.1.4. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Analyses 

All NMR experiments were performed on an AVANCE III 600 MHz spectrometer (Bruker, Wissembourg, 

France) equipped with a Z-gradient unit (for pulsed-field gradient spectroscopy) and a triple resonance 

probe (TXI, 5-mm tube, maximum gradient strength value = 5.35 G/mm). Spectra were acquired at 298 

K with close temperature control. D2O was used as the solvent, while the system’s pulsecal automation 

program was used to optimize the duration of the 90° pulse. Residual signal of HOD protons was used 

as the reference for calibration. One-dimensional NMR spectra were recorded at a resolution of 0.2 Hz 

(64K data points). 1H spectra of acetate buffer samples were obtained with the Bruker sequence zg30, 

and 1H spectra of HCl samples were obtained by using the Bruker sequence zgcppr to delete the water 

signal from the added HCl. Two-dimensional (2D) DOSY 1H NMR experiments were performed using 

the Bruker sequence ledbpgp2s with the gradient pulse duration (δ/2) and the diffusion time (Δ) set to 

1.9 ms and 50 ms, respectively. The strength of the pulsed-field gradient was increased linearly from 

2% to 98% in 16 steps. The probe’s gradient calibration was based on the water signal from a 90:10 

H2O/D2O mixture; a gradient strength value of 4.9 G/mm was obtained for the water diffusion value D 

at 2.3x10-9 m²/s at 298 K. The longitudinal eddy current delay and the spoil gradient delay were set to 

5 ms and 0.6 ms, respectively. Spectral data were processed with the TopSpin dosy2d software module 

(V4.0.7, Bruker). 2D ROESY 1H NMR experiments were carried out using the phase-sensitive roesyph.2 

sequence; the mixing time was set to 800 ms, with resolutions of 2.6 Hz and 21.1 Hz for F2 and F1, 

respectively. COSY and HSQC experiments were carried out using standard sequences of Bruker library.  

III.1.5. Aggregation studies 
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To study carvedilol aggregation in acetate buffer, samples were prepared at high concentration (5 mM) 

by heating at 313 K overnight with stirring, leading to clear stock solution. We analysed by NMR five 

carvedilol concentrations (from 0.5 mM to 5 mM) in 0.1 M acetate-buffered D2O (pH = pKa = 4.7). The 

lower concentrations were obtained by diluting the 5 mM stock solution in the same buffer. 

 

III.1.6. Complex stoichiometry 

The stoichiometry of carvedilol’s inclusion complexes with βCD, γCD and DIMEB were investigated by 

applying Job’s method (the “method of continuous variation”) to 1H NMR analysis [91,92]. 11 samples 

were prepared, with linear variations of the molar ratio of both components ranging from 0 to 1. Job 

plots with βCD and γCD were obtained with solutions in 0.1 M acetate buffer (pH = pKa = 4.7), and the 

total concentration ([carvedilol] + [CD]) was kept constant at 3.65 mM. Note that with DIMEB, the 

solutions were prepared in D2O with 13 mM HCl (pH ~3.5), and the total concentration ([carvedilol] + 

[DIMEB]) was kept constant at 2 mM (Table 22). The complexes’ stoichiometry was determined from 

the chemical shifts of protons located in the CD cavity. 

Table 22 : Preparation of samples used for the Job experiment with carvedilol and DIMEB. The concentrations of carvedilol 
and DIMEB stock solutions are 2 mM.  

NMR tube 
[Carvedilol]  

(mM) 
V Carvédilol  

(µL) 
[DIMEB]  

(mM) 
V DIMEB  

(µL) 
r (Carvedilol) R (DIMEB) 

1 2 500 0 0 1.000 0.000 

2 1.8 450 0.2 50 0.900 0.100 

3 1.6 400 0.4 100 0.800 0.200 

4 1.4 350 0.6 150 0.700 0.300 

5 1.2 300 0.8 200 0.600 0.400 

6 1 250 1 250 0.500 0.500 

7 0.8 200 1.2 300 0.400 0.600 

8 0.6 150 1.4 350 0.300 0.700 

9 0.4 100 1.6 400 0.200 0.800 

10 0.2 50 1.8 450 0.100 0.900 

11 0 0 2 500 0.000 1.000 

 

III.1.7. Isothermal titration calorimetry (ITC) studies 

 Thermodynamic parameters (the formation constant K, the inclusion enthalpy ΔH°, the 

entropy ΔS°, the Gibbs free energy ΔG°, and the heat capacity ΔCp°) were determined for 

carvedilol/γCD and carvedilol/RAMEB systems using an isothermal calorimeter (ITC200, MicroCal Inc., 

USA). Carvedilol and CDs solutions were prepared in degassed acetate buffer adjusted to pH = pKa = 

4.7. Each system was characterized in three distinct experiments, made at three temperatures (288, 

298 and 308 K). The first experiment (titration: protocol A) was performed by filling the cell (V0 = 202.8 

μL) with a 0.5 mM carvedilol solution and filling the syringe with a 5 mM CD solution. The second 
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experiment (release: protocol B) was performed by filling the cell with a buffer solution and filling the 

syringe with a 1 mM carvedilol + 5 mM CD solution. The third experiment (protocol C) was performed 

by filling the cell with a 0.5 mM carvedilol solution and filling the syringe with a 1 mM carvedilol + 5 

mM CD solution. Blank experiments were carried out under the same experimental conditions by 

injecting individual species into buffers, buffers into species, or buffers into buffer; this yielded the 

heat of dilution, which was subtracted from the values in the interaction experiments. For all 

experiments, and after the addition of an initial aliquot of 1 μL, 10 aliquots of 3.5 μL of the syringe 

solution were delivered over 7 s for each injection. The time interval between two consecutive 

injections was set to 70 s, which proved to be sufficient for a systematic and complete return to 

baseline. The stirring speed was set to 1000 rpm. The resulting heat flow was recorded as a function 

of time. The peak area following each injection was obtained by integration of the resulting signal and 

was expressed as the heat effect per injection. The binding parameters (K, ΔH°, ΔS°, ΔG°, and ΔCp°) 

were determined for a 1:1 stoichiometry, by means of a dedicated treatment [84], involving a global 

analysis of all the binding isotherms obtained for a given system. 

 

III.1.8. Mass Spectrometry Studies  

Mass spectrometry analyses were performed on a Synapt-G2-Si (Waters, Manchester, UK) equipped 

with an ESI probe. Solutions were injected throw FIA (Flow Injection Analysis) using H2O or directly 

infused with a syringe pump. It was operate in positive ion mode with capillary voltage set at 2 kV, 

source temperature at 100 °C and sampling cone at 20 V.  

 

III.1.9. Photostability study 

A six-month photostability study was performed in accordance with the ICH Q1A and Q1B guidelines 

on environmental conditions and light exposure. We measured the photostability of aqueous 

carvedilol solutions containing γCD or RAMEB at a [CD]/[carvedilol] ratio of 5, relative to that of a 

control solution. Carvedilol stock solutions (5 mg/mL, 12.3 mM) with γCD (n=15) or RAMEB (n=15) were 

prepared in water with 13 mM HCl (pH ~3.5). The control 5 mg/mL aqueous carvedilol stock solution 

(n=15) in the absence of CDs was prepared in H2O/acetonitrile (50:50), with a final HCl concentration 

of 13 mM. Acetonitrile was chosen because it generates fewer degradation products than other 

organic solvents like ethanol or methanol. 

All stock solutions were prepared in volumetric flasks and filtered under aseptic conditions through 

sterile 0.2 μm polyethersulphone filters (PharmAssure, Pall Corporation, Port Washington, NY, USA) 

into sterile vials. All the vials were then sealed to avoid bacterial contamination and evaporation. 

Samples were stored in climatic chambers (KBF P240, Binder, Tuttlingen, Germany) and exposed to 

visible light (7500 lux) and ultraviolet A light (1.1 W/m²) at 298 K and 60% relative humidity. The 
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carvedilol concentrations in n=3 vials per solution were measured initially (T0) and 1, 2, 3 and 6 months 

later. The results were expressed as the amount of carvedilol relative to T0. The first-order degradation 

kinetics were modelled and compared using R software (version 4.0.2) [193]. 

Degradation products were analysed with the Synapt-G2-Si mass spectrometer hyphenated with 

UHPLC using the previously described method on a Waters ACQUITY UPLC BEH C18 (100x2.1 mm, 1.7 

μm) column maintained at 60 °C (333 K) [161]. MS/MS spectra were recorded using the trap cell under 

Argon as the collision gas. 

III.2. Mise en place d’une approche de caractérisation des mélanges de dérivés de CDs 

III.2.1. Chemicals 

The Lipidyl cyclodextrins LipβCD were obtained by an in-home synthesis developped by Estefania Oliva 

during her PhD [175,176]. β-cyclodextrin (βCD, Cavamax W7 Pharma), was supplied by Wacker Chemie 

AG (Munich, Germany). Deuterated water and DMSO-d6 were purchased from Sigma-Aldrich. The 

water used was MilliQ grade. All solvents used were analytical grade. 

 

III.2.2. UHPLC, HRMS, MS/MS and IMS  

Analyses were performed with an UPLC H-Class chromatographic system in line with a Synapt-G2-Si 

hybrid Q-TOF mass spectrometer (Scheme 18) (Waters, Manchester, UK) equipped with an ESI source 

ionization and a travelling wave ion mobility cell (TWIM, Scheme 19). 

 

Scheme 18 : Representation of the Synapt-G2-Si mass spectrometer with its ion mobility cell (embedded schematic 
representation). 
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Scheme 19 : Schematic diagram illustrating the progression of the travelling wave voltage pulse along the TWIM cell [194]. 

UHPLC conditions: Samples were prepared in MeOH at a concentration of 1 mg.mL-1 (≈ 50 μM) and 1 

μL was injected. For UHPLC separations an ACQUITY UPLC BEH C8 (100 mm, 2.1 mm, 1.8 μm) column 

maintained at 40 °C was used. The elution was performed using a 0.4 mL.min-1 mobile phase gradient 

of water (A) and methanol (B), programmed as follows (A:B): 60:40 (t = 0 min), 20:80 (t = 10 min), 20:80 

(t = 11 min), 0:100 (t = 12 min), 0:100 (t = 15 min), 60:40 (t = 16 min), 60:40 (t = 20 min). 

The ESI source was operated in the positive ionization mode using a capillary voltage of +3 kV and the 

following conditions: cone voltage, 120 V; source offset, 20 V; source temperature, 120 °C; desolvation 

gas temperature, 450 °C; desolvation gas flow, 800 L.h-1; and cone gas flow, 50 L.h-1. Nitrogen (>99.5%) 

was employed as the desolvation gas. Mass calibration was carried out using a sodium formate solution 

(10 mM NaOH in isopropanol/water/formic acid 49.9:49.9:0.2, v/v/v) and the lock mass correction was 

applied for accurate mass measurements using a Leu-enkephalin solution (m/z 556.2771). The scan 

range was m/z 50–2000 at 0.20 s.scan-1. The TOF was operated in the resolution mode, providing an 

average resolving power of 25,000 (FWHM). For MS/MS, spectra were recorded using the trap cell, 

with a collision energy set to 95 eV under Argon (99.9999%) as the collision gas. All spectra were 

recorded in the continuum mode.  

Ion mobility: Ion mobility separation has been carried out with a TWIM cell operating under nitrogen 

(>99.5%) with wave height (WH), wave velocity (WV), and gas flow values at 40 V, 550 m.s-1 and 90 

mL.min-1, respectively. The mass of DS=1 ([M + Na]+ m/z 1469.6260) was previously selected by the 

quadrupole to reduce noise. The TWIM cell needs to be calibrated to obtain collision cross section 

(CCS) values from drift time [178]: calibration was performed using a MajorMix solution (Waters). Data 

acquisition was performed with the MassLynx software (V4.2, Waters). The arrival time (AT) of each 

ions of interest (calibration ions and CDs ions) was extracted with the Driftscope software (V2.9, 



 

215 
 

Waters) and apex was determined by a gaussian fit performed with the Origin software (v2019, 

OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). 

Direct introduction conditions: the purified isomers (1, 4 and 10) and natural CDs (αCD, βCD and γCD) 

were solubilized at 5 μM in different solvents: H2O 100%, H2O/MeOH 50/50 v/v and MeOH 100%. Each 

sample (3 per CD) was analyzed by flow injection analysis (FIA) using isocratic H2O 100%, H2O/MeOH 

50/50 v/v or MeOH 100% as the mobile phase with a flow rate of 0.4 mL.min-1. All mass spectrometer 

and ion mobility parameters were the same as for UHPLC analyses.  

To control the calibration efficiency, natural CDs were analyzed and the Δ CCS obtained ([M+Na]+) were 

below 2% in comparison with CCS obtained with DTIMS in the literature (Table 23) [105,114].  

Table 23 : Comparison of CCS directly measured by DTIMS* or obtained with our TWIMS after calibration. 

 CCS (DTIMS)* CCSexp (TWIMS) Δ (%) 

αCD 278.2 280.7 0.89 

βCD 309.0 312.4 1.11 

γCD 316.0 321.0 1.57 
* Values obtained from [114] 

 

III.2.3 Computational Details  

Initial geometries for the twelve isomers of lipidyl-βCDs studied in this work were built using the LEaP 

program from the AmberTools16 distribution [195]. The fragments needed to build the native βCDs 

were taken from the R.E.DD.B. database [196] under project F-85 and the fragments needed to 

construct the lipidyl arm were parameterized and defined according to the general strategy we 

developed previously for substituted cyclodextrins [179]. All molecular dynamics simulations were 

carried out using the SANDER module from the AmberTools16 program suite [195]. The twelve LipβCD 

isomers were solvated in a truncated octahedral box with a buffer distance of 10.0 Å. The q4md-CD 

force field parameters [179] were used to model the βCD scaffold and the AMBER99SB force field [180] 

was used for the lipidyl substituent. The parameters used for water were taken from the TIP3P model 

[197]. After minimization, the systems were brought to target temperature by ramping up the 

temperature over periods of 25 ps followed by a run of 200 ps to relax and equilibrate the system and 

short classical MD simulations of 5 ns were performed using the NPT ensemble at a pressure of 1 atm 

and a temperature of 300 K. Finally, metadynamics simulations of 300 ns were then conducted: all 

biasing to molecular dynamics and definition of collective coordinates were carried out using the open-

source, community-developed PLUMED library [198], version 2.4.2. [199] Metadynamics placed 

potentials of the initial height of 0.3 kcal.mol-1 and width of 0.1Å for the radius of gyration every 100 

steps applying a biasfactor of 20. Throughout the simulations, the weak coupling algorithm [200] was 

used to regulate the temperature and pressure to 398 K and 1 atm, respectively. The temperature was 
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maintained close to the intended value by weak coupling to an external temperature bath with a 

relaxation time of 2 ps and the pressure to an external pressure bath of 1 atm with a coupling constant 

of 2 ps. The SHAKE algorithm [201] was used to constrain C-H bonds, and a time step of 2 fs was used 

to integrate the equations of motion. Periodic boundary conditions were imposed during simulation. 

The distance cutoff of 9.0 Å was applied to non-bonded interactions and the PME method [202] was 

used to compute long-range interactions. Configurations of the systems were stored at intervals of 1 

ps. Analyses of the trajectories were performed using the Cpptraj module [203] available in the 

AmberTools distribution. The Qhull program [204] was used to evaluate the geometrical surface and 

the volume of the LipβCD structures, and CCSth values were calculated with the Impact software using 

the trajectory method and the projection approximation [205]. These CCSth values have been 

calculated on structures extracted from MD simulations in explicit water, hence present a solvated 

conformation. It has been shown in the literature that for comparisons with IM-MS work performed 

in vacuum, this strategy is valid because during the evaporation phase, CDs should retain their native 

solution structure [183]. Furthermore, this assumption has been experimentally verified in this work. 

But, direct comparisons between theoretical calculations of CCSth and values obtained through IM-MS 

experiments is not advisable, as the theoretical structures lack the presence of the Na+ ion. 

 

III.2.4. Purification method  

Isomers purification was performed with autopurification system with a 1525 binary pump coupled 

with a single quadrupole mass spectrometer SQD2 (Waters-Micromass, Manchester, UK) equipped 

with an electrospray ion source (ESI-MS). The separation was performed at room temperature on a 

Fuji SPS-300-5-C8T (250 mm, 25 mm, 5 μm) column using a sample injection volume of 600 μL (solution 

of isomers mixture at 50 g.L-1 in DMSO). The following mobile phase gradient at a flow rate of 23 

mL.min-1 was used: (A) H2O, (B) MeOH; (A:B): 70:30 (t = 0 min), 30:70 (t = 20 min), 30:70 (t = 30 min), 

0:100 (t = 30.1 min), 0:100 (t = 40 min), 70:30 (t = 40.10 min), 70:30 (t = 50 min). An in-line splitter was 

set at 1/1000 to reduce the flow toward the ESI-MS source. The ESI source was operated in the positive 

ionization mode using a capillary voltage of +3 kV and the following conditions: cone voltage, 60 V; 

source temperature, 150 °C; desolvation gas temperature, 350 °C; desolvation gas flow, 650 L.h-1; and 

cone gas flow, 20 L.h-1. Nitrogen (>99.5%) was employed as the desolvation gas. Both [M + Na]+ (m/z 

1470) and [M + 2Na]2+ (m/z 746) were used to detect and auto-collect DS=1 isomers. Data acquisition 

and processing were performed with the MassLynx V4.1 software. 

 

 

III.2.5. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Analyses 
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NMR experiments were performed on an AVANCE III 600 MHz spectrometer (Bruker, Wissembourg, 

France) equipped with a Z-gradient unit (for pulsed-field gradient spectroscopy) and a triple resonance 

probe (TXI, 5-mm tube). Spectra were acquired at 298 K with close temperature control. DMSO-d6 was 

used as the solvent, with D2O 2% to exchange free H of CD’s free alcohol groups. The system’s pulsecal 

automation program was used to optimize the duration of the 90° pulse. Residual 1H signal of 

deuterated solvent was used as the reference for calibration. One-dimensional NMR spectra were 

recorded at a resolution of 0.12 Hz (64 K data points). 1H spectra were obtained with the Bruker 

sequence zg30. TOCSY experiments were performed using the Bruker sequence mlevph, mixing time 

was set as 160 ms; F1 and F2 resolution are 37.5 Hz and 4.7 Hz respectively. COSY, relayed COSY and 

HSQC experiments were carried out using standard sequences of Bruker library. 2D ROESY 1H NMR 

experiments were carried out using the phase-sensitive roesyph.2 sequence; the mixing time was set 

to 800 ms, with resolutions of 2.3 Hz and 18.7 Hz for F2 and F1, respectively. The TopSpin software 

(Bruker) v3.8 was used for acquisition and v4.0.7 for data treatment.  

Some NMR experiments were realized on an AVANCE NEO 900 MHz to gain in resolution and 

sensitivity. DMSO-d6 100 % was used as solvent allowing the observation of alcohol with good 

resolution. COSY and HSQC experiments were performed using the Bruker sequence cosygpqf and 

hsqcedetgpsisp (v2.4), respectively. Selective J-Resolved expermients were performed using the 

DS9_SERFau2d-pr sequence. 

 

III.2.6. PCA analyses 

MS/MS data treatment: Followed shared ions fragment obtained by MS/MS ([M+Na]+, m/z 1469.6260) 

for the 12 isomers were used : 185.0405, 347.0918, 497.3075, 509.1462, 659.3608, 671.2031, 

821.4163, 833.256, 983.472, 995.3152, 1145.5276, 1307.5757. Their intensity (I) were pretreated as 

follow: 𝐼 →  𝑙𝑜𝑔 (
𝐼

𝐼 𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑡
). PCA was realized with Pareto scaling to keep small variance’s variations 

between variables.  

NMR data: 1H NMR spectra (600 MHz, 128 scans, D1 = 18 sec, 298K) were recorded with zg pulseprog 

(600 MHz, Bruker) with larger spectral window (SW = 14 ppm, O1P = 4.7 ppm) to optimize baseline. 

NMRProcFlow tool (v1.4.16) [189] was used to obtain homogenous baseline correction (global 

correction, noise windows: 11.5 – 9.0 ppm) on previously phased spectra. From these spectra, 

NMRprocflow automatically generates and integrates buckets of 0.04 ppm at the following defined 

windows: 4.95-4.72 (H1 CD), 4.15-3.48 (H3, H5, H6 CD; H9-10 Oleate), 3.39-3.0 (H2, H4 CD; H9-10 Oleate), 2.34-2.14 

(H2 Oleate), 1.6-1.05 (H of CH2 Oleate), 0.95-0.72 (H18 Oleate). For each spectrum, the integration values of 

buckets were normalized to the sum of the integrations to constitute the variables. PCA was performed 
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with Unit-Variance (UV, standard distribution) scaling to keep same contribution of each windows, i.e. 

to avoid strong contribution of methyl singlet.  

PCA were realized with the Origin software (v2019, OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). 

  



 

 
 

Conclusion générale et perspectives 
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La première partie de ce manuscrit a été dédiée à l’étude de l’intérêt des CDs pour le développement 

d’une formulation liquide de carvédilol à destination pédiatrique. A l’exception de l’αCD, toutes les 

CDs étudiées ont montré un effet solubilisant sur cette substance active, plus ou moins prononcé. Sa 

faible solubilité aqueuse a nécessité l’utilisation d’un milieu acide afin d’augmenter sa solubilité par la 

formation de sels. L’efficacité des CDs s’est montrée dépendante du milieu utilisé, malgré une 

tendance générale selon laquelle la RAMEB est la plus efficace, suivie des dérivés γCD. L’utilisation 

d’HCl a finalement permis d’obtenir les résultats de solubilisation attendus, permettant d’atteindre la 

concentration cible, fixée à 12.3 mM. La nature du milieu, la quantité de CDs utilisée et les constantes 

d’association mesurées sont en bon accord avec une administration par voie orale de cette solution. 

Cette étude constitue donc une première étape vers le développement d’une formulation liquide de 

carvédilol à destination pédiatrique. Ces systèmes ont été caractérisés, démontrant la coexistence de 

deux complexes d’inclusion de stoéchiométries 1:1 avec la RAMEB ou la γCD, correspondants à 

l’inclusion des deux groupements aromatiques dans la cavité. L’identification d’un phénomène 

d’agrégation du carvédilol, l’effet protecteur des CDs et l’analyse des produits de dégradation ont 

également été étudiés. L’ensemble des informations ainsi obtenues constitue une description 

homogène de ces systèmes, impliquant le carvédilol et la RAMEB ou la γCD, qui peut s’avérer utile pour 

de futures études de substances actives aux motifs structuraux voisins. 

Les perspectives de cette étude seraient de déterminer l’intérêt des CDs en terme de biodisponibilité, 

ce qui permettrait une réduction de la quantité de substance active à administrer aux jeunes patients. 

Le développement d’une formulation finie, contenant arômes et agents stabilisants est également à 

envisager, en prenant en considération les faibles constantes d’association pouvant générer une 

compétition d’inclusion et la précipitation du carvédilol. 

Plus généralement, la mise en place d’une approche systématique est à envisager pour l’étude des 

substances actives classées BCS II et IV et reportées dans les European Pediatric Needs. Pour ce faire, 

le dopage de phases mobiles par des CDs en chromatographie liquide peut être réalisé afin d’évaluer 

la force des interactions CDs-SAs de différents systèmes. Le développement d’une unique méthode de 

chromatographie dédiée à l’élution de composés hydrophobes de différentes natures dans un temps 

raisonnable en absence de CDs est à envisager. L’observation de la variation des temps de rétention 

des SAs par l’ajout de différentes CDs dans la phase mobile serait un indicateur de la présence 

d’interactions. De manière analogue, la comparaison rapide de différents systèmes peut être 

envisagée grâce à l’analyse par spectrométrie de masse en FIA des SAs, combinée à l’infusion d’une 

solution de CDs. La faible solubilité aqueuse des SAs de classe BCS II et IV imposerait l’utilisation de 

solvants organiques en solvant de poussée. Cette approche permettrait d’observer les associations 

CDs-SA les plus intenses, prenant en considération l’absence de l’effet de l’eau dans la formation des 

associations. La comparaison systématique des associations observées avec les homologues linéaires 
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de CDs serait réalisée afin de corriger les intensités observées. Une intensité significative des ions 

correspondant à leur association serait dans ce cas un indicateur d’une association stabilisée par des 

forces électrostatiques, également favorables à la formation de complexes d’inclusion en milieux 

aqueux. L’utilisation de conditions expérimentales identiques, en chromatographie liquide ou en 

spectrométrie de masse, permettrait la comparaison rapide de nombreux systèmes différents, 

orientant alors les études de solubilité.  

Ces expériences apporteraient des informations en terme de forces d’association entre les SAs et les 

CDs, sans prendre en considération l’effet solubilisant qui en découle ni l’effet du milieu sur cette 

association. La formation de sel paraît être une étape indispensable à l’obtention de solubilités 

suffisamment hautes pour une utilisation pédiatrique de solutions de SAs de classes II et IV en raison 

de leur faible solubilité aqueuse. La recherche du milieu le plus efficace pour augmenter la solubilité 

intrinsèque de ces substances en milieu aqueux apparait donc être une étape préliminaire 

indispensable, prenant en considération les critères d’acceptabilité pour une administration 

pédiatrique par voie orale (pH, nature des sels, qualités organoleptiques).  

La mise en commun des informations obtenues par chromatographie liquide et /ou spectrométrie de 

masse avec celles des mesures de solubilité des SAs en absence de CDs devrait permettre de limiter 

considérablement le nombre d’expériences à réaliser et le temps consacré à chaque système. 

Néanmoins, la réalisation d’études de solubilité dans l’eau pure reste intéressante en vue de corréler 

les effets solubilisants avec les différences d’interactions définies par les expériences rapides 

proposées. Les analyses structurales par RMN pourraient également être réalisées directement sur les 

échantillons préparés lors des expériences de solubilité grâce à l’utilisation de capillaires de D2O et de 

séquences adaptées. Cette approche permettrait de limiter la quantité de SA utilisée pour ces études, 

de s’affranchir des différences entre l’H2O et le D2O et de corréler directement les caractérisations 

structurales à l’effet solubilisant des CDs. Un dosage réalisé directement par RMN peut également être 

envisagé pour atteindre cet objectif.  
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La deuxième partie de ce manuscrit a été consacrée à la détermination de l’apport du couplage UHPLC-

IMS-MS/HRMS pour la caractérisation des mélanges de dérivés de CDs, à travers le modèle des LipβCD. 

Ce couplage impliquant deux étapes de séparation, l’une en phase liquide et l’autre en phase gazeuse, 

a permis d’améliorer le niveau de caractérisation des isomères de DS1 de LipβCD en une seule analyse, 

grâce à son association avec de la modélisation moléculaire. En effet, l’attribution des isomères de 

position de greffage sur la βCD a pu être réalisée, sans étape de purification. La validation de cette 

approche, couvrant les conditions expérimentales et l’attribution proposée a été réalisée. L’utilisation 

d’une modélisation de type métadynamique a généré un grand nombre de structures théoriques, 

permettant l’obtention d’une distribution de valeurs de CCS analogue aux données expérimentales. 

De plus, la quantité de conformations représentatives générée mène à la constitution d’une base de 

données conformationnelles intéressante, pouvant être exploitée par comparaison avec des données 

expérimentales autres que la CCS. En effet, les expériences ROESY ont expérimentalement démontré 

un phénomène d’auto-inclusion des LipβCD de DS1, ce qui a été corrélé avec les conformations 

théoriques. Cette approche permet donc l’amélioration du niveau de caractérisation d’un mélange de 

dérivés de CDs tout en créant une base de données théoriques pouvant être exploitée à des fins 

différentes. 

Les perspectives principales de ce travail se divisent en trois parties, correspondant à l’amélioration 

des modèles théoriques, à la recherche de conditions expérimentales plus discriminantes et au 

transfert de cette approche à d’autres mélanges de CDs modifiées.  

Une des limites de l’approche par métadynamique réalisée dans l’eau est l’absence de charge, 

constituant une différence notable entre les données théoriques et expérimentales issues de la 

mobilité ionique. Une solution envisageable pour pallier cette limite serait d’extraire les structures 

représentatives et d’effectuer une seconde étape de modélisation en ajoutant la charge de nature 

correspondant à celle observée expérimentalement. Réalisée en phase gazeuse, cette seconde étape 

serait soit de la dynamique moléculaire classique, soit de la minimisation, afin de conserver en partie 

la conformation représentative extraite de la métadynamique. 

La nature de la charge influence significativement les différenciations observables par la mobilité 

ionique, notamment les différences induites par les métaux alcalins. C’est pourquoi la réussite de 

l’amélioration du protocole de modélisation moléculaire permettrait, du point de vue expérimental, 

d’explorer cet effet différenciant. Le cas échéant, l’infusion de solutions de sels de métaux alcalins 

combinée à la chromatographie permetrait de déterminer si la nature de différents adduits améliore 

la résolution entre des isomères de CDs modifiées. L’augmentation des différences de CCS, associée à 

la modélisation, représenterait une amélioration significative de l’approche proposée dans ce chapitre 

de thèse.  
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Enfin, l’application de cette approche à d’autres mélanges de dérivés de CDs est à envisager, les LipβCD 

ayant été utilisés comme modèles. Du point de vue applicatif, les mélanges commerciaux de SBEβCD, 

d’HPβCD et de RAMEB sont à étudier. Les différences de structures entre les régioisomères et 

diastéréoisomères contenus dans ces mélanges étant moins discriminantes que les LipβCD, en terme 

de taille et de forme, leur différenciation représente un enjeu particulier. D’une part, l’approche d’un 

regroupement fondé sur la fragmentation MS/MS permettrait une annotation plus détaillée des profils 

chromatographiques. D’autre part, l’utilisation d’une cellule de mobilité plus résolutive que celle 

employée dans cette étude est à envisager. Enfin, l’amélioration de l’approche par l’utilisation de 

métaux alcalins représente un moyen de discrimination pouvant être déterminant, notamment pour 

les dérivés méthylés.  
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Abstract: We studied the effect of several CDs on carvedilol’s solubility and chemical stability
in various aqueous media. Our present results show that it is possible to achieve a carvedilol
concentration of 5 mg/mL (12.3 mM) in the presence of 5 eq of γCD or RAMEB in an aqueous
medium with an acceptable acid pH (between 3.5 and 4.7). Carvedilol formed 1:1 inclusion complexes
but those with RAMEB appear to be stronger (K = 317 M−1 at 298 K) than that with γCD (K = 225 M−1

at 298 K). The complexation of carvedilol by RAMEB significantly increased the drug’s photochemical
stability in aqueous solution. These results might constitute a first step towards the development of a
novel oral formulation of carvedilol.

Keywords: carvedilol; cyclodextrins; pharmaceutical solutions; NMR; ITC

1. Introduction

Carvedilol (Scheme 1a) is a nonselective α and β adrenoceptor antagonist indicated
for the treatment of heart failure in children [1]. The European Medicine Agency added
carvedilol to the list of pediatric therapeutic needs for cardiology since an age-appropriate
pharmaceutical form was not available for children [2]. The maintenance dose typically
used is around 0.5 mg/kg/d, although dose-finding studies in children have yet to be
performed [1].

From a pharmaceutical point of view, carvedilol is a racemic compound with low
aqueous solubility (ranging from 0.01 to 1 mg/mL depending on the pH) [3]. It is part
of class II in the Biopharmaceutics Classification System [4]. Carvedilol’s bioavailability
is low-around 24% in adults-and is further reduced by the compound’s low solubility in
intestinal tract fluids when given orally. Hence, formulating an oral solution of carvedilol
might be a valuable way of addressing the lack of age-appropriateness drugs and enhancing
the compound’s low bioavailability. Given the recommended maintenance dose and the
usual acceptable volume for oral administration route in children, the carvedilol solution’s
target concentration should be around 5 mg/mL (12.3 mM) [5].

Many attempts to overcome low aqueous drug solubility have been made [6–8]; these
notably include the formation of inclusion complexes between cyclodextrins (CDs) and
hydrophobic drug compounds [9–11]. Inclusion complexes between carvedilol and several
CDs have already been reported [12], and some studies have described the preparation
of complexes by physical mixing, kneading and co-precipitation [13–15]. Other attempts
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to improve carvedilol’s solubility involved the formation of ternary complexes using
citric [16] and tartaric acid [14] or used a mixture of solvents such as H2O/ethanol before
evaporation [12]. In water, under uncontrolled pH, carvedilol’s solubility is 57.7 µM and
62.9 µM in the presence of 2.5 mM hydroxypropyl-βCD (HPβCD) and 2.5 mM βCD,
respectively [12,17]. It should be noted that the formation of a ternary complex between
carvedilol, βCD and citric acid increases the drug’s solubility to 120 µM, i.e., by a factor of
around 110 [16].
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Scheme 1. Numbered chemical structures of (a) carvedilol (carbazole and methoxyphenyl groups are highlighted by red
and blue circles, respectively) and (b) the CDs used in the present study. * Solubility in water at 24 ◦C.

Lastly, at an acidic pH, carvedilol is a lipophilic cation with amphiphilic character
and thus self-aggregation properties. Salt formation is the most common method of
increasing the intrinsic solubility of an ionic drug. Furthermore, drug solubilization
in aqueous media can be optimized by CDs complexation of the drug salt, as already
demonstrated by Loftsson et al. [18]. It has been shown that carvedilol is 400 times less
soluble as a hydrochloride than as an acetate. More surprisingly, carvedilol’s solubility
is highest (6.91 mg/mL) in an unbuffered acetic acid solution (1% v/v). In the latter
medium, βCD showed the greatest solubilizing effect, followed by γCD. Furthermore, the
complexation efficiency of βCD is lower than that of its hydroxypropyl and sulfobutylether
derivatives. Similarly, carvedilol’s solubility in tartrate buffer was reportedly 1.89 mg/mL
in the presence of 690 mg of HPβCD [14].

Hence, we sought to study the effect of the CDs shown in Scheme 1b on carvedilol’s
aqueous solubility and chemical stability, in order to develop liquid oral dosage forms for
children. Our objective was to prepare and characterize inclusion complexes of carvedilol
with CDs in suitable aqueous media, while bearing in mind the 5 mg/mL (12.3 mM) target
concentration for an oral formulation in the presence of less than 5 equivalents of CD
(61.5 mM) to prevent a decrease of the bioavailability. To achieve this, we analyzed the
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influence of CDs on the solubility of carvedilol in various aqueous media. Next, the best
inclusion complexes in the most appropriate aqueous media were characterized using NMR
and isothermal calorimetry (ITC). Lastly, carvedilol’s photochemical stability at the target
concentration in the presence or absence of CDs was investigated under the standardized
conditions described in the International Conference on Harmonization (ICH) guidelines.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

European Pharmacopoeia (Ph. Eur.) grade carvedilol (molecular mass = 406.5 g/mol)
was purchased from INRESA (Barthenheim, France). The following CDs were supplied
by Wacker Chemie AG (Munich, Germany): α-cyclodextrin (αCD, Cavamax W6 Pharma),
β-cyclodextrin (βCD, Cavamax W7 Pharma), γ-cyclodextrin (γCD, Cavamax W8 Pharma),
randomly methylated β-cyclodextrin (RAMEB, Cavasol W7 M; degree of substitution
(DS) = 1.6–1.9) and hydroxypropyl-β-cylodextrin (HPβCD, Cavasol W7 HP, DS = 0.6–0.9).
Hydroxypropyl-γ-cyclodextrin (HPγCD, DS = 0.6), sodium acetate, acetic acid, trisodium
citrate dihydrate, citric acid monohydrate, and 1 M hydrochloric acid were purchased from
Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Per-2,6-di-O-methyl-β-CD (DIMEB)
was synthesized as described previously [19], and its measured properties were in line
with the literature data. Deuterated water was purchased from Sigma-Aldrich. The water
used was MilliQ grade. All solvents used were analytical grade.

2.2. Ultra High Performance Liquid Chromatography

Ultra high-performance liquid chromatography (UHPLC) was performed on an AC-
QUITY UPLC H-Class system coupled to an ACQUITY TUV detector (Waters, Manchester,
UK) set to carvedilol’s λmax = 240 nm. For solubility studies, we used a previously described
UHPLC method on a Waters ACQUITY UPLC BEH C18 (100 × 2.1 mm, 1.7 µm) column
maintained at 60 ◦C (333 K) [20]. The 9-point calibration curve (generated in triplicate) had
an r2 greater than 99% (Figure S1).

The stability analysis was based on a slightly modified Ph. Eur. method, using a
Phenomenex Kinetex LC C8 (150 × 4.6 mm, 2.6 µm) column maintained at 55 ◦C (328 K).
To check for possible deviation in detection, new calibration curves were generated and
analyzed twice during each sample run.

2.3. Solubility Studies

To evaluate the influence of CDs in various aqueous media, we prepared 10 mM
solutions of αCD, βCD, γCD, HPβCD, HPγCD or RAMEB in pure water (with a pH close
to 7), aqueous 0.1 M citrate buffer or acetate buffer (pH 4.7) and hydrochloric acid (13 mM,
pH ~3.5). An excess amount of carvedilol (10 mg/mL) was added to 3 mL of medium. The
obtained suspension was capped, stirred for 3 days at room temperature (296 ± 2 K), and
then filtered through a polyvinylidene fluoride filter (pore size: 0.2 µm; Acrodisc, Waters).
After appropriate dilution, the carvedilol concentration was determined using a dedicated
UHPLC method. Blanks were prepared with the same experimental procedure but in the
absence of CD. Solutions were prepared in triplicate for each condition.

2.4. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Analyses

All NMR experiments were performed on an AVANCE III 600 MHz spectrometer
(Bruker, Wissembourg, France) equipped with a Z-gradient unit (for pulsed-field gradient
spectroscopy) and a triple resonance probe (TXI, 5-mm tube, maximum gradient strength
value = 5.35 G/mm). Spectra were acquired at 298 K with close temperature control. D2O
was used as the solvent, while the system’s pulsecal automation program was used to
optimize the duration of the 90◦ pulse. Residual signal of HOD protons was used as the
reference for calibration. One-dimensional NMR spectra were recorded at a resolution
of 0.2 Hz (64 K data points). 1H spectra of acetate buffer samples were obtained with
the Bruker sequence zg30, and 1H spectra of HCl samples were obtained by using the
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Bruker sequence zgcppr to delete the water signal from the added HCl. Two-dimensional
(2D) DOSY 1H NMR experiments were performed using the Bruker sequence ledbpgp2s
with the gradient pulse duration (δ/2) and the diffusion time (∆) set to 1.9 ms and 50 ms,
respectively. The strength of the pulsed-field gradient was increased linearly from 2% to
98% in 16 steps. The probe’s gradient calibration was based on the water signal from a
90:10 H2O/D2O mixture; a gradient strength value of 4.9 G/mm was obtained for the
water diffusion value D at 2.3 × 10−9 m2/s at 298 K. The longitudinal eddy current delay
and the spoil gradient delay were set to 5 ms and 0.6 ms, respectively. Spectral data were
processed with the TopSpin dosy2d software module (V4.0.7, Bruker). 2D ROESY 1H NMR
experiments were carried out using the phase-sensitive roesyph.2 sequence; the mixing
time was set to 800 ms, with resolutions of 2.6 Hz and 21.1 Hz for F2 and F1, respectively.
COSY and HSQC experiments were carried out using standard sequences of Bruker library.

2.5. Aggregation Studies

To study carvedilol aggregation in acetate buffer, samples were prepared at high
concentration (5 mM) by heating at 313 K overnight with stirring, leading to clear stock
solution. We analyzed by NMR five carvedilol concentrations (from 0.5 mM to 5 mM) in
0.1 M acetate buffered D2O (pH = pKa = 4.7). The lower concentrations were obtained by
diluting the 5 mM stock solution in the same buffer.

2.6. Complex Stoichiometry

The stoichiometry of carvedilol’s inclusion complexes with βCD, γCD and DIMEB
were investigated by applying Job’s method (the “method of continuous variation”) to
1H NMR analysis [9,21]. Eleven samples were prepared, with linear variations of the
molar ratio of both components ranging from 0 to 1. Job plots with βCD and γCD were
obtained with solutions in 0.1 M acetate buffer (pH = pKa = 4.7), and the total concentration
((carvedilol) + (CD)) was kept constant at 3.65 mM. Note that with DIMEB, the solutions
were prepared in D2O with 13 mM HCl (pH ~3.5) and the total concentration ((carvedilol)
+ (DIMEB)) was kept constant at 2 mM. The complexes’ stoichiometry was determined
from the chemical shifts of protons located in the CD cavity.

2.7. Isothermal Titration Calorimetry (ITC) Studies

Thermodynamic parameters (the formation constant K, the inclusion enthalpy ∆H◦,
the entropy ∆S◦, the Gibbs free energy ∆G◦ and the heat capacity ∆Cp◦) were determined
for carvedilol/γCD and carvedilol/RAMEB systems using an isothermal calorimeter
(MicroCal iTC200, Malvern Panalytical Ltd., Malvern, UK). Carvedilol and CDs solutions
were prepared in degassed acetate buffer adjusted to pH = pKa = 4.7. Each system was
characterized in three distinct experiments, made at three temperatures (288, 298 and
308 K). The first experiment (titration: protocol A) was performed by filling the cell
(V0 = 202.8 µL) with a 0.5 mM carvedilol solution and filling the syringe with a 5 mM
CD solution. The second experiment (release: protocol B) was performed by filling the
cell with a buffer solution and filling the syringe with a 1 mM carvedilol + 5 mM CD
solution. The third experiment (protocol C) was performed by filling the cell with a 0.5 mM
carvedilol solution and filling the syringe with a 1 mM carvedilol + 5 mM CD solution.
Blank experiments were carried out under the same experimental conditions by injecting
individual species into buffers, buffers into species, or buffers into buffer; this yielded the
heat of dilution, which was subtracted from the values in the interaction experiments. For
all experiments, and after the addition of an initial aliquot of 1 µL, 10 aliquots of 3.5 µL of
the syringe solution were delivered over 7 s for each injection. The time interval between
two consecutive injections was set to 70 s, which proved to be sufficient for a systematic
and complete return to baseline. The stirring speed was set to 1000 rpm. The resulting
heat flow was recorded as a function of time. The peak area following each injection was
obtained by integration of the resulting signal and was expressed as the heat effect per
injection. The binding parameters (K, ∆H◦, ∆S◦, ∆G◦ and ∆Cp◦) were determined for a 1:1
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stoichiometry, by means of a dedicated treatment [22], involving a global analysis of all the
binding isotherms obtained for a given system.

2.8. Mass Spectrometry Studies

Mass spectrometry analyses were performed on a Synapt-G2-Si (Waters, Manchester,
UK) equipped with an ESI probe. Solutions were directly infused with a syringe pump
and analyzed in positive ion mode with capillary voltage set at 2 kV, source temperature
at 100 ◦C and sampling cone at 20 V. Each solution was prepared at 1:1 molar ratio of
carvedilol:CD in acetate buffer with (carvedilol) = 8 µM.

2.9. UV Studies

UV-visible analyses were realized with a Shimadzu UV 2600 (Shimadzu, Duisbourg,
Germany) at 200–800 nm range, in water with 13 mM HCl. Stock solution of carvedilol
were prepared at 1 mM and those of γCD and RAMEB at 10 mM. Samples were prepared
by adding 1 mL of the medium or CDs solution in 1 mL of carvedilol solution to keep
constant the carvedilol’s concentration in the presence or absence of CDs. Solutions were
diluted by a factor 10 in the same medium before analyses to avoid the detector saturation,
final concentration of carvedilol was 0.05 mM and that of CDs 0.5 mM leading to 1:10 molar
ratio of carvedilol:CD.

2.10. Photostability Study

A six-month photostability study was performed in accordance with the ICH Q1A and
Q1B guidelines on environmental conditions and light exposure. We measured the photo-
stability of aqueous carvedilol solutions containing γCD or RAMEB at a (CD)/(carvedilol)
ratio of 5, relative to that of a control solution. Carvedilol stock solutions (5 mg/mL,
12.3 mM) with γCD (n = 15) or RAMEB (n = 15) were prepared in water with 13 mM
HCl (pH ~3.5). The control 5 mg/mL aqueous carvedilol stock solution (n = 15) in the
absence of CDs was prepared in H2O/acetonitrile (50:50), with a final HCl concentration
of 13 mM. Acetonitrile was chosen because it generates fewer degradation products than
other organic solvents like ethanol or methanol.

All stock solutions were prepared in volumetric flasks and filtered under aseptic condi-
tions through sterile 0.2 µm polyethersulphone filters (PharmAssure, Pall Corporation, Port
Washington, NY, USA) into sterile vials. All the vials were then sealed to avoid bacterial
contamination and evaporation. Samples were stored in climatic chambers (KBF P240,
Binder, Tuttlingen, Germany) and exposed to visible light (7500 lux) and ultraviolet A light
(1.1 W/m2) at 298 K and 60% relative humidity. The carvedilol concentrations in n = 3 vials
per solution were measured initially (T0) and 1, 2, 3 and 6 months later. The results were
expressed as the amount of carvedilol relative to T0. The first-order degradation kinetics
were modelled and compared using R software (version 4.0.2) [23].

3. Results and Discussion
3.1. Solubility Studies

Carvedilol alone is much more soluble at acidic pHs (between 3 and 4.7) than at neutral
pH, since it can form the water-soluble salts mentioned above (Figure 1 and Table 1) [18].
Under our experimental conditions, carvedilol was respectively 9, 48 and 70 times more
soluble in citrate ((carvedilol) = 0.35 mM), hydrochloride (1.86 mM) and acetate solutions
(2.69 mM) than in water at pH ~7 (0.04 mM). Moreover, the carvedilol concentrations
were 10 times lower in citrate buffer than in acetate buffer-suggesting that citrate reduces
carvedilol’s solubility at the same pH value. It should be noted that the target carvedilol
concentration (12.3 mM) could not be reached in acetate buffer alone at this pH.
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Table 1. Carvedilol’s solubility (S, mM) and its enhancement (R ratio) by CDs (10 mM) relative to
carvedilol alone in the same medium.

Pure Water 0.1 M Acetate
Buffer

0.1 M Citrate
Buffer 13 mM HCl

S (mM) R S (mM) R S (mM) R S (mM) R

No CD 0.039 - 2.694 - 0.350 - 1.861 -

αCD 0.044 1.14 3.501 1.30 0.450 1.29 2.157 1.16

βCD 0.081 2.10 6.133 2.28 0.629 1.80 2.946 1.58

γCD 0.092 2.38 12.881 4.78 0.901 2.58 3.242 1.74

HPβCD 0.122 3.14 8.082 3.00 1.188 3.40 3.252 1.75

HPγCD 0.128 3.30 13.734 5.10 0.910 2.60 3.527 1.89

RAMEB 0.177 4.58 13.708 5.09 1.390 3.98 3.502 1.88

To evaluate the influence of CDs in various aqueous media, 10 mM of each CD
was dissolved in pure water, aqueous 0.1 M citrate buffer or acetate buffer (pH 4.7), or
hydrochloric acid (13 mM, pH ~3.5). To investigate the CDs’ ability to increase the solubility
of carvedilol in various media, we calculated the R ratio:

R = (carvedilol)10 mM CD/(carvedilol)No CD (1)

where (carvedilol)10 mM CD was the concentration of carvedilol dissolved in the presence
of 10 mM CD, and (carvedilol)No CD was the concentration of carvedilol dissolved in the
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absence of the CD. The addition of αCD did not significantly change the dissolution of
carvedilol in any of the media, as illustrated by the R values close to 1 (Table 1).

Carvedilol’s solubility in all the studied media was greater in the presence of βCD
and γCD derivatives in general and RAMEB, γCD and HPγCD in particular. It should
be noted that γCD and HPγCD were only less effective than βCD derivatives in citrate
buffer. The greatest R ratios were obtained in acetate buffer, with values of between 4.78
and 5.10 (reaching the target of 12.3 mM) in the presence of 10 mM γCD, HPγCD and
RAMEB. These findings are in line with literature reports on the greater impact of acetic
acid on carvedilol solubilization by HPβCD, relative to phosphoric acid at pH 3.7 [18].

Likewise, a positive impact of citric acid on carvedilol solubilization by 2 mM βCD
has been reported previously, however, this impact decreased at citric acid concentrations
above 2 mM and the pH was not described [16]. Our study used a higher citric acid
concentration and a known pH, and our results suggested that citric acid increases the
solubilization of carvedilol by CDs—even though a carvedilol concentration of 12.3 mM
was not achieved with any of the CDs tested here. This might be due to the formation of a
ternary complex, as reported with hydroxy acids [24].

Lastly, we found that HCl increased the solubilization of carvedilol less than acetate
but more than citrate. To reach the target carvedilol concentration (12.3 mM), γCD was
selected due to its European pharmacopeia presence and RAMEB for its better solubilizing
effect. Then, 12.3 mM Carvedilol was added in 13 mM HCl aqueous solution containing
61.5 mM (5 eq) CD, leading to clear solutions for both CDs at pH ~3.5 as displayed on
Figure 2.
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Figure 2. Carvedilol (12.3 mM) in 13 mM HCl solution (a) in absence of CDs or in presence of
61.5 mM (b) γCD or (c) RAMEB, after 24 h of stirring at room temperature (296 ± 2 K).

Several variables must be considered when developing an oral solution. Firstly, the
CD concentration should be kept within an acceptable range, so as not to reduce the
bioavailability [25]. The buffered pH should also be within a suitable range; for example,
most fruits and fruit juices have a pH of between 3 and 4, which seems appropriate for
drug formulation [26]. Although acetic acid is nauseating and should not be used to
compound pediatric oral solutions, it enabled us to perform physicochemical studies (such
as ITC and NMR) under buffered conditions. It should be noted that the 1H NMR spectra
of carvedilol in acetate-buffered D2O were very similar to those in D2O with HCl pH
adjustment (Figure S2). The same was true in the presence of CDs (Figure S3).

Therefore, we selected acetate and hydrochloride solutions for further investigation
with the two most effective CDs at this stage: γCD and RAMEB. On the basis of our
preliminary results, the NMR studies were carried out in both media, the ITC studies
were carried out in acetate buffer only, and the photostability studies were carried out in
hydrochloride solution (in order to be as close as possible to a potential formulation).
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3.2. Aggregation Studies

We first characterized 5 mM carvedilol in 0.1 M acetate-buffered D2O, using conven-
tional 2D NMR (COSY and phase-sensitive HSQC). The spectral features of the aliphatic
moiety were similar to those reported in the literature [3]. The chemical shifts of signals
from the non-equivalent protons H20a and H20b (and H21a and H21b) were similar in our
assignation. In contrast, Beatie et al. recorded the spectrum in deuterated methanol with a
400 MHz spectrometer and reported a non-equivalent H20a near H21a and an inequivalent
H20b near H21b. This disparity might be due to differences in the deuterated solvent and
the spectrometer resolution. The 1H and COSY spectra are provided as Supplementary
Materials (Figures S4 and S5, respectively).

As mentioned above, carvedilol is an amphiphilic compound at acidic pH. Its potential
self-aggregation properties should be investigated before carvedilol/CD interactions are
studied. More precisely, the threshold concentration for carvedilol self-aggregation (i.e.,
above which the solution is no longer homogeneous) should be estimated before ITC
is performed. Self-association phenomenon is a concentration-dependent process that
competes with the formation of inclusion complexes; this potentially leads to discrepancies
and misinterpretations of the ITC and NMR data [10]. As shown in Figure 3, self-association
of carvedilol in aqueous solution was evidenced by changes in the NMR spectra over the
concentration range from 0.5 to 5 mM. As is observed for many polyaromatic compounds,
carvedilol can form dimers by π-stacking—as suggested by the observed downshift in the
aromatic proton signals. It should be noted that aliphatic proton chemical shift values were
also concentration-dependent, which implies a change in the drug’s three-dimensional (3D)
structure. Based on these results, the ITC study was carried out with a 0.5 mM carvedilol
solution and only CD proton signals were considered in the 1H NMR titration experiments
(i.e., the Job plot).

Pharmaceutics 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 8 of 20 
 

 

ITC and NMR) under buffered conditions. It should be noted that the 1H NMR spectra of 

carvedilol in acetate-buffered D2O were very similar to those in D2O with HCl pH adjust-

ment (Figure S2). The same was true in the presence of CDs (Figure S3). 

Therefore, we selected acetate and hydrochloride solutions for further investigation 

with the two most effective CDs at this stage: γCD and RAMEB. On the basis of our pre-

liminary results, the NMR studies were carried out in both media, the ITC studies were 

carried out in acetate buffer only, and the photostability studies were carried out in hy-

drochloride solution (in order to be as close as possible to a potential formulation). 

3.2. Aggregation Studies  

We first characterized 5 mM carvedilol in 0.1 M acetate-buffered D2O, using conven-

tional 2D NMR (COSY and phase-sensitive HSQC). The spectral features of the aliphatic 

moiety were similar to those reported in the literature [3]. The chemical shifts of signals 

from the non-equivalent protons H20a and H20b (and H21a and H21b) were similar in 

our assignation. In contrast, Beatie et al. recorded the spectrum in deuterated methanol 

with a 400 MHz spectrometer and reported a non-equivalent H20a near H21a and an in-

equivalent H20b near H21b. This disparity might be due to differences in the deuterated 

solvent and the spectrometer resolution. The 1H and COSY spectra are provided as Sup-

plementary Materials (Figures S4 and S5, respectively). 

As mentioned above, carvedilol is an amphiphilic compound at acidic pH. Its poten-

tial self-aggregation properties should be investigated before carvedilol/CD interactions 

are studied. More precisely, the threshold concentration for carvedilol self-aggregation 

(i.e., above which the solution is no longer homogeneous) should be estimated before ITC 

is performed. Self-association phenomenon is a concentration-dependent process that 

competes with the formation of inclusion complexes; this potentially leads to discrepan-

cies and misinterpretations of the ITC and NMR data [10]. As shown in Figure 3, self-

association of carvedilol in aqueous solution was evidenced by changes in the NMR spec-

tra over the concentration range from 0.5 to 5 mM. As is observed for many polyaromatic 

compounds, carvedilol can form dimers by π-stacking—as suggested by the observed 

downshift in the aromatic proton signals. It should be noted that aliphatic proton chemical 

shift values were also concentration-dependent, which implies a change in the drug’s 

three-dimensional (3D) structure. Based on these results, the ITC study was carried out 

with a 0.5 mM carvedilol solution and only CD proton signals were considered in the 1H 

NMR titration experiments (i.e., the Job plot). 

  
(a) (b) 

Figure 3. Stacking of partial 1H NMR spectra (600 MHz, 298 K) obtained from carvedilol solutions (0.1 M acetate-buffered 

D2O) at a concentration of 5 mM ( ), 3.5 mM ( ), 2.5 mM ( ), 1.5 mM ( ) and 0.5 mM( ); (a) the aromatic moieties; (b) 

the aliphatic moiety. 

  

Figure 3. Stacking of partial 1H NMR spectra (600 MHz, 298 K) obtained from carvedilol solutions (0.1 M acetate-buffered
D2O) at a concentration of 5 mM (

Pharmaceutics 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 8 of 20 
 

 

ITC and NMR) under buffered conditions. It should be noted that the 1H NMR spectra of 

carvedilol in acetate-buffered D2O were very similar to those in D2O with HCl pH adjust-

ment (Figure S2). The same was true in the presence of CDs (Figure S3). 

Therefore, we selected acetate and hydrochloride solutions for further investigation 

with the two most effective CDs at this stage: γCD and RAMEB. On the basis of our pre-

liminary results, the NMR studies were carried out in both media, the ITC studies were 

carried out in acetate buffer only, and the photostability studies were carried out in hy-

drochloride solution (in order to be as close as possible to a potential formulation). 

3.2. Aggregation Studies  

We first characterized 5 mM carvedilol in 0.1 M acetate-buffered D2O, using conven-

tional 2D NMR (COSY and phase-sensitive HSQC). The spectral features of the aliphatic 

moiety were similar to those reported in the literature [3]. The chemical shifts of signals 

from the non-equivalent protons H20a and H20b (and H21a and H21b) were similar in 

our assignation. In contrast, Beatie et al. recorded the spectrum in deuterated methanol 

with a 400 MHz spectrometer and reported a non-equivalent H20a near H21a and an in-

equivalent H20b near H21b. This disparity might be due to differences in the deuterated 

solvent and the spectrometer resolution. The 1H and COSY spectra are provided as Sup-

plementary Materials (Figures S4 and S5, respectively). 

As mentioned above, carvedilol is an amphiphilic compound at acidic pH. Its poten-

tial self-aggregation properties should be investigated before carvedilol/CD interactions 

are studied. More precisely, the threshold concentration for carvedilol self-aggregation 

(i.e., above which the solution is no longer homogeneous) should be estimated before ITC 

is performed. Self-association phenomenon is a concentration-dependent process that 

competes with the formation of inclusion complexes; this potentially leads to discrepan-

cies and misinterpretations of the ITC and NMR data [10]. As shown in Figure 3, self-

association of carvedilol in aqueous solution was evidenced by changes in the NMR spec-

tra over the concentration range from 0.5 to 5 mM. As is observed for many polyaromatic 

compounds, carvedilol can form dimers by π-stacking—as suggested by the observed 

downshift in the aromatic proton signals. It should be noted that aliphatic proton chemical 

shift values were also concentration-dependent, which implies a change in the drug’s 

three-dimensional (3D) structure. Based on these results, the ITC study was carried out 

with a 0.5 mM carvedilol solution and only CD proton signals were considered in the 1H 

NMR titration experiments (i.e., the Job plot). 

  
(a) (b) 

Figure 3. Stacking of partial 1H NMR spectra (600 MHz, 298 K) obtained from carvedilol solutions (0.1 M acetate-buffered 

D2O) at a concentration of 5 mM ( ), 3.5 mM ( ), 2.5 mM ( ), 1.5 mM ( ) and 0.5 mM( ); (a) the aromatic moieties; (b) 

the aliphatic moiety. 

  

), 3.5 mM (

Pharmaceutics 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 8 of 20 
 

 

ITC and NMR) under buffered conditions. It should be noted that the 1H NMR spectra of 

carvedilol in acetate-buffered D2O were very similar to those in D2O with HCl pH adjust-

ment (Figure S2). The same was true in the presence of CDs (Figure S3). 

Therefore, we selected acetate and hydrochloride solutions for further investigation 

with the two most effective CDs at this stage: γCD and RAMEB. On the basis of our pre-

liminary results, the NMR studies were carried out in both media, the ITC studies were 

carried out in acetate buffer only, and the photostability studies were carried out in hy-

drochloride solution (in order to be as close as possible to a potential formulation). 

3.2. Aggregation Studies  

We first characterized 5 mM carvedilol in 0.1 M acetate-buffered D2O, using conven-

tional 2D NMR (COSY and phase-sensitive HSQC). The spectral features of the aliphatic 

moiety were similar to those reported in the literature [3]. The chemical shifts of signals 

from the non-equivalent protons H20a and H20b (and H21a and H21b) were similar in 

our assignation. In contrast, Beatie et al. recorded the spectrum in deuterated methanol 

with a 400 MHz spectrometer and reported a non-equivalent H20a near H21a and an in-

equivalent H20b near H21b. This disparity might be due to differences in the deuterated 

solvent and the spectrometer resolution. The 1H and COSY spectra are provided as Sup-

plementary Materials (Figures S4 and S5, respectively). 

As mentioned above, carvedilol is an amphiphilic compound at acidic pH. Its poten-

tial self-aggregation properties should be investigated before carvedilol/CD interactions 

are studied. More precisely, the threshold concentration for carvedilol self-aggregation 

(i.e., above which the solution is no longer homogeneous) should be estimated before ITC 

is performed. Self-association phenomenon is a concentration-dependent process that 

competes with the formation of inclusion complexes; this potentially leads to discrepan-

cies and misinterpretations of the ITC and NMR data [10]. As shown in Figure 3, self-

association of carvedilol in aqueous solution was evidenced by changes in the NMR spec-

tra over the concentration range from 0.5 to 5 mM. As is observed for many polyaromatic 

compounds, carvedilol can form dimers by π-stacking—as suggested by the observed 

downshift in the aromatic proton signals. It should be noted that aliphatic proton chemical 

shift values were also concentration-dependent, which implies a change in the drug’s 

three-dimensional (3D) structure. Based on these results, the ITC study was carried out 

with a 0.5 mM carvedilol solution and only CD proton signals were considered in the 1H 

NMR titration experiments (i.e., the Job plot). 

  
(a) (b) 

Figure 3. Stacking of partial 1H NMR spectra (600 MHz, 298 K) obtained from carvedilol solutions (0.1 M acetate-buffered 

D2O) at a concentration of 5 mM ( ), 3.5 mM ( ), 2.5 mM ( ), 1.5 mM ( ) and 0.5 mM( ); (a) the aromatic moieties; (b) 

the aliphatic moiety. 

  

), 2.5 mM (

Pharmaceutics 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 8 of 20 
 

 

ITC and NMR) under buffered conditions. It should be noted that the 1H NMR spectra of 

carvedilol in acetate-buffered D2O were very similar to those in D2O with HCl pH adjust-

ment (Figure S2). The same was true in the presence of CDs (Figure S3). 

Therefore, we selected acetate and hydrochloride solutions for further investigation 

with the two most effective CDs at this stage: γCD and RAMEB. On the basis of our pre-

liminary results, the NMR studies were carried out in both media, the ITC studies were 

carried out in acetate buffer only, and the photostability studies were carried out in hy-

drochloride solution (in order to be as close as possible to a potential formulation). 

3.2. Aggregation Studies  

We first characterized 5 mM carvedilol in 0.1 M acetate-buffered D2O, using conven-

tional 2D NMR (COSY and phase-sensitive HSQC). The spectral features of the aliphatic 

moiety were similar to those reported in the literature [3]. The chemical shifts of signals 

from the non-equivalent protons H20a and H20b (and H21a and H21b) were similar in 

our assignation. In contrast, Beatie et al. recorded the spectrum in deuterated methanol 

with a 400 MHz spectrometer and reported a non-equivalent H20a near H21a and an in-

equivalent H20b near H21b. This disparity might be due to differences in the deuterated 

solvent and the spectrometer resolution. The 1H and COSY spectra are provided as Sup-

plementary Materials (Figures S4 and S5, respectively). 

As mentioned above, carvedilol is an amphiphilic compound at acidic pH. Its poten-

tial self-aggregation properties should be investigated before carvedilol/CD interactions 

are studied. More precisely, the threshold concentration for carvedilol self-aggregation 

(i.e., above which the solution is no longer homogeneous) should be estimated before ITC 

is performed. Self-association phenomenon is a concentration-dependent process that 

competes with the formation of inclusion complexes; this potentially leads to discrepan-

cies and misinterpretations of the ITC and NMR data [10]. As shown in Figure 3, self-

association of carvedilol in aqueous solution was evidenced by changes in the NMR spec-

tra over the concentration range from 0.5 to 5 mM. As is observed for many polyaromatic 

compounds, carvedilol can form dimers by π-stacking—as suggested by the observed 

downshift in the aromatic proton signals. It should be noted that aliphatic proton chemical 

shift values were also concentration-dependent, which implies a change in the drug’s 

three-dimensional (3D) structure. Based on these results, the ITC study was carried out 

with a 0.5 mM carvedilol solution and only CD proton signals were considered in the 1H 

NMR titration experiments (i.e., the Job plot). 

  
(a) (b) 

Figure 3. Stacking of partial 1H NMR spectra (600 MHz, 298 K) obtained from carvedilol solutions (0.1 M acetate-buffered 

D2O) at a concentration of 5 mM ( ), 3.5 mM ( ), 2.5 mM ( ), 1.5 mM ( ) and 0.5 mM( ); (a) the aromatic moieties; (b) 

the aliphatic moiety. 

  

), 1.5 mM (

Pharmaceutics 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 8 of 20 
 

 

ITC and NMR) under buffered conditions. It should be noted that the 1H NMR spectra of 

carvedilol in acetate-buffered D2O were very similar to those in D2O with HCl pH adjust-

ment (Figure S2). The same was true in the presence of CDs (Figure S3). 

Therefore, we selected acetate and hydrochloride solutions for further investigation 

with the two most effective CDs at this stage: γCD and RAMEB. On the basis of our pre-

liminary results, the NMR studies were carried out in both media, the ITC studies were 

carried out in acetate buffer only, and the photostability studies were carried out in hy-

drochloride solution (in order to be as close as possible to a potential formulation). 

3.2. Aggregation Studies  

We first characterized 5 mM carvedilol in 0.1 M acetate-buffered D2O, using conven-

tional 2D NMR (COSY and phase-sensitive HSQC). The spectral features of the aliphatic 

moiety were similar to those reported in the literature [3]. The chemical shifts of signals 

from the non-equivalent protons H20a and H20b (and H21a and H21b) were similar in 

our assignation. In contrast, Beatie et al. recorded the spectrum in deuterated methanol 

with a 400 MHz spectrometer and reported a non-equivalent H20a near H21a and an in-

equivalent H20b near H21b. This disparity might be due to differences in the deuterated 

solvent and the spectrometer resolution. The 1H and COSY spectra are provided as Sup-

plementary Materials (Figures S4 and S5, respectively). 

As mentioned above, carvedilol is an amphiphilic compound at acidic pH. Its poten-

tial self-aggregation properties should be investigated before carvedilol/CD interactions 

are studied. More precisely, the threshold concentration for carvedilol self-aggregation 

(i.e., above which the solution is no longer homogeneous) should be estimated before ITC 

is performed. Self-association phenomenon is a concentration-dependent process that 

competes with the formation of inclusion complexes; this potentially leads to discrepan-

cies and misinterpretations of the ITC and NMR data [10]. As shown in Figure 3, self-

association of carvedilol in aqueous solution was evidenced by changes in the NMR spec-

tra over the concentration range from 0.5 to 5 mM. As is observed for many polyaromatic 

compounds, carvedilol can form dimers by π-stacking—as suggested by the observed 

downshift in the aromatic proton signals. It should be noted that aliphatic proton chemical 

shift values were also concentration-dependent, which implies a change in the drug’s 

three-dimensional (3D) structure. Based on these results, the ITC study was carried out 

with a 0.5 mM carvedilol solution and only CD proton signals were considered in the 1H 

NMR titration experiments (i.e., the Job plot). 

  
(a) (b) 

Figure 3. Stacking of partial 1H NMR spectra (600 MHz, 298 K) obtained from carvedilol solutions (0.1 M acetate-buffered 

D2O) at a concentration of 5 mM ( ), 3.5 mM ( ), 2.5 mM ( ), 1.5 mM ( ) and 0.5 mM( ); (a) the aromatic moieties; (b) 

the aliphatic moiety. 

  

) and 0.5 mM(

Pharmaceutics 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 8 of 20 
 

 

ITC and NMR) under buffered conditions. It should be noted that the 1H NMR spectra of 

carvedilol in acetate-buffered D2O were very similar to those in D2O with HCl pH adjust-

ment (Figure S2). The same was true in the presence of CDs (Figure S3). 

Therefore, we selected acetate and hydrochloride solutions for further investigation 

with the two most effective CDs at this stage: γCD and RAMEB. On the basis of our pre-

liminary results, the NMR studies were carried out in both media, the ITC studies were 

carried out in acetate buffer only, and the photostability studies were carried out in hy-

drochloride solution (in order to be as close as possible to a potential formulation). 

3.2. Aggregation Studies  

We first characterized 5 mM carvedilol in 0.1 M acetate-buffered D2O, using conven-

tional 2D NMR (COSY and phase-sensitive HSQC). The spectral features of the aliphatic 

moiety were similar to those reported in the literature [3]. The chemical shifts of signals 

from the non-equivalent protons H20a and H20b (and H21a and H21b) were similar in 

our assignation. In contrast, Beatie et al. recorded the spectrum in deuterated methanol 

with a 400 MHz spectrometer and reported a non-equivalent H20a near H21a and an in-

equivalent H20b near H21b. This disparity might be due to differences in the deuterated 

solvent and the spectrometer resolution. The 1H and COSY spectra are provided as Sup-

plementary Materials (Figures S4 and S5, respectively). 

As mentioned above, carvedilol is an amphiphilic compound at acidic pH. Its poten-

tial self-aggregation properties should be investigated before carvedilol/CD interactions 

are studied. More precisely, the threshold concentration for carvedilol self-aggregation 

(i.e., above which the solution is no longer homogeneous) should be estimated before ITC 

is performed. Self-association phenomenon is a concentration-dependent process that 

competes with the formation of inclusion complexes; this potentially leads to discrepan-

cies and misinterpretations of the ITC and NMR data [10]. As shown in Figure 3, self-

association of carvedilol in aqueous solution was evidenced by changes in the NMR spec-

tra over the concentration range from 0.5 to 5 mM. As is observed for many polyaromatic 

compounds, carvedilol can form dimers by π-stacking—as suggested by the observed 

downshift in the aromatic proton signals. It should be noted that aliphatic proton chemical 

shift values were also concentration-dependent, which implies a change in the drug’s 

three-dimensional (3D) structure. Based on these results, the ITC study was carried out 

with a 0.5 mM carvedilol solution and only CD proton signals were considered in the 1H 

NMR titration experiments (i.e., the Job plot). 

  
(a) (b) 

Figure 3. Stacking of partial 1H NMR spectra (600 MHz, 298 K) obtained from carvedilol solutions (0.1 M acetate-buffered 

D2O) at a concentration of 5 mM ( ), 3.5 mM ( ), 2.5 mM ( ), 1.5 mM ( ) and 0.5 mM( ); (a) the aromatic moieties; (b) 

the aliphatic moiety. 

  

); (a) the aromatic moieties;
(b) the aliphatic moiety.

3.3. Complexation Studies
3.3.1. NMR Studies

To confirm the formation of inclusion complexes between CDs (αCD, βCD, γCD,
HPβCD, HPγCD and DIMEB (a homogeneous RAMEB model for NMR)) and carvedilol,
1H NMR experiments were first carried out in acetate or hydrochloride solutions (Figure 4).
We compared the CDs’ 1H NMR spectra in the presence and absence of equimolar carvedilol,
in order to highlight the chemical shift variations mainly of the H3 and H5 protons located
inside the CD’s cavity. The addition of carvedilol to CDs shifted the signal upfield for all the
protons in the CD and especially for H3, H5 and H6-revealing the formation of inclusion
complexes between carvedilol and all the CDs. It should be noted that the largest chemical
shift variations were observed for βCD, γCD and DIMEB. The noticeable shielding for H3,
H5 and H6 suggested a strong interaction with carvedilol.
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Decoupling of several carvedilol signals was noted in some spectra-particularly for
the βCD derivatives. Given that we used racemic carvedilol [3], each enantiomer probably
formed a specific inclusion complex with a distinct 3D structure and affinity-both of which
influence the chemical shift. As the cavities of βCD derivatives are smaller than that of
γCD, chiral differentiation is likely to be more effective.

More surprisingly, the values of the vicinal coupling constant between carvedilol’s
H15b and H16 protons (3JH15b-H16) increased with the CD concentration (Figure 6). The
value of 3JH15b-H16 was 5.40 Hz in the absence of CD, 6.4 Hz with βCD, 6.9 Hz with γCD
and 9.4 Hz with DIMEB (Table S1). The 4 Hz variation with DIMEB implied the existence
of a preferred conformation, with a greater dihedral angle probably due to the formation
of a hydrogen bond between OH16 on carvedilol and one of the free OH3 on DIMEB.Pharmaceutics 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 11 of 20 
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The differences in the diffusion coefficient D in the DOSY NMR experiments confirmed
the formation of an inclusion complex between the carvedilol guest and the CD [10]. D is
related to the translational motion of molecules in solution, and its value decreases as the
object size increases. D was 4.7 × 10−10 m2/s for carvedilol alone, 3.8 × 10−10 m2/s in the
presence of βCD (suggesting the formation of an inclusion complex) and 3.5 × 10−10 m2/s
with the larger γCD (Figure 7). These data are in line with those already reported for the
moringine/αCD [9], methyljasmonate/βCD and resveratrol/DIMEB complexes [10].
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We next used ROESY experiments to characterize βCD/carvedilol, γCD/carvedilol
and DIMEB/carvedilol inclusion complexes in acetate or hydrochloride solutions. As
shown in Figures 8, S6 and S7, the presence of cross-correlation peaks between aromatic
protons in carvedilol and those in the CD cavity shows that an inclusion complex was
formed in all cases.

The supramolecular host-guest interactions are described in more detail in Table 2.
For γCD, the protons involved were H3, H5 (as expected) and (to a lesser extent) H6,
in agreement with a literature report of deeper inclusion in the broader CD [27]. It is
noteworthy that (i) the protons in carvedilol’s two aromatic parts interacted with the H3
and H5 protons in the three CDs but (ii) the protons in the aliphatic part in the middle of
carvedilol did not interact; the only interaction featured H15b in carvedilol and H3 protons
in the three CDs (Table S2). This suggested the existence of two different complexation sites:
one involving the carbazole moiety and stabilized by a supramolecular hydrogen bond
between the guest’s OH16 and the host’s OH3 and the other involving the methoxyphenyl
moiety. In the absence of further studies, we cannot determine whether the complex has a
stoichiometry of 2:1 or 1:1.
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Figure 8. (a) A complete 2D ROESY NMR experiment (mixing time = 800 ms) with an equimolar mixture of carvedilol
(2 mM) and DIMEB in 13 mM HCl in D2O, with an expanded region in the F2 dimension for (b) aromatic protons in
carvedilol and (c) inner protons in DIMEB.

Table 2. Relative intensities of dipolar correlations between protons of carvedilol and CDs, as observed in 2D ROESY
experiments.

Carbazole Methoxyphenyl

H1 H3 H5 H6 H11 H12 H13 H28 H26 H24 H25

βCD
H3 ++ +++ ++ +++ - ++ + ++ ++ ++ ++
H5 +++ + ++ +++ - - - - + + -

γCD
H3 ++ +++ + + + +++ + +++ ++ + ND
H5 +++ ++ ++ ++ - ND - ++ ++ ++ +++

DIMEB

H3 ++ +++ ++ ++ + ++ + ++ ++ +++ +++
H5 +++ + +++ ++ - - - + + + -

CH3(2) + - - - ++ ++ ++ - + + -
CH3(6) ++ - - ++ - - - - - - -

ND: not determined due to overlapping of the 1H NMR signals. (-) no dipolar correlations were observed. (+), (++) and (+++) correspond
respectively to low, medium and high intensity of observed dipolar correlation.
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Lastly, strong interactions were observed between the OCH3 of DIMEB and specific
protons of the carbazole moiety. On the one hand, the primary OCH3, located on the
narrower side of the CD, interacted with protons H1 and H6 and, on the other hand, OCH3,
in position 2, located on the wider side of the CD, interacted with protons H11, H12 and
H13. This last point is in agreement with a hydrogen bond between OH16 of carvedilol and
one of the OH3 remaining free of DIMEB, as already discussed. An energy-minimized 3D
structure of the carvedilol/DIMEB complex (in agreement with the NMR data) is illustrated
in Figure 9.

Pharmaceutics 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 14 of 20 
 

 

Table 2. Relative intensities of dipolar correlations between protons of carvedilol and CDs, as observed in 2D ROESY 

experiments. 

  Carbazole  Methoxyphenyl 

  H1 H3 H5 H6 H11 H12 H13  H28 H26 H24 H25 

βCD 
H3 ++ +++ ++ +++ - ++ +  ++ ++ ++ ++ 

H5 +++ + ++ +++ - - -  - + + - 

γCD 
H3 ++ +++ + + + +++ +  +++ ++ + ND 

H5 +++ ++ ++ ++ - ND -  ++ ++ ++ +++ 

DIMEB 

H3 ++ +++ ++ ++ + ++ +  ++ ++ +++ +++ 

H5 +++ + +++ ++ - - -  + + + - 

CH3(2) + - - - ++ ++ ++  - + + - 

CH3(6) ++ - - ++ - - -  - - - - 

ND: not determined due to overlapping of the 1H NMR signals. (-) no dipolar correlations were observed. (+), (++) and 

(+++) correspond respectively to low, medium and high intensity of observed dipolar correlation. 

Lastly, strong interactions were observed between the OCH3 of DIMEB and specific 

protons of the carbazole moiety. On the one hand, the primary OCH3, located on the nar-

rower side of the CD, interacted with protons H1 and H6 and, on the other hand, OCH3, 

in position 2, located on the wider side of the CD, interacted with protons H11, H12 and 

H13. This last point is in agreement with a hydrogen bond between OH16 of carvedilol 

and one of the OH3 remaining free of DIMEB, as already discussed. An energy-minimized 

3D structure of the carvedilol/DIMEB complex (in agreement with the NMR data) is illus-

trated in Figure 9. 

 

Figure 9. Example of the carvedilol/DIMEB conformation, extracted from a molecular dynamics 

simulation (Hybrid LS and CD minimization after a 5 ns molecular dynamics simulation at 298 K; 

OPLS force field with implicit water; Abalone software). 

We then used NMR to unambiguously determine the stoichiometry of CD/carvedilol 

complexes. As is common with CDs, rapid exchange was observed (Figures 10a and S8) 

and so the complex’s stoichiometry could not be determined directly. Here, Job’s method 

was based on 1H NMR titration experiments [9,21]. The total concentration of the host 

(βCD, γCD or DIMEB) plus carvedilol was kept constant, and the r coefficient ranged from 

0 to 1. We produced a Job plot of the observed Δδ·(CD) vs. r (Figure 10b). It should be 

noted that only CD proton signals were considered, since self-aggregation prevents the 

same approach with carvedilol proton signals. In all cases, the Job plots showed a maxi-

Figure 9. Example of the carvedilol/DIMEB conformation, extracted from a molecular dynamics
simulation (Hybrid LS and CD minimization after a 5 ns molecular dynamics simulation at 298 K;
OPLS force field with implicit water; Abalone software).

We then used NMR to unambiguously determine the stoichiometry of CD/carvedilol
complexes. As is common with CDs, rapid exchange was observed (Figures 10a and S8)
and so the complex’s stoichiometry could not be determined directly. Here, Job’s method
was based on 1H NMR titration experiments [9,21]. The total concentration of the host
(βCD, γCD or DIMEB) plus carvedilol was kept constant, and the r coefficient ranged
from 0 to 1. We produced a Job plot of the observed ∆δ·(CD) vs. r (Figure 10b). It should
be noted that only CD proton signals were considered, since self-aggregation prevents
the same approach with carvedilol proton signals. In all cases, the Job plots showed a
maximum at r = 0.5 and a symmetrical shape—suggesting that the stoichiometry of the
carvedilol complex with βCD, γCD and DIMEB is 1:1. The experiments were performed in
acetate and hydrochloride solutions, with no noticeable differences between the two.
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3.3.2. ITC Studies

In order to evaluate the thermodynamic parameters of carvedilol/CD complexes, we
used ITC to investigate the interaction between carvedilol and γCD or RAMEB in acetate
buffer. As low wiseman “c” parameters [28] were expected for titration of these systems,
we decided to combine three different kinds of ITC protocols at three temperatures and
thus obtain a sufficient degree of accuracy. A single set of thermodynamic parameters
(K, ∆H◦ and ∆Cp◦) was employed for the simultaneous nonlinear regression analyses of
the resulting isotherms (nine for each system). Such experimental approach, associating
complementary experiments to global data treatment, is known to substantially reduce the
degree of uncertainty for the evaluated variables [22].

Figure 11 shows the experimental and theoretical isotherms obtained for carvedilol/
γCD and carvedilol/RAMEB systems at 298 K. The isotherms obtained at 288 K and 308 K
are presented in Figure S9 (corresponding thermograms are available in Figures S10–S12).
The lower isotherm corresponds to the conventional titration experiment (protocol A),
in which the injection of the CD solution into the carvedilol solution leads to complex
formation and thus heat production (a negative signal) as a result of a negative inclusion
enthalpy value. The upper isotherm corresponds to the release experiment (protocol B), in
which the injection of a mixed carvedilol + CD solution into buffer leads to the dissociation
of the corresponding complex and thus consuming heat (a positive signal). Lastly, the
injection of a carvedilol + CD solution into a carvedilol solution constitutes the intermediate
isotherm (protocol C, with signals closer to zero) because the free carvedilol concentrations
in the cell and in the syringe are not dissimilar. Although this third experiment yields a
weaker signal than the other two, it is mainly controlled by the inclusion constant (rather
than the inclusion enthalpy) and is therefore an ideal complement to the titration and
release experiments.
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The theoretical and experimental isotherms showed a high level of agreement-con-

firming that the 1:1 stoichiometry used in the data treatment correctly described the inter-

action of carvedilol with both γCD and RAMEB. The corresponding thermodynamic pa-

rameters are described in Table 3. 

Table 3. Thermodynamic parameters obtained by ITC for the carvedilol/γCD and carvedilol/RAMEB systems. 

 Temperature (K) K (M−1) ΔH° (kJ·mol−1) −TΔS° (J·mol−1·K−1) ΔG° (kJ·mol−1) 

carvedilol/γCD 288 296 ± 39 −18.3 ± 0.4 4.7 ± 0.7 −13.6 ± 0.3 

 298 225 ±  30 −21.4 ± 0.5 8.4 ± 0.9 −13.0 ± 0.3 

 308 166 ±  22 −24.4 ± 0.7 11.3 ± 1.1 −13.1 ± 0.3 

carvedilol/RAMEB 288 408 ±  60 −17.7 ± 0.7 3.3 ± 1.0 −14.4 ± 0.4 

 298 317 ±  47 −18.0 ± 0.8 3.7 ± 1.2 −14.3 ± 0.4 

 308 250 ±  37 −18.3 ± 0.9 4.1 ± 1.3 −14.1 ± 0.4 

The formation of carvedilol/γCD and carvedilol/RAMEB complexes was a spontane-

ous process, with negative values for ΔG°. The affinity was moderate (below 500 M−1, un-

der our experimental conditions), as could be expected from the solubility studies. Even 

though the corresponding low wiseman “c” parameters, the degree of uncertainty was 

moderate and thus validated our experimental approach. Furthermore, both systems ex-

hibit favorable inclusion enthalpy, which was partially compensated by an unfavorable 

inclusion entropy. This type of thermodynamic profile is often observed for CD inclusion 

compounds [29] and is generally attributed to the simultaneous contributions of hydro-

phobic forces and direct interactions between the host and the guest. Although the inclu-

sion enthalpy and entropy at 288 K were very comparable in both systems, they tended to 

diverge with increasing temperature as a result of the difference in inclusion heat capacity 

(−304 J·mol−1·K−1 for γCD and −25 J·mol−1·K−1 for RAMEB). This might indicate that the 

relative contributions of hydrophobic forces vs. interaction forces differ for these systems, 

with a stronger contribution from water reorganization [29] for γCD.  

It should be noted that some mass spectrometry and UV-Vis experiments were also 

carried out in addition to gain deeper information. It is well-known that ESI ionization is 

a soft ionization method used to investigate inclusion complexes stability [10]. With βCD, 

γCD, HPβCD, HPγCD and RAMEB, mass spectrometry experiments exhibited very low 

intensities of m/z corresponding to the complex compared to the m/z (carvedilol + H)+ or 

(CD + Na)+. As illustration on Figure S13, the complex with RAMEB was more abundant 

than that involving γCD consistent with association constant values determined by ITC 

experiments.  

In addition, UV spectra of carvedilol did not show any variation of λ in absence of 

CDs or in presence of 10 equivalents of γCD or RAMEB in 13 mM HCl (Figure S14). Only 
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Figure 11. Experimental (dots) and theoretical (curves) ITC isotherms obtained for carvedilol/γCD (left) and
carvedilol/RAMEB (right) systems at 298 K in acetate buffer, according to protocol A (0.5 mM carvedilol in the cell
and 5 mM CD in the syringe,
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The theoretical and experimental isotherms showed a high level of agreement-confirming
that the 1:1 stoichiometry used in the data treatment correctly described the interaction of
carvedilol with both γCD and RAMEB. The corresponding thermodynamic parameters are
described in Table 3.

Table 3. Thermodynamic parameters obtained by ITC for the carvedilol/γCD and carvedilol/RAMEB systems.

Temperature (K) K (M−1) ∆H◦ (kJ·mol−1) −T∆S◦

(J·mol−1·K−1) ∆G◦ (kJ·mol−1)

carvedilol/γCD 288 296 ± 39 −18.3 ± 0.4 4.7 ± 0.7 −13.6 ± 0.3

298 225 ± 30 −21.4 ± 0.5 8.4 ± 0.9 −13.0 ± 0.3

308 166 ± 22 −24.4 ± 0.7 11.3 ± 1.1 −13.1 ± 0.3

carvedilol/RAMEB 288 408 ± 60 −17.7 ± 0.7 3.3 ± 1.0 −14.4 ± 0.4

298 317 ± 47 −18.0 ± 0.8 3.7 ± 1.2 −14.3 ± 0.4

308 250 ± 37 −18.3 ± 0.9 4.1 ± 1.3 −14.1 ± 0.4

The formation of carvedilol/γCD and carvedilol/RAMEB complexes was a sponta-
neous process, with negative values for ∆G◦. The affinity was moderate (below 500 M−1,
under our experimental conditions), as could be expected from the solubility studies. Even
though the corresponding low wiseman “c” parameters, the degree of uncertainty was
moderate and thus validated our experimental approach. Furthermore, both systems
exhibit favorable inclusion enthalpy, which was partially compensated by an unfavorable
inclusion entropy. This type of thermodynamic profile is often observed for CD inclusion
compounds [29] and is generally attributed to the simultaneous contributions of hydropho-
bic forces and direct interactions between the host and the guest. Although the inclusion
enthalpy and entropy at 288 K were very comparable in both systems, they tended to
diverge with increasing temperature as a result of the difference in inclusion heat capacity
(−304 J·mol−1·K−1 for γCD and −25 J·mol−1·K−1 for RAMEB). This might indicate that the
relative contributions of hydrophobic forces vs. interaction forces differ for these systems,
with a stronger contribution from water reorganization [29] for γCD.

It should be noted that some mass spectrometry and UV-Vis experiments were also
carried out in addition to gain deeper information. It is well-known that ESI ionization is a
soft ionization method used to investigate inclusion complexes stability [10]. With βCD,
γCD, HPβCD, HPγCD and RAMEB, mass spectrometry experiments exhibited very low
intensities of m/z corresponding to the complex compared to the m/z (carvedilol + H)+ or
(CD + Na)+. As illustration on Figure S13, the complex with RAMEB was more abundant
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than that involving γCD consistent with association constant values determined by ITC
experiments.

In addition, UV spectra of carvedilol did not show any variation of λ in absence of
CDs or in presence of 10 equivalents of γCD or RAMEB in 13 mM HCl (Figure S14). Only
small decrease of absorbance is observed at 240 nm in presence of large excess of RAMEB.
These results are similar with those described by Savic-Gajic et al. [12].

3.4. Photostability Studies

The photochemical stability of 5 mg/mL (12.3 mM) carvedilol was investigated in the
presence or absence of 5 eq of γCD or RAMEB in aqueous HCl solution. In water, carvedilol
is reported to be stable under neutral or acidic (HCl 1.0 N) conditions but sensible to basic
(NaOH 1.0 N) or oxidative (H2O2 7.5% v/v) conditions [30].

After six months in an ICH climatic chamber, the carvedilol content in acetonitrile,
γCD and RAMEB solutions had fallen by 21.8%, 13.6% and 11.4% (relative to T0) in
acetonitrile, γCD and RAMEB solutions, respectively (Figure 12).
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We found that CDs slowed the degradation of light-exposed vials of aqueous acidic
carvedilol solutions. The first-order kinetic constants were 144.6 × 10−6 days−1 (p < 0.001),
85.2 × 10−6 days−1 (p < 0.001) and 73.1 × 10−6 days−1 (p < 0.001) for acetonitrile, γCD,
RAMEB solutions, respectively).

It has been reported that CDs can protect drugs from photo-oxidation and that the hy-
droxyl substituents’ electron-donating tendency may dampen this protective
effect [12,31]. In contrast, it has been shown that the free hydroxyls of CDs can hydrolyze
guest molecules in the cavity [32]. The results of our six-month ICH-standard study at the
target concentration (5 mg/mL) supported these findings; RAMEB was more protective
than γCD, which in turn was more protective than an acetonitrile/H2O mixture. Studies of
the degradation mechanisms inhibited by CDs are now warranted and occurring.
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4. Conclusions

Our present results show that it is possible to achieve a carvedilol concentration of
5 mg/mL (12.3 mM) in the presence of 5 eq of γCD or RAMEB in an aqueous medium with
an acceptable acid pH (pH ~3.5). In both cases, carvedilol formed a 1:1 inclusion complex.
The complex with RAMEB appears to be stronger (K = 317 M−1 at 298 K) than that with
γCD (K = 225 M−1 at 298 K). The complexation of carvedilol by RAMEB significantly
increased the drug’s photochemical stability in aqueous solution. These results might
constitute a first step towards the development of a novel oral formulation of carvedilol.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
10.3390/pharmaceutics13111746/s1, Figure S1: Calibration curve obtained at 240 nm in UPLC–UV
and used for carvedilol’s quantification in solubility studies. Nine points were used, in triplicate, led
to an r2 greater than 99 %; Figure S2: Comparison of carvedilol (1 mM) 1H NMR spectra (600 MHz,
298 K) recorded in 0.1 M acetate-buffered D2O and D2O with 13 mM HCl; Figure S3: Comparison of
equimolar mixture of carvedilol (1 mM) and DIMEB 1H NMR spectra (600 MHz, 298 K), recorded in
0.1 M acetate-buffered D2O and in D2O with 13 mM HCl; Figure S4: 1H NMR spectrum (600 MHz,
298 K) of carvedilol (5 mM) in 0.1 M acetate-buffered D2O; Figure S5: COSY experiments (600 MHz,
298 K) of carvedilol (5 mM) in 0.1 M acetate-buffered D2O; Figure S6: A complete 2D ROESY NMR
experiment (mixing time = 800 ms) with an equimolar mixture of carvedilol (2 mM) and βCD in
13 mM HCl in D2O; Figure S7: A complete 2D ROESY NMR experiment (mixing time = 800 ms) with
an equimolar mixture of carvedilol (2 mM) and γCD in 13 mM HCl in D2O; Figure S8: Stacking of
partial 1H NMR spectra, corresponding to a Job plot for carvedilol/βCD (in 0.1 M acetate-buffered
D2O) and carvedilol/DIMEB (13 mM HCl in D2O) at different CD molar fractions; Figure S9:
Experimental and theoretical ITC isotherms obtained for carvedilol/γ-CD and carvedilol/RAMEB
systems at 288 K and 308 K in acetate buffer, according to protocol A (0.5 mM carvedilol in the
cell and 5 mM CD in the syringe), B (buffer in the cell and 1 mM carvedilol + 5 mM CD in the
syringe) and C (0.5 mM carvedilol in the cell and 1 mM carvedilol + 5 mM CD in the syringe);
Figure S10: Experimental ITC thermograms obtained, before blank subtraction, for carvedilol/γ-CD
(left) and carvedilol/RAMEB (right) systems at 288 K in acetate buffer, according to protocol A
(0.5 mM carvedilol in the cell and 5 mM CD in the syringe, upper part), B (buffer in the cell and
1 mM carvedilol + 5 mM CD in the syringe, mid part) and C (0.5 mM carvedilol in the cell and
1 mM carvedilol + 5 mM CD in the syringe, lower part); Figure S11: Experimental ITC thermograms
obtained, before blank subtraction, for carvedilol/γ-CD (left) and carvedilol/RAMEB (right) systems
at 298 K in acetate buffer, according to protocol A (0.5 mM carvedilol in the cell and 5 mM CD in the
syringe, upper part), B (buffer in the cell and 1 mM carvedilol + 5 mM CD in the syringe, mid part)
and C (0.5 mM carvedilol in the cell and 1 mM carvedilol + 5 mM CD in the syringe, lower part);
Figure S12: Experimental ITC thermograms obtained, before blank subtraction, for carvedilol/γ-CD
(left) and carvedilol/RAMEB (right) systems at 308 K in acetate buffer, according to protocol A
(0.5 mM carvedilol in the cell and 5 mM CD in the syringe, upper part), B (buffer in the cell and
1 mM carvedilol + 5 mM CD in the syringe, mid part) and C (0.5 mM carvedilol in the cell and 1 mM
carvedilol + 5 mM CD in the syringe, lower part); Figure S13: Mass spectra (200 scans, 0.2 sec/scan)
of an equimolar mixture of carvedilol (8 µM) in acetate buffer in presence of (a) RAMEB or (b) γCD;
Figure S14: UV spectra of carvedilol (0.05 mM) recorded in water with 13 mM HCl in absence of
CDs or in presence of 0.5 mM γCD or RAMEB. No longer absorbance was detected between 400
and 800 nm for the three sample analyzed; Table S1: Values of the vicinal coupling constant between
H15b and H16 protons (3JH15b, H16) measured in different ratio (carvedilol)/(CD) on 1H NMR spectra
(600 MHz) obtained from 0.1 M acetate-buffered D2O (βCD, γCD) and 13 mM HCl in D2O (DIMEB);
Table S2: Relative intensities of dipolar correlations between protons of carvedilol and CDs, as
observed in 2D ROESY experiments.
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Abstract: Bearing grafts based on fatty esters derivatives, lipidyl-cyclodextrins (L-CDs) are compounds
able to form water-soluble nano-objects. In this context, bicatenary biobased lipidic-cyclodextrins
of low DS were easily synthesized from a fatty ester epoxide by means of alternative methods
(ball-milling conditions, use of enzymes). The ring opening reaction of methyl oleate epoxide needs
ball-milling and is highly specific of cyclodextrins in solventless conditions. L-CDs are thus composed
of complex mixtures that were deciphered by an extensive structural analysis using mainly mass
spectrometry and NMR spectroscopy. In addition, as part of their potential use as vectors of active
drugs, these products were submitted to an integrity study on in vitro model of the blood-brain-barrier
(BBB) and the intestinal epithelium. No toxicity has been observed, suggesting that applications for
the vectorization of active ingredients can be expected.

Keywords: host-guest chemistry; cyclodextrin; sustainability; ball milling; mass spectrometry

1. Introduction

Because of their cyclic structure, cyclodextrins (CDs) are able to accommodate hydrophobic
molecules in their cavity, resulting in inclusion complexes. This property is at the origin of their many
applications in various fields such as the pharmaceutical industry, cosmetics, hygiene, food processing,
and chemistry, through catalysis and chromatographic techniques [1,2]. In addition, chemical
modifications of their hydroxyl groups cause changes in their physico-chemical properties (solubility,
self-assembly capacity or inclusion properties), thus increasing their fields of application. Moreover, it is
well documented that amphiphilic CDs, carrying lipophilic groups, may have self-organizing properties
as well as complexing properties with the invited molecules, improving their vectorization [3]. For
several years, we have synthesized monosubstituted cyclodextrins-bearing hydrophobic anchors such
as cholesterol [4], phospholipidyl [5], or glycerolipidyl [6] that are inserted into lipid membranes [7].
These properties are directly related to the type of cyclodextrin and lipidic moieties and also to
the substitution degree (DS). Nevertheless, despite their potential interest in the vectorization of
active ingredients, the synthesis of these amphiphilic CDs is both tricky and expensive, limiting any
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application. To illustrate, phospholipidyl and glycerolipidyl cyclodextrin derivatives [5,6] have been
obtained in no less than seven steps of synthesis and two steps of purification with overall yields
between 5% and 10%.

In this context, we have developed an easy pathway for lipidyl-cyclodextrins (L-CDs) synthesis
with controlled DS. The self-assembly capacities of these L-CDs have been also evaluated in order
to consider applications in the vectorization of active ingredients. The synthesized molecules are
bicatenary L-CDs of low DS. The lipid part is derived from methyl oleate, a fatty acid methyl ester
(FAME) easily accessible from triolein triglyceride, a major component of very high oleic sunflower
oil (VHOSO). The grafting has been done by ring opening reaction of the methyl oleate epoxide
by the CDs. The different strategies envisaged to carry out the opening reaction of the epoxide
obtained by CDs is described. Indeed, activation modes such as ultrasound [8,9], microwaves [10,11],
or mechanochemistry [12] are considered as useful green tools for the chemical modification of
cyclodextrins. Cravotto et al. reported some works where ball milling is used to obtain well-known CD
derivatives but under green and solventless conditions and with better yields [13,14]. Very few examples
of more specific regioselectivity induced by mechanochemistry are reported. Menuel et al. described a
very efficient method for obtaining mono-2-tosyl-β-CD and mono-(2,3-manno-epoxide)-β-CD [15].
Formation of inclusion complex in solid state between CD and TSIm is suggested to explain CD
substitution at the secondary hydroxyl group. Here we focus on the results obtained (yields, DS) with
the selected and optimized method using ball-milling conditions on the opening reaction of methyl
oleate epoxide by cyclodextrins.

Single-step synthesis routes, overcoming protection and deprotection steps and allowing quantities
of products to be reached at gram scale, are favored in order to facilitate the potential applications.
However, the absence of protection and deprotection steps should lead to complex mixtures of diversely
substituted CDs. Since the composition of these mixtures has an influence on the self-organizing
capacity of the products, it is important to characterize it. This is why the implementation of an accurate
characterization is fundamental and a real challenge in our work. It is well-known that complex CDs
derivatives mixtures lead to broad and unresolved 1H-NMR signals [16] preventing the attribution
of their inextricable spectra. In this context, NMR is of only limited help and mass spectrometry is
considered as the most appropriate technique. Indeed, electrospray ionization (ESI) either in direct
introduction [17] or coupled with liquid chromatography (LC/ESI-MS) [18] and matrix assisted laser
desorption ionization (MALDI) [16] are frequently used in that context. To go deeper in the structural
analysis of cyclic oligosaccharides tandem mass spectrometry (MS/MS) [19] and more recently ion
mobility spectrometry (IMS) [20] are described. In this study, in addition to classical NMR and mass
spectrometry experiments, we focus on an original approach based on ion mobility measurements for
a better structural characterization of L-CDs isomers.

Finally, we used two recognized in vitro models of human intestinal and blood-brain barriers to
evaluate the toxicity of different concentrations of L-CDs. No toxicological or deleterious effects have
been observed.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

Native β-CD and RAMEB were obtained from Wacker Chemicals. Native α-CD and
γ-CD, HP-α-CD, HP-β-CD, HP-γ-CD, methyl oleate (Methyl-cis-9-octadecenoate, 99% purity) and
immobilized lipase (lipase acrylic resin from Candida antarctica, ≥5000 U/g) were supplied by Sigma (St.
Louis, MO, USA). Other chemicals were purchased from Sigma and Acros. Deuterated solvents were
purchased from Eurisotop.
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2.2. Flash Chromatography

A flash chromatography apparatus (Reveleris iES Flash System) provided by Grace has been used
for the purification of CD(C9)2OOMe. The separation was carried out using a Grace Reveleris C18
40 µm, 40 g column. A gradient of H2O/MeOH (from 80:20 to 0:100 (v/v)) in 15 min was applied to
allow removal of the remaining native β-CD and obtaining the desired product. The detection of the
compound is carried out with an evaporative light scattering detector.

2.3. Ball Milling

Syntheses of CD(C9)2OOMe were carried out in a SPEX Mixer Mill 8000M vibration ball mill. For
this, we used a 65 mL screw-capped stainless steel jar containing 12 stainless steel balls of diameter
between 4.0 and 12.7 mm (3 balls of 12.7 mm, 5 of 6.4 mm, and 4 of 4.0 mm). The vessel was shaken at
a frequency of about 18 Hz, describing a “∞” for the duration of the reaction (5 cycles of 1 h).

2.4. Mass Spectrometry Analysis

Electrospray high-resolution mass spectrometry experiments (ESI-HRMS) was performed on
a SYNAPT G2-Si-Q-TOF hybrid quadrupole time-of-flight instrument (Waters, Manchester, UK),
hyphenated with an UHPLC system (ACQUITY UPLC H-Class) and a traveling wave ion mobility
(TWIM) cell. The ESI source was operated in the positive ionization mode using a capillary voltage of
+3 kV and the following conditions: cone voltage, 120 V; source offset, 20 V; source temperature, 120 ◦C;
desolvation gas temperature, 450 ◦C; desolvation gas flow, 800 L/h; and cone gas flow, 50 L/h. Nitrogen
(>99.5%) was employed as the desolvation gas. For negative ionization mode a capillary voltage of
−2.5 kV was used. Mass calibration was carried out using a sodium formate solution (10 mM NaOH
in isopropanol/water/formic acid 49.9:49.9:0.2, v/v/v) and the lock mass correction was applied for
accurate mass measurements using protonated and deprotonated molecules ([M + H]+ at m/z 556.2771
in ESI+ and [M − H]− at m/z 554.2615 in ESI−) formed from a Leu-enkephalin solution (1 ng/µL in
H2O/CH3CN/formic acid 50:49.9:0.1, v/v/v). The scan range was m/z 50–2500 at 0.25 s/scan. The TOF
was operated in the resolution mode, providing an average resolving power of 25,000 (FWHM). For
MS/MS, spectra were recorded using the trap cell, with a collision energy set to 95 eV under Argon
(99.9999%) as the collision gas. All spectra were recorded in the continuum mode. Data acquisition
was performed with MassLynx software (V4.1, Waters).

Direct introduction and UHPLC conditions: Samples were prepared in MeOH at a concentration
of 1 mg/mL and 1 µL was injected. Automated flow injections (FIA) were performed using MeOH
as the mobile phase with a flow rate of 0.4 mL/min. For UHPLC separations an ACQUITY UPLC
BEH C8 (100 × 2.1 mm, 1.8 µm) column from Waters, maintained at 40 ◦C, was used. The elution was
performed using a 0.4 mL/min mobile phase gradient of water (A) and methanol (B), programmed as
follow (A:B): 60:40 (t = 0 min), 20:80 (t = 10 min), 20:80 (t = 11 min), 0:100 (t = 12 min), 0:100 (t = 15 min),
60:40 (t = 16 min), 60:40 (t = 20 min).

Ion mobility: Ion mobility separation has been carried out by activating TWIM cell operating under
nitrogen (>99.5%) with wave height (WH), wave velocity (WV), and gas flow values at 40 V, 550 m/s, and
90 mL/min, respectively. The mass ofβ-CD(C9)2OOMe DS = 1 ([M + Na]+ m/z 1469.6254) was previously
selected by the quadrupole to reduce noise and for more specificity. External collision cross section
(CCS) calibration was performed using a polyalanine solution (50 µM in water/acetonitrile/formic
acid 49.95:49.95:0.1, v/v/v). The arrival time (AT) of each DS = 1 isomer was extracted with Driftscope
software (V2.8, Waters). Molecules were simulated by Chem3D (V15.1, PerkinElmer) and CCS values
were predicted through IMoS software (V1.09c, https://www.imospedia.com).

2.5. NMR Analysis

The NMR experiments were carried out on 2 Bruker AVANCE spectrometers (400 and 600 MHz).
They were therefore performed respectively at 400 MHz for 1H and 101 MHz for 13C, or 600 MHz for

https://www.imospedia.com
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1H and 151 MHz for 13C. The deuterated solvents used were pyridine, chloroform, water, or methanol.
The chemical shifts (δ) are expressed in ppm relative to the residual signal of the non-deuterated
solvent as internal reference. The spectra were recorded at 298 K. The length of the 90◦ pulse was
approximately 7 µs. 1D NMR data spectra were collected using 16K data points. 2D experiments were
run using 1K data points and 512 time increments. The phase sensitive (TTPI) sequence was used and
processing resulted in a 1 K × 1 K (real-real) matrix. Details of the experimental conditions are given
in the figure captions. For diffusion coefficient measurements, 2D 1H DOSY NMR experiments were
carried out using the Bruker sequence ledbpgp2s.

2.6. Synthesis and Product Characterization

2.6.1. Methyl Oleate Epoxide

Preparation of epoxidized methyl oleate was carried out by reacting methyl oleate with 0.4 eq.
formic acid and hydrogen peroxide (35%w aq., 6 eq.) from 0 to 40 ◦C for 16 h. After basic work-up,
epoxide was obtained with 98% yield (yellow oil) [21]. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm): 3.65 (s,
3H, OCH3), 2.96–2.82 (m, 2H, H9 and H10), 2.31–2.27 (t, 2H, J = 7.5 Hz, CH2COOCH3), 1.71–1.55 (m,
2H, CH2), 1.55–0.96 (m, 24H, CH2), 0.87 (t, 3H, J = 6.9 Hz, CH3). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm):
174.4 (C=O), 57.4, 57.3 (C-9 and C-10), 51.6 (C-OCH3), 34.2 (CH2 (CH2OCO)), 32.0–22.8 (CH2 (alkyl
chains)), 14.2 (CH3). MS (ESI): m/z 335.2578 ([M + Na]+).

2.6.2. CD(C9)2OOMe

General procedure: All the CDs were lyophilized before use. Methyl oleate epoxide (275 mg, 0.88
mmol, 0.5 eq) and H2SO4 (4.7 µL, 0.088 mmol, 0.05 eq) were vortexed and added to the lyophilized CD
(1 eq, 1.76 mmol). The reaction was carried out for 1 h in a ball mill. Then, a mixture of the methyl
oleate epoxide (275 mg, 0.88 mmol, 0.5 eq) and H2SO4 (4.7 µL, 0.088 mmol, 0.05 eq) was added to the
reaction mixture. The reaction continued for 1 h again. This addition was repeated three times; so that
1 eq of CD reacted with a total of 2.5 eq of epoxide and 0.25 eq of H2SO4 for a total duration of 5 h. The
solid was recovered with 20 mL of DMF. The product was then concentrated in a rotary evaporator
and poured dropwise into the cyclohexane with stirring to precipitate it. Centrifugation was carried
out and the final product was obtained after purification by reverse phase flash chromatography (40
µm C18 column, 40 g) with a H2O/MeOH gradient (from 80:20 to 0:100 (v/v)) for 15 min.

• β-CD(C9)2OOMe, 1: Yield: 55%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 5.69–5.60 (H1),
4.85–3.55 (H2, H3, H4, H5, H6), 3.63 (-OCH3), 2.30–1.01 (CH2 (alkyl chains)), 0.84 (CH3). 13C
NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 174.4 (C=O), 104.3 (C1), 85.2–83.0 (C4), 75.3–72.7 (C2, C3,
C5), 62.4–61.6 (C6), 51.7 (-OCH3), 34.5–23.0 (CH2 (alkyl chains)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z
DS1: 1469.6233 ([M + Na]+ (C61H106O38Na requires 1469.6260)), m/z DS2: 1781.8888 ([M + Na]+

(C80H142O41Na requires 1781.8924)) SI Figure S1.
• α-CD(C9)2OOMe, 2: Yield: 28%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 5.77–5.38 (H1),

5.01–3.49 (H2, H3, H4, H5, H6), 2.66–1.06 (CH2 (alkyl chains)), 0.84 (CH3). 13C NMR (151 MHz,
Pyridine-d5) δ (ppm): 174.3 (C=O), 104.5–103.5 (C1), 86.1–82.4 (C4), 76.4–70.0 (C2, C3, C5), 62.4–60.8
(C6), 51.6 (-OCH3), 35.1–22.7 (CH2 (alkyl chains)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z DS1: 1307.5717
([M + Na]+ (C55H96O33Na requires 1307.5732)), m/z DS2: 1619.8401 ([M + Na]+ (C74H132O36Na
requires 1619.8396)) SI Figure S2.

• γ-CD(C9)2OOMe, 3: Yield: 33%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 5.98–5.45 (H1),
4.79–3.52 (H2, H3, H4, H5, H6), 3.63 (-OCH3), 2.50–1.06 (CH2 (alkyl chains)), 0.81 (CH3). 13C
NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 174.2 (C=O), 103.6 (C1), 85.5–81.0 (C4), 75.6–71.3 (C2, C3,
C5), 63.2–60.9 (C6), 51.6 (-OCH3), 35.0–22.6 (CH2 (alkyl chains)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z
DS1: 1631.6769 ([M + Na]+ (C67H116O43Na requires 1631.6788)), m/z DS2: 1943.9395 ([M + Na]+

(C86H152O46Na requires 1943.9452)) SI Figure S3.
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• HP-α-CD(C9)2OOMe, 4: Yield: 33%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 6.42–5.24 (H1),
4.92–3.55 (H2, H3, H4, H5, H6), 3.63 (-OCH3), 2.43–1.46 (CH2 (alkyl chains)), 1.50–1.03 (CH3

(hydroxypropyl groups)), 0.84 (CH3 (alkyl chains)). 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm):
174.3 (C=O), 105.0–100.5 (C1), 86.1–77.4 (C4), 76.0–66.0 (C2, C3, C5), 63.0–60.7 (C6), 51.6 (-OCH3),
34.8–22.9 (CH2 (alkyl chains)), 21.0–19.9 (CH3 (hydroxypropyl groups)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI):
m/z DS1: 1597.7808 ([M + Na]+ (C70H126O38Na requires 1597.7825)), m/z DS2: 1852.0050 ([M +

Na]+ (C86H156O40Na requires 1852.0071)) SI Figure S4.
• HP-β-CD(C9)2OOMe, 5: Yield: 35%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 6.22–5.35 (H1),

4.80–3.55 (H2, H3, H4, H5, H6), 3.62 (-OCH3), 2.50–1.46 (CH2 (alkyl chains)), 1.50–1.10 (CH3

(hydroxypropyl groups)), 0.83 (CH3 (alkyl chains)). 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm):
174.3 (C=O), 105.0–100.0 (C1), 85.4–78.0 (C4), 75.7–66.2 (C2, C3, C5), 62.4–61.3 (C6), 51.6 (-OCH3),
35.0–23.1 (CH2 (alkyl chains)), 21.1–19.9 (CH3 (hydroxypropyl groups)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI):
m/z DS1: 1875.9177 ([M + Na]+ (C82H148O45Na requires 1875.9190)), m/z DS2: 2188.1821 ([M
+ Na]+ (C101H184O48Na requires 2188.1855)), m/z DS3: 2500.4465 ([M + Na]+ (C120H220O51Na
requires 2500.4519)). SI Figure S5.

• HP-γ-CD(C9)2OOMe, 6: Yield: 44%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 6.49–5.31 (H1),
4.70–3.49 (H2, H3, H4, H5, H6), 3.63 (-OCH3), 2.50–1.46 (CH2 (alkyl chains)), 1.44–1.01 (CH3

(hydroxypropyl groups)), 0.82 (CH3 (alkyl chains)). 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm):
174.3 (C=O), 104.6–98.9 (C1), 86.0–78.4 (C4), 75.8–65.6 (C2, C3, C5), 63.0–60.2 (C6), 51.7 (-OCH3),
34.9–22.7 (CH2 (alkyl chains)), 20.9–19.6 (CH3 (hydroxypropyl groups)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI):
m/z DS1: 1979.9336 ([M + Na]+ (C85H152O49Na requires 1979.9300)), m/z DS2: 2292.1956 ([M
+ Na]+ (C104H188O52Na requires 2292.1964)), m/z DS3: 2604.4609 ([M + Na]+ (C123H224O55Na
requires 2604.4629)) SI Figure S6.

2.6.3. CD(C9)2OOH

General procedure: Immobilized lipase from Candida Antarctica was added to a suspension of
CD(C9)2OOMe (0.4 mmol, 1 eq) in water (90 mL). The reaction took place in a rotary evaporator at
90 mbar and 23 ◦C. The duration of the reaction depends on the starting material. The product was
isolated by simple filtration of the immobilized lipase followed by the lyophilization to obtain the
derivative CD(C9)2OOH.

• α-CD(C9)2OOH, 7: Yield: 78%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 5.77–5.38 (H1), 5.01–3.49
(H2, H3, H4, H5, H6), 2.66–1.06 (CH2 (alkyl chains)), 0.84 (CH3). 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5)
δ (ppm): 176.7 (C=O), 104.7–103.1 (C1), 85.7–81.9 (C4), 76.3–69.4 (C2, C3, C5), 62.7–60.8 (C6),
35.9–22.9 (CH2 (alkyl chains)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z: 1293.5549 ([M + Na]+ (C54H94O33Na
requires 1293.5575)) SI Figure S7.

• β-CD(C9)2OOH, 8: Yield: 69%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 5.67(H1), 4.97–3.49 (H2,
H3, H4, H5, H6), 2.56–1.01 (CH2 (alkyl chains)), 0.81 (CH3).13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ
(ppm): 176.5 (C=O), 104.3 (C1), 85.4–82.7 (C4), 75.5–72.2 (C2, C3, C5), 62.5–61.2 (C6), 35.4–22.9
(CH2 (alkyl chains)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z: 1455.6115 ([M + Na]+ (C60H104O38Na requires
1455.6103)) SI Figure S8.

• γ-CD(C9)2OOH, 9: Yield: 89%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 6.03–5.20 (H1), 5.10–3.47
(H2, H3, H4, H5, H6), 2.67–1.00 (CH2 (alkyl chains)), 0.84 (CH3). 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ
(ppm): 176.6 (C=O), 105.2–94.6 (C1), 85.2–78.2 (C4), 76.7–68.6 (C2, C3, C5), 64.9–60.2 (C6), 36.0–22.4
(CH2 (alkyl chains)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z: 1617.6648 ([M + Na]+ (C66H114O43Na requires
1617.6632)) SI Figure S9.

• HP-α-CD(C9)2OOH, 10: Yield: 82%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 5.72–5.31 (H1),
4.89–3.31 (H2, H3, H4, H5, H6), 2.78–1.47 (CH2 (alkyl chains)), 1.50–1.00 (CH3 (hydroxypropyl
groups)), 0.84 (CH3 (alkyl chains)). 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 176.7 (C=O),
105.2–100.0 (C1), 87.3–76.8 (C4), 76.6–65.1 (C2, C3, C5), 63.8–60.4 (C6), 36.6–22.4 (CH2 (alkyl chains)),
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21.5–18.8 (CH3 (hydroxypropyl groups)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z: 1525.7257 ([M + Na]+

(C66H118O37Na requires 1525.7250)) SI Figure S10.
• HP-β-CD(C9)2OOH, 11: Yield: 84%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 6.00–5.35 (H1),

5.09–3.09 (H2, H3, H4, H5, H6), 2.96–1.57 (CH2 (alkyl chains)), 1.56–1.00 (CH3 (hydroxypropyl
groups)), 0.84 (CH3 (alkyl chains)). 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 176.6 (C=O),
105.2–100.0 (C1), 85.6–77.5 (C4), 75.7–65.7 (C2, C3, C5), 63.1–60.2 (C6), 36.2–22.6 (CH2 (alkyl chains)),
21.3–19.8 (CH3 (hydroxypropyl groups)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z: 1861.9044 ([M + Na]+

(C81H146O45Na requires 1861.9034)) SI Figure S11.
• HP-γ-CD(C9)2OOH, 12: Yield: 89%. 1H NMR (600 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 5.99–5.27 (H1),

4.80–3.24 (H2, H3, H4, H5, H6), 2.60–1.47 (CH2 (alkyl chains)), 1.47–1.02 (CH3 (hydroxypropyl
groups)), 0.83 (CH3 (alkyl chains)). 13C NMR (151 MHz, Pyridine-d5) δ (ppm): 176.5 (C=O),
104.4–98.8 (C1), 85.9–77.6 (C4), 76.2–65.7 (C2, C3, C5), 62.9–60.4 (C6), 35.7–22.8 (CH2 (alkyl chains)),
20.9–19.6 (CH3 (hydroxypropyl groups)), 14.6 (CH3). HRMS (ESI): m/z: 1965.9083 ([M + Na]+

(C84H150O49Na requires 1965.9143)) SI Figure S12.

2.7. In Vitro Models of Intestinal and Blood-Brain Barriers

For the human in vitro Blood-Brain Barrier (BBB) model, it required the collection of human
umbilical cord blood. Infants’ parents signed an informed consent form, in compliance with the
French legislation. The protocol was approved by the French Ministry of Higher Education and
Research (CODECOH Number DC2011-1321). All experiments were carried out in accordance with the
approved protocol. The human in vitro BBB model isolated and purified the hematopoietic stem cells
from umbilical cord blood [22]. These cells are then differentiated into endothelial cells as previously
described. After the differentiation step, cells are seeded on matrigel-coated transwell inserts (0.4
µm) in the presence of brain pericytes at the bottom of the wells [23]. Endothelial cell medium (ECM,
Sciencell) was changed every other day. After 6 days of co-culture, endothelial cells display the major
features of the BBB reported in vivo and are then named brain-like endothelial cells (BLECs).

The intestinal barrier model cultivated Caco-2 cells on a filter as we previously published [24].
Briefly, 0.4 × 105 Caco-2 cells, at passage 026, were seeded on 25 cm2 plastic flask and changed every
second day with complete medium containing Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) high
glucose (4500 mg/L) with L-glutamine (584 mg/L) supplemented by 10% of fetal calf/bovine serum
1% of non-essential amino acids without L-glutamine and 1% of penicillin and streptomycin solution.
Cells were then trypsinized after 3 days of incubation while they cover 80–90% of the flask and seeded
at a density of 5 × 105 in 75 cm2 flasks in complete medium. After 5 to 6 days, Caco2 cells reach
high cells density and are then passaged into transwell inserts (0.4 µm). Cells were seeded at 225,000
cells/cm2 and cultivated for 21–25 days in complete medium. Media was renewed every second day.

2.8. Permeability Assessment

Permeability of small integrity marker, 14C-sucrose, across the monolayer of cells was measured
in presence of 5, 10, 20, 25, 30, 40, and 50 µM of cyclodextrin or 10% DMSO used as positive control of
biological barrier disruptions. Filters containing cells were placed in wells containing Ringer-Hepes
solution (RH) (150 mM NaCl, 5.2 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 0.2 mM MgCl2.6H2O, 6 mM NaHCO3,
5 mM HEPES, pH: 7.4). After filters transfer, RH containing 1500 Bq/mL of 14C-sucrose was added
to the upper compartment. An aliquot of 500 µL from the lower compartment at each time point
and an aliquot of 20 µL from the initial solution of 14C-Sucrose was used for quantification (Tricarb
liquid scintillation counter, Perkinelmer). After one-hour incubation, the permeability of 14C-sucrose
was measured and expressed in Papp (apparent permeability for the intestinal barrier model) and Pe
(permeability for the BBB model). The apparent permeability coefficient (Papp in cm/s) was determined
according to the equation: Papp = J/A × C0. Where, J is the rate of appearance of compound in the
apical (acceptor) compartment (in mol/s), C0 is the initial concentration of compound in the basolateral
(donor) compartment (in mol/cm3), A is the surface area of the filter (in cm2). For the BLEC model,
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endothelial permeability coefficient (Pe) was calculated as described previously [25]. In this calculation
method, both filter without cell permeability (PSf = insert filter + matrigel coating) and filter plus
cell permeability (PSt = filter + collagen + BLECs were taken into account, according to the formula:
1/PSe = 1/PSt + 1/PSf where PS is the permeability × surface area product (in microliters per minute)
obtained by dividing the volume cleared from the donor to the receiver compartment (in µL) by the
duration of the experiment (i.e., 60 min).

3. Results and Discussion

3.1. Synthesis

The main goal of this work is to synthesize new bicatenary cyclodextrins from substitution of
native and modified cyclodextrins by fatty acid derivatives. In this way, we focused on the ring
opening of the methyl oleate epoxide by the hydroxyl group of different cyclodextrins. The epoxidation
reaction of pure methyl oleate (Methyl-cis-9-octadecenoate) was carried out according to the previously
described conventional method using hydrogen peroxide and formic acid [21]. This resulted in methyl
oleate epoxide with a yield of 98% (Scheme 1).
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Scheme 1. Epoxidation reaction of methyl oleate.

Epoxidation has been demonstrated by a 1H NMR analysis. Indeed, characteristic signals of the
protons of the alkene group (5.38–5.28 ppm) disappeared, and the signals between 2.96 and 2.82 ppm,
corresponding to the protons of the epoxide group were observed (SI, Figure S13). By electro spray
ionization mass spectrometry in the positive ion mode (ESI+-MS), the formation of epoxide was also
confirmed. Indeed, the [M + Na]+ ion of the starting olefin at m/z 319.26 was replaced by the one of
the methyl oleate epoxide at m/z 335.2578 (+16 Da). Notice that the use of cis olefin leads to only cis
epoxide derivatives, which is in agreement with the literature data [21].

In order to study the opening reaction of methyl oleate epoxide by CDs, we highlight some aspects
to consider. On the one hand, very few examples in the literature have described the opening of
epoxides by cyclodextrins. We can mention the etherification of β-CD with propylene oxide in the
presence of NaOH to obtain the HP-β-CD derivative [26]. Reactions of β-CD with ethylene oxide,
epichlorohydrin, or 1,4-butanediol diglycidyl ether in basic medium leading to water-soluble polymers
have also been reported [27–29], and β-amino-alcohol derivatives of β-CDs were synthesized by
reaction of amino β-CD and various epoxides [30]. It should be noted that most of the examples in the
literature concerned reactions with highly reactive and low molecular weight epoxides and did not
lead to the production of amphiphilic CDs. To date, the opening reaction of epoxides of unsaturated
fatty acids by CDs has not been described. In contrast, some studies dealing with the opening reaction
of fatty epoxides by mono or disaccharides have been reported. For instance, Queneau et al. [31,32]
studied the production of hydroxyethers of sucrose, trehalose, and isomalt in basic medium with
1,2-epoxidodecane. Albarrán-Preza et al. [33] have also carried out the reaction between epoxidized
linseed oil and xylitol in the presence of ZnCl2, in N-methyl-2-pyrrolidone (NMP). On the other hand,
in our case, the epoxide group is located in the middle of a fatty chain, which may imply a steric
hindrance. In addition, this product also has an ester group, which could react preferentially through
transesterification depending on the conditions used.

The opening reaction of methyl oleate epoxide by CDs was first studied in solution in a basic
medium. In the same way as Manta et al. [29], we used aqueous NaOH solution (0.6 M) for the reaction
between β-CD and excess of fatty ester epoxide. After 24 h at room temperature or even 48 h at 100 ◦C,
the expected product was not detected and the epoxide was hydrolyzed to give the corresponding diol
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and polymerization products identified by ESI+-MS. The use of Et3N or NaH as base in anhydrous
DMF also failed. It should be noted that the same reactions conducted with 6I-amino-6I-deoxy-β-CD
(β-CDNH2) were unsuccessful too. Tests were then performed with Lewis acids, such as ZnCl2, FeCl3,
and BF3-Et2O as well as Brønsted acids, such as para-toluenesulfonic acid (APTS) and H2SO4. All the
reactions conducted in anhydrous DMF, at room temperature or 80 ◦C, during 24 or 48 h, led to the
hydrolysis of the epoxide group followed by the polymerization of the methyl oleate epoxide. It should
be noted that the microwave conditions (300 W, 80 ◦C) also failed to lead to the formation of L-CDs
from epoxide (from 0.5 to 2.5 eq.) and 1 eq. of β-CD lyophilized catalyzed by H2SO4 (from 0.05 to
0.25 eq.) in anhydrous DMF. Even after 75 min, we did not see the formation of the expected product.

Finally, we attempted the ring opening of epoxide using ball milling, a mecanosynthesis technique
widely used in green chemistry [12,13]. Very recently, Cravotto et al. [14] described ring opening of
low-boiling epoxides by CDs under high-energy ball milling conditions and in the presence of NaOH,
leading to well-known HP-β-CD, HP-γ-CD and epichlorhydrin cross-linked CD-polymers. We tried to
initiate the opening reaction of methyl oleate epoxide by β-CD with various bases and acids in the
absence of solvent. For the various tests performed, the β-CD was previously lyophilized, the oleate
epoxide/CD ratio was 0.5 to 2.5 and the base or acid amount was 0.1 to 0.5 eq. relative to the β-CD.
Initially, we tested the reaction with triethylamine and KOH as strong mineral base. As with the result
obtained in solution, the expected product was not observed nor the polymerized by-products and
hydrolyzed epoxide. However, the same reaction performed with APTS led to expected lipidyl-β-CD
with a weak yield of 10%, as confirmed by the ESI+-MS analysis showing a signal corresponding to the
[M + Na]+ ion of the desired product at m/z 1469.62 (SI, Figure S14).

New attempts in the presence of a stronger acid such as H2SO4 have been successfully made. To
summarize, the optimized experimental conditions are the following: 0.5 eq. of methyl oleate epoxide
and 0.05 eq. of H2SO4 are mixed previously for 10 min and then added to 1 eq. of β-CD freeze-dried
with a 1-h grinding cycle (Scheme 2).

Biomolecules 2020, 9, x FOR PEER REVIEW 8 of 18 

catalyzed by H2SO4 (from 0.05 to 0.25 eq.) in anhydrous DMF. Even after 75 min, we did not see the 
formation of the expected product. 

Finally, we attempted the ring opening of epoxide using ball milling, a mecanosynthesis 
technique widely used in green chemistry [12,13]. Very recently, Cravotto et al. [14] described ring 
opening of low-boiling epoxides by CDs under high-energy ball milling conditions and in the 
presence of NaOH, leading to well-known HP-β-CD, HP-γ-CD and epichlorhydrin cross-linked CD-
polymers. We tried to initiate the opening reaction of methyl oleate epoxide by β-CD with various 
bases and acids in the absence of solvent. For the various tests performed, the β-CD was previously 
lyophilized, the oleate epoxide/CD ratio was 0.5 to 2.5 and the base or acid amount was 0.1 to 0.5 eq. 
relative to the β-CD. Initially, we tested the reaction with triethylamine and KOH as strong mineral 
base. As with the result obtained in solution, the expected product was not observed nor the 
polymerized by-products and hydrolyzed epoxide. However, the same reaction performed with 
APTS led to expected lipidyl-β-CD with a weak yield of 10%, as confirmed by the ESI+-MS analysis 
showing a signal corresponding to the [M + Na]+ ion of the desired product at m/z 1469.62 (SI, Figure 
S14). 

New attempts in the presence of a stronger acid such as H2SO4 have been successfully made. To 
summarize, the optimized experimental conditions are the following: 0.5 eq. of methyl oleate epoxide 
and 0.05 eq. of H2SO4 are mixed previously for 10 min and then added to 1 eq. of β-CD freeze-dried 
with a 1-h grinding cycle (Scheme 2). 

 
Scheme 2. Opening reaction of methyl oleate epoxide by CDs using ball milling. 

The process is repeated for five cycles to avoid the formation of a sticky paste harmful for 
reactivity [34–36], leading to a final oleate epoxide/CD ratio of 2.5 in the presence of 0.25 eq. of H2SO4. 
It should be noted that the completion of a sixth one-hour cycle did not result in an improvement in 
performance. 

The reaction mixture retained its powder state and the resulting β-CD(C9)2OOMe 1 exhibited 
between 1 and 3 substituents as displayed on Scheme 2. This crude reaction mixture was analyzed 
by ESI+-MS (SI, Figure S14) revealing the expected grafted derivatives of DS = 1, 2, and 3 and also free 
β-CD, the starting epoxide and its polymerized co-products. According to MS data, we were able to 
determine the average degree of substitution DS of our L-CDs mixture using the respective intensity 
of each species. This result allows the calculation of an average molar mass (MWa) and to access the 
reaction yield. The DS calculated from ESI+-MS spectrum was 1.4 and the yield achieved was 55% 
after treatment allowing an efficient elimination of the starting materials without modification of the 
grafting distribution profile (Figure 1, Table 1). In addition, for β-CD(C9)2OOMe 1, the effective 
grafting of 1, 2, or 3 methyl oleate chains was demonstrated by MS/MS experiments on their 
respective [M + Na]+ ions at m/z 1469.63, 1781.89, and 2094.16. For illustration (Figure 1), the MS/MS 
spectrum obtained for the mono-grafted species highlighted two fragmentation pathways. On the 
one hand, six successive losses of glucopyranose unit (−162 Da) were observed [19] leading to the 
characteristic fragment ion at m/z 497.31, which was attributed to a sodiated mono grafted dehydro 
glucose unit. On the other hand, a loss of 312 Da corresponding to the methyl oleate chain occurred 
first and was then followed by six successive losses of 162 Da. This result is a proof of the effective 
methyl oleate epoxide opening by the β-CD. The MS/MS spectra of DS = 2 and 3 are in accordance 
with the grafting of 2 and 3 lipidyl chains without, as for DS = 1, any assumption of the regioselectivity 
(SI, Figure S15). 

Scheme 2. Opening reaction of methyl oleate epoxide by CDs using ball milling.

The process is repeated for five cycles to avoid the formation of a sticky paste harmful for
reactivity [34–36], leading to a final oleate epoxide/CD ratio of 2.5 in the presence of 0.25 eq. of H2SO4.
It should be noted that the completion of a sixth one-hour cycle did not result in an improvement
in performance.

The reaction mixture retained its powder state and the resulting β-CD(C9)2OOMe 1 exhibited
between 1 and 3 substituents as displayed on Scheme 2. This crude reaction mixture was analyzed
by ESI+-MS (SI, Figure S14) revealing the expected grafted derivatives of DS = 1, 2, and 3 and also
free β-CD, the starting epoxide and its polymerized co-products. According to MS data, we were
able to determine the average degree of substitution DS of our L-CDs mixture using the respective
intensity of each species. This result allows the calculation of an average molar mass (MWa) and to
access the reaction yield. The DS calculated from ESI+-MS spectrum was 1.4 and the yield achieved
was 55% after treatment allowing an efficient elimination of the starting materials without modification
of the grafting distribution profile (Figure 1, Table 1). In addition, for β-CD(C9)2OOMe 1, the effective
grafting of 1, 2, or 3 methyl oleate chains was demonstrated by MS/MS experiments on their respective
[M + Na]+ ions at m/z 1469.63, 1781.89, and 2094.16. For illustration (Figure 1), the MS/MS spectrum
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obtained for the mono-grafted species highlighted two fragmentation pathways. On the one hand,
six successive losses of glucopyranose unit (−162 Da) were observed [19] leading to the characteristic
fragment ion at m/z 497.31, which was attributed to a sodiated mono grafted dehydro glucose unit. On
the other hand, a loss of 312 Da corresponding to the methyl oleate chain occurred first and was then
followed by six successive losses of 162 Da. This result is a proof of the effective methyl oleate epoxide
opening by the β-CD. The MS/MS spectra of DS = 2 and 3 are in accordance with the grafting of 2 and
3 lipidyl chains without, as for DS = 1, any assumption of the regioselectivity (SI, Figure S15).
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Figure 1. Electro spray ionization mass spectrometry (ESI+-MS) spectra of β-CD(C9)2OOMe 1 (a) and
β-CD(C9)2OOH 8 (b). For 1 the MS/MS spectrum of the mono grafted species (m/z 1469.63) is shown.
The average DS value was calculated using the following equation: DS =

∑
i DSi×Ii/

∑
i Ii

In order to obtain a family of CD(C9)2OOMe, the ball milling protocol optimized for the native
β-CD was transposed to the main derivatives of commercial β-CD: RAMEB and HP-β-CD, previously
lyophilized. With RAMEB, the expected reaction did not occur while HP-β-CD gave the desired
product 5 with 35% yield and an average DS of 1.3 (SI, Figure S16). This difference in reactivity can be
explained, on the one hand, by the presence of hydroxyl groups of the hydroxypropyl substituents of
HP-β-CD as reactive, or even more accessible, than the hydroxyl groups of the glucoses composing the
β-CD. On the other hand, in the case of RAMEB, the substitution of hydroxyl groups by methyl groups
reduces the accessibility of those remaining, making this CD less reactive compared to native β-CD
and HP-β-CD. We successfully transposed this optimized reaction and purification conditions to the
native α-CD and γ-CD as well as the HP-α-CD and HP-γ-CD derivatives to obtain the L-CDs family.
All the results obtained are presented in Table 1.
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Table 1. CD(C9)2OOMe derivatives 1–6 obtained by ball milling (the experimental conditions are
depicted Scheme 2).

CD(C9)2OOMe DS
(ESI)+

DS
(ESI)−

MWa
g.mol−1

Yield
%

β-CD(C9)2OOMe 1 1.4 1.3 1577.3 55%
α-CD(C9)2OOMe 2 1.3 1.2 1378.2 28%
γ-CD(C9)2OOMe 3 1.3 1.2 1712.5 33%

HP-α-CD(C9)2OOMe 4 1.2 1.1 1571.7 33%
HP-β-CD(C9)2OOMe 5 1.3 1.3 1892.5 35%
HP-γ-CD(C9)2OOMe 6 1.2 1.2 2031.9 44%

The DS calculated from ESI−-MS are also presented, and are in agreement with the DS obtained
with ESI+-MS. Thus, we obtained six bicatenary compounds that differ by the nature of the CD used
but with homogeneous average DS between 1.1 and 1.4, according to the positive or negative ionization
mode of the ESI-MS analyses. The yields obtained range from 28 to 55% after purification, which
remains satisfactory for modified CDs obtained in a single step. It should be noted that better results
are observed with the β-CD, probably because of a greater affinity between this CD and the oleate
epoxide. This, combined with reasonable reaction times (5 × 1 h) and with the absence of solvent,
allowed the compounds to be obtained on a gram scale in the laboratory. This easy access as well as
effective purification conditions allow an evaluation of their properties. In order to better understand
the reaction, methyl α-d-glucopyranoside, considered as a unit constituting CDs, has been used as the
raw material. However, in the same experimental conditions, we obtained a pasty and sticky medium
that inhibited the reaction. The addition of SiO2 as a milling aid [37] did not lead to the opening
reaction of methyl oleate epoxide despite several tests. These results seem to be in agreement with an
interaction of the fatty chain with the CDs in solid phase, promoting the opening of the epoxide by
the latter.

Finally, the enzymatic hydrolysis on the terminal ester of the CD(C9)2OOMe fatty chain was
carried out with immobilized lipase from Candida antarctica to produce the corresponding CD(C9)2OOH
(7–12) with very good yield at 100 mg scale (Scheme 3, Table 2). The products were isolated by simple
filtration of the immobilized lipase followed by freeze-drying to obtain the derivative CD(C9)2OOH.
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Table 2. CD(C9)2OOH derivatives 7–12 obtained by enzymatic hydrolysis (the experimental conditions
are depicted on Scheme 3).

CD(C9)2OOH Time (h) MWa (g.mol−1) Yield

α-CD(C9)2OOH 7 4.5 1271.0 78%
β-CD(C9)2OOH 8 8 1433.0 69%
γ-CD(C9)2OOH 9 1.5 1595.0 89%

HP-α-CD(C9)2OOH 10 2 1499.5 82%
HP-β-CD(C9)2OOH 11 2 1736.3 84%
HP-γ-CD(C9)2OOH 12 1 1887.3 89%
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As an illustration, the total conversion of β-CD(C9)2OOMe by the enzymatic hydrolysis reaction
was evidenced by its ESI+-MS spectrum (Figure 1). Only the compound of DS = 1 was recovered.
In addition, 13C NMR analysis of β-CD(C9)2OOH 8 allowed us to detect the disappearance of methyl
ester signals (51.7 ppm methyl signal and 174.4 ppm terminal ester carbonyl signal) and the presence
of 176.5 ppm acid group carbonyl signal (SI, Figure S17). The enzymatic hydrolysis reaction was faster
for some derivatives, such as γ-CD(C9)2OOMe 3 and HP-CD(C9)2OOMe 4–6. As for β-CD(C9)2OOH
8, all CD(C9)2OOH derivatives had only one grafted substituent probably because of the experimental
isolation conditions since the final filtration in water favored the most hydrophilic compounds.

3.2. Characterization

The methylated L-CD derivatives 1–6 are made up of CDs carrying between 1 to 3 fatty chains
(Figure 1), each of these components may have several isomers. The objective of this part is to carry
out a further characterization of these complex mixtures in order to highlight the presence of isomers
because of a potential regioselectivity and/or stereoselectivity of the epoxide opening reaction. Indeed,
this reaction could involve the different hydroxyl groups of the CDs (2, 3, and 6) as well as the carbon
C9 and C10 of the epoxide (Scheme 4).
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Scheme 4. Structures of cyclodextrins (CDs) and methyl oleate epoxide.

To illustrate the structural characterization of these compounds, we focused on the
β-CD(C9)2OOMe derivative 1 as an example to describe our multi-technique approach. First,
1D and 2D NMR experiments were implemented. However, the 1H NMR spectra proved to be
extremely complicated because of a significant overlap in the frequencies of the proton signals because
of the loss of symmetry of the CD cavity and its variable substitution rate. Similarly, 13C NMR
spectra have many carbon signals whose chemical shifts are too similar, making it difficult to fully
attribute them (SI, Figure S18). Only 2D experiments (COSY, HSQC, and HMBC) allowed a partial
assignment (SI, Figure S19). This mixture was then analyzed by liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (LC/MS) using a C8 column for the separation. The extracted ion chromatograms
(EICs) corresponding to [M + Na]+ ions of DS = 1 (m/z 1469.63), DS = 2 (m/z 1781.89), and DS = 3
(m/z 2094.16) species are depicted in Figure 2. In the case of DS = 1, the 12 chromatographic peaks
can be explained by the 12 isomers that can be formed during the epoxide opening reaction. They
correspond to the respective contribution of the three OH groups of β-CD, the two carbon of epoxide
ring and the two configurations available for this ring (Scheme 4 and SI, Figure S20). For DS = 2 and
DS = 3 (Figure 2b,c), the significant increase in the number of possible isomers has led to more complex
chromatograms with a separation reaching a limit with a broad peak observed for DS = 3.
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Figure 2. [M + Na]+ extracted ion chromatograms (EICs) of 1: DS = 1 m/z 1469.63 (a), DS = 2 m/z
1781.89 (b), and DS = 3 m/z 2094.16 (c). For DS = 1, the arrival time distributions (ATDs) of the 12
isomers obtained using a travelling wave mobility cell (TWIMS) are presented.

In order to distinguish the 12 isomers of 1 DS = 1, a MS/MS acquisition was performed on each
chromatographic peak. All the 12 precursor ions ([M + Na]+, m/z 1469.63) gave fragments with the
same m/z. However, the comparison of their relative intensities has made it possible to form three
groups which were assumed to be regioisomer groups (blue, red and black, Figure 2a and SI, Figure
S21) without the possibility of OH position assignment. Thus MS/MS constitutes the first experiment
discriminating isomers. The next step was to study the benefit of ion mobility (IMS, ion mobility
spectrometry) to complete the structural characterization. IMS is an analytical technique that separates
ions in the gas phase according to their size, shape, and charge. This technique hyphenated with a mass
spectrometer (IMS-MS) allows the separation of isobaric compounds depending on their structure.
Indeed, the arrival time distribution (ATD) of each ion crossing the mobility cell can be correlated to its
collision cross section (CCS, Ω in Å2) which is an intrinsic physicochemical characteristic corresponding
to the surface of interaction between the ion and the gas molecules (N2) filling the mobility cell [38].
First, the ATD of each isomer was recorded. The ion mobility spectrum [39] revealed a partial separation
of the different isomers with the blue group being the most delayed (Figure 2a). The experimental CCS
(TWCCSN2 exp) of each species was deducted from the arrival time distributions (ATDs) by external
calibration. Second, 3D structures of DS = 1 isomers were simulated with minimal internal energy and
their theoretical CCS (CCSN2 th) were predicted according to three methods: approximation projection
(PA), exact hard spheres scattering (EHSS), and trajectory method with Lennard-Jones parameters
(TMLJ) [40]. The comparison of their CCSN2 th increasing ranking with the TWCCSN2 exp made it
possible to propose a regioisomer assignment according to the CD hydroxyl position involved in the
reaction. Based on the results obtained on the one hand by LC/MS (elution of 12 isomers, Figure 2a)
and on the other hand by MS/MS (3 distinct groups of 4 isomers each, Figure 2a and Figure S21), a set
of six different hypotheses of elution order was obtained corresponding to the six columns of Figure 3a.
For each column, we proposed a correlation between the predicted assignment of OH2, OH3, and OH6

and the experimental vs. theoretical CCS (TWCCSN2 exp vs. CCSN2 th), which led to a score (equivalent
to the number of positive matches). The best correlation (9/12) was obtained for the elution order 3-6-2
(Figure 3b) and corresponds to the following hypothesis: OH3 (blue group), OH6 (red group), and
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OH2 (black group). The assignment of the most intense peaks (red) to OH6 position is in agreement
with a greater reactivity of primary OH in our conditions. Moreover, the IMS attribution of the OH2

position, the only glucopyranose hydroxyl group oriented toward the inside of the CD cavity, seems to
be in agreement with its MS/MS profile which was found to be very different from those of the other
OH positions (SI, Figure S21). In particular, lower relative intensities of the fragment ions at m/z <

600 have been observed for the OH2 (black group), indicating a probable higher stability of the L-CD
structure in this case. This innovative approach seems to be a promising tool to elucidate complex
isomer mixtures such as cyclodextrin derivatives.Biomolecules 2020, 9, x FOR PEER REVIEW 13 of 18 
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Figure 3. (a) Assignment hypotheses of the β-CD hydroxyl groups (OH2, OH3, and OH6) involved in
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The highlighted grey lines correspond to the three negative matches between expected OH assignment
hypothesis and CCS prediction, leading to a score of 9/12.

Similarly, L-CDs synthesized from α-CD and γ-CD were analyzed by LC/MS and the presence of
12 isomers for DS = 1 species was also observed (SI, Figure S22). It should be pointed out that after
enzymatic hydrolysis, the saponified DS = 1 compounds kept the same number of isomers than the
esterified ones (SI, Figure S23).

3.3. Self-Organization Properties

Samples of 1 were analyzed by DOSY in different solvents, deuterium oxide, MeOD, and
pyridine-d5 (Figure 4). This two-dimensional NMR experiment can discriminate molecules or objects
according to their diffusion coefficient D directly linked to the translational motion of molecules in
solution and whose value depends on the size of the object [41]. The bigger the molecule or object
is, smaller the D value will be. It should be noted that the D value of 1 varies with the solvent, and
water gives the lowest value with D = 1.65 × 10−10 m2/s, compared to D = 7.23 × 10−10 m2/s and 1.34
× 10−9 m2/s in pyridine-d5 and MeOD, respectively. This could suggest a potential phenomenon of
aggregation of β-CD(C9)2OOMe 1 in aqueous medium.

In order to study the dipolar interactions between protons of the CD cavity and those of the fatty
chains, a T-ROESY NMR experiment was performed on β-CD(C9)2OOMe 1 in D2O (Figure 5) [42].
Strong cross-correlation peaks between alkyl protons and protons of CD moiety have been observed
revealing interactions of the grafted chains with the CD cavity. Two types of interactions can explain this
result: an intramolecular interaction between a fatty chain and the cavity of its own CD (self-inclusion)
or an intermolecular interaction between a chain and the cavity of another CD. The latter is more
compatible with the observed self-aggregation phenomenon.



Biomolecules 2020, 10, 339 14 of 18

Biomolecules 2020, 9, x FOR PEER REVIEW 13 of 18 

 

Figure 3. (a) Assignment hypotheses of the β-CD hydroxyl groups (OH2, OH3, and OH6) involved in 
the epoxide opening reaction according to LC/MS elution and MS/MS groups. (b) Comparison of the 
increasing ranking of CCSN2 th with those of TWCCSN2 exp in the case of assignment hypothesis (3-6-2). 
The highlighted grey lines correspond to the three negative matches between expected OH 
assignment hypothesis and CCS prediction, leading to a score of 9/12. 

3.3. Self-Organization Properties 

Samples of 1 were analyzed by DOSY in different solvents, deuterium oxide, MeOD, and 
pyridine-d5 (Figure 4). This two-dimensional NMR experiment can discriminate molecules or objects 
according to their diffusion coefficient D directly linked to the translational motion of molecules in 
solution and whose value depends on the size of the object [41]. The bigger the molecule or object is, 
smaller the D value will be. It should be noted that the D value of 1 varies with the solvent, and water 
gives the lowest value with D = 1.65 × 10−10 m2/s, compared to D = 7.23 × 10−10 m2/s and 1.34 × 10−9 m2/s 
in pyridine-d5 and MeOD, respectively. This could suggest a potential phenomenon of aggregation 
of β-CD(C9)2OOMe 1 in aqueous medium. 

 

Figure 4. Overlapping DOSY maps obtained for 1 in D2O (blue spots), pyridine-D5 (purple spots), and 
MeOD (red spots) (12 mM, 600 MHz, 298 K). 

Figure 4. Overlapping DOSY maps obtained for 1 in D2O (blue spots), pyridine-D5 (purple spots), and
MeOD (red spots) (12 mM, 600 MHz, 298 K).

Biomolecules 2020, 9, x FOR PEER REVIEW 14 of 18 

In order to study the dipolar interactions between protons of the CD cavity and those of the fatty 
chains, a T-ROESY NMR experiment was performed on β-CD(C9)2OOMe 1 in D2O (Figure 5) [42]. 
Strong cross-correlation peaks between alkyl protons and protons of CD moiety have been observed 
revealing interactions of the grafted chains with the CD cavity. Two types of interactions can explain 
this result: an intramolecular interaction between a fatty chain and the cavity of its own CD (self-
inclusion) or an intermolecular interaction between a chain and the cavity of another CD. The latter 
is more compatible with the observed self-aggregation phenomenon. 

 

Figure 5. Partial contour plot of a T-ROESY experiment (spin lock: 300 ms, 22 dB) performed at 600 
MHz on 1 at 12 mM in D2O. 

In addition, the self-assembling properties of 1 were evaluated by DLS in D2O. For this purpose, 
nanoparticles were prepared according to a method based on the hydration of a lipid film [43]. In 
summary, 1 was solubilized in methanol, then the solvent was evaporated under nitrogen stream to 
obtain a film, dried under vacuum. The water was added, and the sample was sonicated. DLS 
analysis of a 25 μM solution of 1 confirmed the presence of nanoparticles with an average 
hydrodynamic diameter of 145 nm (PDI = 11%). Its CAC value was also estimated between 5 and 8 
μM by the DLS using a series of samples with concentrations ranging from 0.5 μM to 20 μM while its 
solubility in water is assessed at 12 mM. 

3.4. Preliminary Studies for L-CD Vectorization Potential Use of In Vitro Blood-Brain and Intestinal 
Barriers Models 

As part of their use as vectors of active ingredients, selected lipidyl cyclodextrins effect on barrier 
integrity was then assessed using the two human in vitro models of physiological barriers, i.e., 
intestinal and blood-brain barriers were widely used to investigate molecules and xenobiotics 
toxicities and permeabilities [24,44–45]. Permeability of small integrity marker, 14C-sucrose, across the 
monolayer of cells was measured in the presence of 5, 10, 20, 25, 30, 40, and 50 μM of cyclodextrin or 
10% DMSO used as positive control of biological barrier disruptions. As shown in Figure 6, 
permeabilities of 14C-sucrose are not increased by the different tested concentrations of L-CD 1 
suggesting that this molecule does not show any deleterious effect on these barriers. Indeed, in the 
tested conditions, β-CD(C9)2OOMe 1 does not alter the integrity of the BBB (Pe < 1.5 10−3 cm/min) or 
the intestinal barrier (Papp < 5 10−6 cm/s). Note that the same studies performed on the γ-CD analog 
3 also demonstrated the absence of toxicity (Figure S24). Interestingly, these results open access to 
deeper biological research to evaluate their vectorization potential. 

Figure 5. Partial contour plot of a T-ROESY experiment (spin lock: 300 ms, 22 dB) performed at 600
MHz on 1 at 12 mM in D2O.

In addition, the self-assembling properties of 1 were evaluated by DLS in D2O. For this purpose,
nanoparticles were prepared according to a method based on the hydration of a lipid film [43]. In
summary, 1 was solubilized in methanol, then the solvent was evaporated under nitrogen stream to
obtain a film, dried under vacuum. The water was added, and the sample was sonicated. DLS analysis
of a 25 µM solution of 1 confirmed the presence of nanoparticles with an average hydrodynamic
diameter of 145 nm (PDI = 11%). Its CAC value was also estimated between 5 and 8 µM by the DLS
using a series of samples with concentrations ranging from 0.5 µM to 20 µM while its solubility in
water is assessed at 12 mM.

3.4. Preliminary Studies for L-CD Vectorization Potential Use of In Vitro Blood-Brain and Intestinal Barriers
Models

As part of their use as vectors of active ingredients, selected lipidyl cyclodextrins effect on barrier
integrity was then assessed using the two human in vitro models of physiological barriers, i.e., intestinal
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and blood-brain barriers were widely used to investigate molecules and xenobiotics toxicities and
permeabilities [24,44,45]. Permeability of small integrity marker, 14C-sucrose, across the monolayer of
cells was measured in the presence of 5, 10, 20, 25, 30, 40, and 50 µM of cyclodextrin or 10% DMSO used
as positive control of biological barrier disruptions. As shown in Figure 6, permeabilities of 14C-sucrose
are not increased by the different tested concentrations of L-CD 1 suggesting that this molecule does
not show any deleterious effect on these barriers. Indeed, in the tested conditions, β-CD(C9)2OOMe 1
does not alter the integrity of the BBB (Pe < 1.5 10−3 cm/min) or the intestinal barrier (Papp < 5 10−6

cm/s). Note that the same studies performed on the γ-CD analog 3 also demonstrated the absence of
toxicity (Figure S24). Interestingly, these results open access to deeper biological research to evaluate
their vectorization potential.Biomolecules 2020, 9, x FOR PEER REVIEW 15 of 18 
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Figure 6. 14C-Sucrose permeability (Pe) and apparent permeability (Papp) assessment in two in vitro
models treated with different concentrations of 1. DMSO 10% was used as the positive control of
biological barrier disruptions. Bars represent the mean of six filters + standard error of the mean. (a)
represents the Pe of 14C-Sucrose in the brain-like endothelial cells (BLECs) model and (b) represents
the Papp of 14C-sucrose in the intestinal Caco-2 model.

4. Conclusions

New L-CDs derivatives were synthesized using a fatty ester epoxide by means of alternative methods
(solvent-free techniques, use of enzymes). The ring opening of methyl oleate epoxide using ball milling
led to easy preparation of bicatenary amphiphilic CDs of low DS. Furthermore, enzymatic hydrolysis of
the terminal ester gave the corresponding carboxylic acid analogs with very good yields and allowing
a modulation of the hydrophilicity of the compounds. In our conditions, the coupled reactions were
carried out on the main free CDs (α-, β-, and γ-CDs) or on the hydroxypropylated analogues. We are
planning to evaluate other derivatives in subsequent studies as well. Despite the low and controlled
DS, the final products were obtained in the form of complex mixtures requiring an extensive structural
analysis using mainly mass spectrometry and NMR spectroscopy. The powerful IMS-MS technique has
been demonstrated in this work to be an effective tool for a better understanding of complex isomer
mixtures. Indeed, it was possible to accurately assign the CD hydroxyl position (2, 3, 6) involved in the
epoxide opening reaction which was not directly possible only based on the relative intensity differences
observed on the MS / MS spectra. These preliminary IMS-MS data also opened access to additional
structural information concerning the regioselectivity and stereoselectivity of the epoxide carbon atoms
(C9, C10). In order to validate this approach, further investigations are currently underway.

The self-assembling properties of 1 were evaluated in the D2O showing the presence of stable
nanoparticles related to a low CAC value. In addition, as part of their use as vectors of active ingredients,
these products were submitted to an integrity study on an in vitro model of the blood-brain-barrier (i.e.,
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the BLEC model) and the intestinal epithelium (Caco-2 model). No toxicity has been demonstrated,
suggesting that applications for the vectorization of active ingredients or drugs can be expected.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2218-273X/10/2/339/s1.
Figure S1: ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b) and 13C NMR spectra (c) of β-CD(C9)2OOMe 1. Figure S2: ESI+-HRMS
(a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra (c) of α-CD(C9)2OOMe 2. Figure S3: ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and
13C NMR spectra (c) of γ-CD(C9)2OOMe 3. Figure S4: ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra (c) of
HP-α-CD(C9)2OOMe 4. Figure S5: ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra (c) of HP-β-CD(C9)2OOMe
5. Figure S6: ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra (c) of HP-γ-CD(C9)2OOMe 6. Figure S7:
ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra (c) of α-CD(C9)2OOH 7. Figure S8: ESI+-HRMS (a), 1H NMR
(b), and 13C NMR spectra (c) of β-CD(C9)2OOH 8. Figure S9: ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra
(c) of γ-CD(C9)2OOH 9. Figure S10: ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra (c) of HP-α-CD(C9)2OOH
10. Figure S11: ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra (c) of HP-β-CD(C9)2OOH 11. Figure S12:
ESI+-HRMS (a), 1H NMR (b), and 13C NMR spectra (c) of HP-γ-CD(C9)2OOH 12. Figure S13: 1H NMR spectra of
methyl oleate (a) and of epoxidated methyl oleate (b). Figure S14: ESI+-MS spectrum of the ball milling reaction
medium of the methyl oleate epoxide opening with the β-CD assisted by APTS. Figure S15: ESI+-MS/MS spectra
of the [M + Na]+ ions of DS = 2 (a) and DS = 3 (b) species of β-CD(C9)2OOMe 1 obtained from ball milling. Figure
S16: ESI+-MS spectrum of the of HP-β-CD(C9)2OOMe 5 obtained from ball milling, showing mono (green), di
(red), and tri (blue) grafted species. Figure S17: 13C NMR spectra of 8 (a) and of 1 (b). Figure S18: 13C NMR
spectra of methyl oleate epoxide (a), 1 (b), and native β-CD (c). Figure S19: 2D NMR spectra of 1: HSQC (a), COSY
(b), and HMBC (c) (600 MHz, pyridine-D5, 298 K). Figure S20: Opening reaction of epoxide by free cyclodextrin.
Figure S21: ESI+-MS/MS (95 eV) spectra of the twelve DS = 1 isomers ([M + Na]+ m/z 1469.63) of 1 allowing the
distinction of three groups of regioisomers. Figure S22: [M −H]− reconstituted ion chromatograms of 2. Figure
S23: [M −H]− reconstituted ion chromatograms of 7. Figure S24: 14C-Sucrose permeability (Pe) and apparent
permeability (Papp) assessment in two in vitro models treated with different concentrations of 3.
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Abstract: When working on the synthesis of substituted cyclodextrins (CDs), the main challenge re-
mains the analysis of the reaction media content. Our objective in this study was to fully characterise a
complex isomers mixture of Lipidyl-βCDs (LipβCD) obtained with a degree of substitution 1 (DS = 1)
from a one-step synthesis pathway. The benefit of tandem mass spectrometry (MS/MS) and ion
mobility separation hyphenated with mass spectrometry (IM-MS) was investigated. The MS/MS
fragment ion‘s relative intensities were analysed by principal component analysis (PCA) to discrim-
inate isomers. The arrival time distribution (ATD) of each isomer was recorded using a travelling
wave ion mobility (TWIM) cell allowing the determination of their respective experimental collision
cross section (CCSexp). The comparison with the predicted theoretical CCS (CCSth) obtained from
theoretical calculations propose a regioisomer assignment according to the βCD hydroxyl position (2,
3, or 6) involved in the reaction. These results were validated by extensive NMR structural analyses of
pure isomers combined with molecular dynamics simulations. This innovative approach seems to be
a promising tool to elucidate complex isomer mixtures such as substituted cyclodextrin derivatives.

Keywords: cyclodextrin isomers; MS/MS; IM-MS; NMR; molecular dynamics

1. Introduction

Discovered 130 years ago, cyclodextrins (CDs), cyclic oligosaccharides produced
by enzymatic degradation of starch, are the most popular macrocyclic molecules. Their
inclusion properties associated with their biocompatibility and aqueous solubility have
provided them an important impact in many applications fields such as the cosmetic,
hygiene, food processing, chemical and pharmaceutical industries or agriculture [1,2]. To
improve or to switch their properties, chemical modifications of their different hydroxyl
groups were extensively described [3–5]. To obtain modified cyclodextrins, two main strate-
gies are available: the first is a regioselective synthesis leading to pure and well-defined
cyclodextrin derivatives. Many examples are reported, such as hetero-difunctionalised
β-cyclodextrin derivatives [6] or cyclodextrin-based functional glyconanomaterials [7].
Recently, we have proposed an optimised and convergent chemical synthesis of lipophos-
phoramidyl permethylated βCDs (Lipidyl-βCDs) with various chain lengths [8]. These
amphiphilic cyclodextrin derivatives were used successfully to prepare mixed vesicles,
but their synthesis requires eight steps and two steps of purification. Probably, the most
remarkable example, though it is not so easy to achieve, is the elegant multi-steps synthesis
of regioselective multi-hetero-functionalization of CDs described by Sollogoub et al. [9].
This strategy allowed the first synthesis of precisely hetero-functionalised βCDs but re-
quired 21 steps with 0.6% overall yield starting from native βCD. This synthesis route is
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too time-consuming and expensive, and it remains a challenging task that commonly leads
to only a low-milligram level of the high-purity compound.

On the other hand, the second synthetic strategy is radically different: few or even
one-step and no purification of the different isomers exhibiting various Degrees of Substitu-
tion (DS). It seems to be more direct, cheaper and faster. Most of the commercial modified
cyclodextrins are obtained with this strategy, such as sulfobutyl-ether βCD (SBEβCD), ran-
domised methylated βCD (RAMEB) or hydroxypropylated βCD (HPβCD). Many modified
CDs are also described in the literature, overcoming protection and deprotection steps but
leading to complex mixtures of diversely substituted CDs [10–12]. For their characterisation,
some works focused on the development of liquid chromatography methods to separate
mixtures of methylated [13,14] or sulphoalkyl-ether [15,16] derivatives but never access
precisely to the structures of the numerous isomers of the same DS. Thus, efficient and
rapid characterisation without purification of CD mixtures still remains a challenge since
the properties and applications of such compounds are directly linked to the composition
of the mixtures obtained.

The main goal of this work is to describe and validate an analytical protocol for the
characterisation of modified cyclodextrins directly from the crude reaction media. This
study is the first attempt to develop a fast and efficient method of complex isomers mixture
assignment that will avoid extensive purification and analysis of individual isomers. To set
up our analytical workflow, we chose to investigate the DS = 1 isomers mixture obtained
from the synthesis of bicatenary biobased lipidyl-cyclodextrins (LipβCD), easily achieved
with “one-pot synthesis” from a fatty ester epoxide (Scheme 1) [17]. Following a UHPLC-
HRMS (Ultra High-Performance Liquid Chromatography coupled to High-Resolution
Mass Spectrometry) analysis, 12 isomers of DS = 1 were observed corresponding to the
contribution of the three hydroxyls (OH2, OH3 and OH6) of the βCD which can be involved
in the reaction, the two positions of epoxide ring opening (C9 and C10) and the two
configurations (R and S) available for this ring (Scheme 1, Figure 1a). It should be noted
that these 12 isomers were labelled on the chromatogram according to their elution order.
Thus, this reaction, neither regioselective nor stereoselective, was used as a model.
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isomer named in the table is under racemic form (RR and SS).

Our strategy for rapid differentiation of these 12 isomers is based on the respective
contribution of MS/MS, ion mobility mass spectrometry (IM-MS) and theoretical calcu-
lations. In recent years, IM-MS has proven to be a very promising technique to resolve
isobaric ions that are indistinguishable by MS and MS/MS alone [18–20]. Indeed, IM-
MS can separate isobaric gas-phase ions based on their conformation and shape and can
measure the experimental collision cross section (CCSexp) of ions to provide information
on their intrinsic structures. Furthermore, molecular dynamics techniques were used to
explore the conformational space to point out differences between the isomers leading to
theoretical collision cross section (CCSth). The comparison between CCSexp and CCSth
datasets allowed us to assign the different isomers to the chromatographic peaks without
purification. Finally, the validation of our attribution required a detailed structural NMR
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analysis which not only confirmed the results obtained by IM-MS but also provided a better
understanding of the structure–activity relationships of the different isomers.
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2. Results and Discussion
2.1. Analytical Workflow for a Rapid Profiling of Cyclodextrins Isomers Mixture
2.1.1. MS/MS Fingerprints Combined with Chemometrics

The detection of the 12 LipβCD isomers of DS = 1 by UHPLC-HRMS separation is
depicted in Figure 1a. Firstly, MS/MS acquisitions were performed on their respective
[M + Na]+ ions (m/z 1469.6260) using the same collision energy (95 eV). No characteristic
fragment of the grafting position was observed in the MS/MS spectra of the 12 isomers.
Nevertheless, significant differences in fragment intensities were observed between the
isomers (Figures S1 and S2). These intensities were used to build the principal component
analysis (PCA), a common multivariate method [21]. Briefly, the main objectives of this
approach in analytical chemistry include data reduction, grouping and classification of
observations to obtain the modelling of relationships that may exist between variables.
This approach allows highlighting, in an unsupervised way, the differences and similarities
between the samples, corresponding here to the 12 isomers.

As observed in Figure 1b, this PCA separates the 12 isomers into three groups (black,
blue and red), and 88.3% of the variance is explained by this separation on the first compo-
nent (PC1), confirming the trend of the UHPLC-HRMS chromatogram where three blocks of
four peaks seem to be identified according to their polarities and intensities. Regarding the
reaction possibilities, these groups could correspond to the three possible grafting positions
(OH2, OH3 or OH6) on the βCD. The loadings (i.e., variables = fragments intensities) are
also informative, as their placement is responsible for the sample‘s location on the PCA. The
loadings corresponding to the fragment ions with the greatest excess mass (due to a large
number of H atoms increasing the decimal part of the accurate mass), i.e., the fragments
carrying the methyl oleate bicatenary chain, are more expressed in the black group than
in the blue one. Conversely, the loadings corresponding to the fragments with the lowest
mass excess, i.e., those that have lost the methyl oleate, are more expressed in the blue
group than in the black one. According to PC1, the red group is located between the black
and blue groups, indicating that carrying the methyl oleate bicatenary chain is not the
differentiating criterion for this group. In contrast, the second component (PC2) separates
the blue and black groups from the red one. The loadings here indicate that the fragments
at m/z 185.0426 (C6H10O5Na, a sodiated dehydrated glucose adduct) and m/z 1307.5731
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(C55H96O33Na, corresponding to the loss of one dehydrated glucose) seem to explain the
difference of this red group compared to the other ones. Indeed, all the variable values in
this group are in the middle of those of the black and blue groups, with the exception of
these two variables whose values are lower than or equal to those of the other two groups
(Figure S3). The involvement of only two variables in this differentiation, according to PC2
and the Pareto scaling, could provide the 7.9% of the variance explained by this component.

2.1.2. Determination of Experimental CCS by IM-MS

To further characterise the 12 LipβCD isomers, TWIMS-type ion mobility was used
on a hybrid quadrupole/time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF) [22]. This separation
technique is located behind the ionisation source, the quadrupole and before the time-of-
flight mass analyser, enabling it to be coupled with UHPLC, MS/MS and HRMS. This
technique allows the separation of ions by m/z, charge, shape and size [23]. Thanks to
these last two parameters, IM-MS is widely used for the separation of isomers [24–26].
Its application in the field of carbohydrate research is steadily increasing for determining
the connectivity and the configuration of saccharides [26–28]. However, for cyclodextrins,
IM-MS is mainly described for the analysis of inclusion complexes and less often for their
own characterisation [29–32]. As mentioned before, another fundamental aspect of ion
mobility is that it gives access to the collision cross section (CCS) value, which, when
compared to theoretical CCS values (CCSth) obtained via molecular modelling techniques,
allows for the validation of hypothetical structures. The experimental CCS (CCSexp) values
are obtained by recording the arrival time (commonly called drift time) distribution (ATD)
of each ion that traverses the mobility cell. The arrival time data need to be calibrated
first in order to access the CCSexp with an accuracy of ± 2%. Moreover, it should be noted
that the solvating effect could be important for the determination of CCSexp, as already
reported for macromolecules like proteins [33,34]. Consequently, we investigated whether
or not chromatographic elution conditions could influence the ATD in terms of shape, full
width at half maximum (FWHM) and area. These experiences allowed us to highlight
that no significant differences in ATD were observed according to the composition of the
chromatographic mobile phase and so did not affect the CCSexp measurements (Figure S4).

In our case, a slight variation of the ATD of DS = 1 isomers was observed; this difference
is also the same in terms of CCSexp values (Figure 2, top panel). Thanks to the annotations
made by MS/MS (black, blue and red groups of four isomers each), the differences in IM-MS
between these groups are relevant. On the one hand, the CCSexp of the blue group is higher
and more dispersed. On the other hand, the CCSexp of the red group is smaller and less
dispersed. Due to the comparison of a high number of isomers, the prior formation of the
groups is, therefore, a prerequisite that allows a more thorough analysis of ion mobility data.

2.1.3. Molecular Metadynamics and CCSexp Assignment of Isomers

To complement the experimental results and to help assignation, molecular dynamics
(MD) studies have been undertaken on the 12 isomers in order to gain knowledge on
their preferential conformation and to evaluate their theoretical collision cross-section
CCSth using the Impact software (for more information on how the CCSth are computed,
see reference [35] and references within). Without any knowledge of a stable or most
probable conformation adopted by each isomer of LipβCD, we have decided to carry
out a conformational search using metadynamics simulations in order to generate large
representative ensembles of structures. Furthermore, it has been established that the radius
of gyration can be used to evaluate the compactness of a structure [36] and thus can be
used to measure differences in CCSth. Hence, to explore a vast range of CCSth for any given
LipβCD, biased molecular dynamics simulations (i.e., metadynamics simulations) using
the gyration tensor as a collective coordinate have been performed.
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Once the free energy profile had been reconstructed, we selected structures located
within 0.1 Å of the global minimum, which resulted in ensembles of roughly 25,000 con-
formers for each of the 12 isomers. The results presented in the remainder of this study were
obtained via analyses of these ensembles. CCSth values were evaluated using the Trajectory
Method (TJM) and the Projection Approximation (PA). The two methods lead to the same
distribution of structures but differ in their absolute CCS values (inherent to the methods);
see histograms in the supplementary material (Figure S5). In the remainder of the text, only
TJM values will be presented, and histograms obtained for the 12 isomers are represented in
Figure 2, bottom panel. A first remark is that although (by construction) all the conformers
of a given ensemble present a radius of gyration located within a very narrow range (0.2 Å),
their CCS values are located in a much wider range. A second remark is that within any
given βCD OH substitution position (2, 3 or 6), it is impossible to establish a ranking or
draw any conclusion between the four configurations (see Scheme 1). According to the
histograms represented in Figure 2 bottom panel, it is obvious that the isomers derived
from grafting in position OH6 of the lipidyl moiety present the smallest CCSth values,
hence are more compact than the eight remaining isomers. The discrimination between
isomers grafted on position OH2 and OH3 is not as obvious, but it seems that OH3 isomers
present the larger CCSth values of the series. Hence, the following tentative ranking can be
established regarding the CCSth values: OH6 < OH2 < OH3. This classification will be used
to assign the peaks obtained by IM-MS to the 12 isomers following different hypotheses. It
has to be noted that the CCSth and CCSexp values are not directly comparable, as the actual
experimental structures are unknown; hence, their coordinates are not available for the
CCSth calculation. While the absolute CCSth values are not meaningful, the relative CCSth
values are.

Considering the three grafting positions of methyl oleate on βCD (OH6, OH3 and
OH2), only six assignment hypotheses are possible (Table 1). The comparison of CCSexp
rankings with average CCSth rankings (from largest to smallest) were performed for each
hypothesis (for more detailed information, see SI Table S2).
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Table 1. Score (%) obtained with the comparison of CCSexp and CCSth for the assignment hypotheses
of the grafted position on βCD. The blue, red and black colors correspond to the group of regioisomers
defined by MS/MS experiments.

Hypotheses

Group H1 H2 H3 H4 H5 H6

Blue OH3 OH3 OH2 OH2 OH6 OH6
Red OH6 OH2 OH3 OH6 OH3 OH2

Black OH2 OH6 OH6 OH3 OH2 OH3
Score 82% 69% 40% 47% 20% 15%

It should be noted that the regioisomer assignment proposed by molecular metady-
namics calculations is in agreement with the measurements obtained by IM-MS and with
the observations made by UHPLC-HRMS and MS/MS using chemometrics. On the one
hand, the βCDs OH6 is the most reactive position (57% final yield), and the assigned peaks
with higher intensities correspond to this grafting position. On the other hand, MS/MS-
based PCA showed a lower loss of methyl oleate upon fragmentation of the assigned OH2
of the black group, which is consistent with the orientation of these alcohols towards the
interior of the βCD cavity. This approach, using a UHPLC-IM-MS/MS analytical workflow,
made it possible—in a single analysis—to assign the regioisomers of methyl oleate grafted
βCD (DS = 1) without any purification step. In addition, the contribution of metadynamics
allowed for obtaining large ensembles of structures, giving access to a distribution of CCSth
and confirming the experimental results.

Moreover, this amount of data may also be interesting for the constitution of a con-
formational database of CD derivatives. This methodology seems promising because it
is fast, allows the discrimination of regioisomers and provides intrinsic data (CCSth) and
a large amount of theoretical information. Nevertheless, the experimental data (CCSexp)
are quite close and need a validation step to verify this methodology. For this purpose,
following an individual purification of the 12 isomers, our regioisomers assignment will be
validated by molecular modelling and NMR studies. Comparing CCSexp and CCSth values
have led to an attribution of the grafting position for the 12 chromatographic peaks with-
out discrepancies between the two methods (experimental measurements vs. theoretical
calculations). However, to definitely validate this attribution, on the one hand, and to be
able to differentiate one isomer among the twelve, on the other hand, further analyses to
obtain 3D information on the structures have to be performed.

2.2. Validation of the Method
2.2.1. Molecular Metadynamics Studies

In order to gain a better understanding of the ranking established in the previous
section and to validate it, further analyses to evaluate the shape and compactness of the
different isomers have been undertaken such as a calculation of the geometrical surface
and volume of the substituted-CD, on the one hand, and anisotropy of the radius of
gyration, on the other hand. Moreover, the conformational space corresponding to the
free energy well bottom was analysed, and representative structures of each isomer were
obtained by clustering the sampled conformations into ten representative classes. The
~25,000 structures corresponding to the free energy well bottom, although featuring the
same radius of gyration plus or minus 0.1 Å, adopt multiple conformations. Clustering
analyses showed that the most representative structure for each of the twelve isomers
is an auto-inclusion conformer: either the alkyl arm or the ester arm is present in the
cavity, which is consistent with experimental results presented in the next section, see
Figure 3 for a general representation of each substitution. As, by construction, it is easier
for the two lipidyl chains grafted in position 6, LipβCD(OH6), to interact with the cavity,
the histograms relative to these conformers in Figure 2 (bottom panel) are moderately
stretched, corresponding to the different interactions possible for the second arm around
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the CD scaffold. Histograms for LipβCDs grafted in position 2 or 3, LipβCD(OH2) and
LipβCD(OH3), are narrower (except for one) but are located at higher CCS values. The
most representative structures for a lower rim substitution show that one lipidyl chain is
present in the cavity, while the second one is away, i.e., does not interact with it. As this
latter does not fold around the CD scaffold, not only is the CCS higher, but also the possible
number of conformations is lower compared to grafting in position 6.
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Figure 3. Representative structures of LipβCD substituted in (a) position 2, LipβCD(OH2), (b) posi-
tion 3 LipβCD(OH3) and (c) position 6, LipβCD(OH6).

Geometrical surfaces and volumes for the twelve different isomers can be found in
Table 2. Again, without ambiguity, CDs grafted in position 6 present the smallest values,
thus proving that their structures are the most compact of the whole series of isomers. The
difference in values between LipβCD(OH2) and LipβCD(OH3) is slim, but structures corre-
sponding to grafting in position 3 seem to be the largest. These trends totally agree with
the ranking established with the CCS values. Table 2 also shows the average anisotropy
or asphericity of the radius of gyration for the twelve isomer families, which lies between
0 (for spheres) and 1 (for rods). It has to be reminded that for each isomer, the selected
structures show a nearly constant radius of gyration (variation of ± 0.1 Å). Structures
corresponding to a grafting in position 6 are the more spherical, whereas structures corre-
sponding to a grafting in position 3 are the more elliptical, validating again the previously
established ranking.

Table 2. Average surfaces, volumes and average anisotropies of the radius of gyration tensor
computed for the 12 families of LipβCD isomers. A value of zero corresponds to a sphere-like
structure, and a value of one to a rod-like structure.

Surface (Å2) Volume (Å3) Asphericity/Anisotropy

LipβCD (OH2, C9) 700.73 ± 28.10 1428.13 ± 95.33 0.370 ± 0.054
LipβCD (OH2, C10) 705.27 ± 38.98 1440.23 ± 109.34 0.366 ± 0.054
LipβCD (OH3, C9) 732.88 ± 42.19 1494.47 ± 136.29 0.411 ± 0.060
LipβCD (OH3, C10) 714.02 ± 36.32 1452.30 ± 107.88 0.400 ± 0.058
LipβCD (OH6, C9) 636.91 ± 30.81 1307.65 ± 85.63 0.268 ± 0.038
LipβCD (OH6, C10) 664.86 ± 33.96 1372.59 ± 97.04 0.283 ± 0.041
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This ranking is consistent with global cyclodextrin chemistry and sterical hindrance. In-
deed, grafting in position 6 results in more flexible structures: compared to positions 2 and 3,
position 6 offers an additional -CH2- function resulting in more freedom and less hindrance
for the grafted moiety, hence less deformation of the CD cavity to accommodate for the
inclusion of one of the lipidyl chain through the upper and narrow rim, the second arm then
being able to interact with the external scaffold of the CD. The LipβCD(OH6) structures
are globally spherical and compact. Grafting in positions 2 and 3 is less readily compatible
with self-inclusion (occurring at the lower and larger rim), and the CD cavity needs to
adapt to welcome the lipidyl chain, while the second arm is extended and unable to interact
with the CD scaffold. The LipβCD(OH2,3) geometries are globally more stretched, resulting
in more elliptical and deformed structures. The difference between positions 2 and 3 lies in
the orientation of the -OH function: OH2 points “inward”, whereas OH3 points “outward”,
leading to a lesser sterical hindrance upon self-inclusion of the lipidyl chain for the position
2, and a more important deformation of the cavity for CDs substituted at position 3.

A molecular metadynamics study of the 12 isomers of LipβCD concluded that for
each of them, the most probable/stable structure in water corresponds to a structure where
one lipidyl chain is inserted into the cavity. Depending on the grafting position of the
lipidyl onto the CD, resulting structures show different compactness leading to different
CCSth. Histograms obtained through calculations are quite broad (Figure 2, bottom panel),
discarding the presence of a unique conformer. Additionally, experimental arrival time
distributions are also broad, indicating the presence of multiple structures with different mo-
bilities and cross sections. In this context, calculations are in agreement with experimental
results, and the combination of these two methods allowed for establishing without ambi-
guity the following rankings for CCSth: LipβCD(OH6) < LipβCD(OH2) < LipβCD(OH3).
As is, the molecular modelling study presented in this work is unable to draw significant
trends regarding the substitution position (C9 and C10) and the chirality (RR or SS) of the
connecting carbon atoms. Additional analyses and classical MD simulations (i.e., without
any bias) to account for the inclusion of the lipidyl chains accompanied by quantum ab
initio calculations (geometry optimizations, energies, NMR chemical shifts, etc.) are manda-
tory to help the assignation of the different peaks obtained through LC-MS experiments.
These studies will be the scope of a forthcoming article.

2.2.2. NMR Studies

A preliminary step to NMR characterisation was the purification of the DS = 1 isomers
mixture, which was led with an auto-purification system after the transposition of the
UHPLC conditions (Figure S6). Due to the larger dimensions of the column—and a loss
of chromatographic resolution—10 out of 12 pure isomers were obtained. The collected
fractions were analysed by UHPLC-HRMS to highlight the purity of each fraction. Isomers
corresponding to peaks 1 to 10 were pure, whereas those corresponding to peaks 11–12
were obtained in a mixture (Figure 4).

A complete NMR characterisation was carried out in DMSO/D2O (98/2, v/v) on the
12 pure isomers involving NMR experiments such as COSY, TOCSY, HSQC or HMBC. For
the sake of clarity, only the three most relevant points are described here. The first point
is the comparison of the 1H NMR experiments performed on each isomer in the same
experimental conditions, as displayed in Figure 5. As expected for modified cyclodextrin
derivatives, the obtained 1H NMR spectra are very complex, and too many overlapping
signals prevent any direct attribution. Nevertheless, some similarities in terms of chemical
shifts can be observed, leading to the spectra’s classification into three groups named blue,
red and black (Figure 5a and Figure S7). Comparison of spectra of three compounds (1, 3, 9)
from each different group clearly shows differences in terms of chemical shifts (see Figure
S8). Another approach to explore the NMR chemical shift data was PCA methods using
the variation of chemical shifts. The three same groups are observed in agreement with
MS/MS study (Figure 5b). To go deeper and to try to assign each isomer, three compounds
(one from each group) were selected: the compounds named 1, 3 and 9. The complete
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assignment of all carbon signals is achieved by coupling the COSY, TOCSY and HSQC
experiments. HSQC experiment displayed in Figure 6 seems to be the most relevant NMR
experiment to determine the grafting position on OH3, OH6 or OH2 of βCD for each isomer.
The specific chemical shift of single carbon of CD is observed for each compound: C3 for
isomer 1 of the blue group, C6 for isomer 3 of the red group and, finally, C2 for isomer 9 of
the black group. The important variations of the 13C chemical shift observed in the three
cases (5.7, 10 and 7.5 ppm, respectively) are in agreement with a substitution on OH3, OH6
and OH2 accordingly [6,8]. The same phenomenon is observed for the other compounds of
the same group (2, 5 and 6 for the blue group, 4, 7 and 8 for red group and 10–12 for the
black group) (See Figures S9–S11).
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of isomers 1 (a), 3 (b) and 9 (c). (d) EIC of LipβCD marked with the regioisomers assignment based
on HSQC experiments.

These results are the same as those obtained by the IM-MS hypothesis combined with
molecular modelling. This latter approach performed on a mixture without purification
was therefore validated by an NMR study carried out after purification. In addition, access
to pure isomers allows the assigning of the grafted carbon (C9 and C10) on the lipidyl chain
by NMR study. For that, two isomers of the same group were selected, the compounds 3
and 4 of the red group corresponding to LipβCD(OH6).

TOCSY NMR experiments were performed on isomers 3 and 4 (Figure 7). Note two
interesting cross peaks, obtained with a long mixing time (tm) as observed in Figure S12 and
involving the H2 proton and the methyl 18, located on each lipidyl chain. For both isomers,
we can observe a correlation between H2 and proton H9 and between methyl 18 and proton
H10. The discriminating element is the following: for isomer 3, the free OH, obtained after
the epoxide ring reaction and observed in pure DMSO (data not shown), is correlated
with H10, and in contrast, for isomer 4 with H9. It is possible to conclude that isomer 3 is
grafted by βCD in position 9 and isomer 4 in 10, indicating that 3 is LipβCD(OH6, C9) and
4 is LipβCD(OH6, C10). The same strategy was applied to all other isomers to obtain the
following final assignment, as shown in Figure 8.

The study of ROESY experiments carried out on the 12 isomers in a DMSO/D2O
(98/2, v/v) mixture shows numerous cross-peak correlations between the lipid parts and
the cyclodextrin cavity, although DMSO is well known to have a strong affinity for the
cavity of CDs and to inhibit complex formation (Figure S13). It should be noted that in all
cases, interactions between any proton of the bicatenary lipidyl chain and inner protons
of the cyclodextrin are observed. As most of the signals are overlapping, we focus on the
interactions between methyl 18 of the lipidyl chain and protons located in the cavity as
observed in Figure 9 for isomer 1, named LipβCD(OH3, C10). The assignment is achieved
through HSQC experiences, and Figure 9 evidences spatial proximity between methyl 18 and
H3 and H5 protons in agreement with the inclusion of this lipidyl chain inside the cavity.
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Figure 7. Partial contour plots of 2D TOCSY experiments (600 MHz, DMSO/D2O 98/2, v/v, 298 K,
tm = 160 ms) of compounds 3 (a) and 4 (b). The strategy to determine the grafted position of the
methyl oleate carbon is shown at the top of the contour plots.
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Figure 8. Final assignment of the 12 chromatographic peaks obtained by UHPLC-HRMS, described
by the grafted position on βCD (OH2, OH3 and OH6) and on methyl oleate (C9, C10).

The same treatment is applied to the other isomers, and the obtained results are
summarised in Figure S14. Once again, isomers belonging to one group provide similar
results demonstrating that the grafting position on the CDs seems to be a driving force of the
compound’s three-dimensional structure. In the case of the LipβCD(OH2) group, methyl
18 exhibits weak interactions with CDs cavity in accordance with the corresponding lipidyl
chain located outside the cavity (Figure 9). For LipβCD(OH3) and LipβCD(OH6) groups,
two out of every four terminal methyl 18 are located inside the CD cavity (blue and red
curves) but close to H5 and H3, respectively (Figure S14b,c), suggesting that the resulting
lipidyl chain is in the cavity in both cases. The presence of self-inclusion (intramolecular)
rather than inclusion complex (intermolecular) phenomena is supported by the DOSY NMR
experiments performed in DMSO at different concentrations. The diffusion coefficient D
values do not vary significantly (from 1.18 to 1.24 × 10−10 m2·s−1) when the concentration
of the sample in DMSO is increased by a factor of 10 (Figure S15).
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3. Materials and Methods
3.1. Chemicals

The Lipidyl cyclodextrins LipβCD were obtained by an in-home synthesis described
in our previous work [17]. β-cyclodextrin (βCD, Cavamax W7 Pharma) was supplied by
Wacker Chemie AG (Munich, Germany). Deuterated water and DMSO were purchased from
Sigma-Aldrich. The water used was MilliQ grade. All solvents used were analytical grade.

3.2. UHPLC, HRMS, MS/MS and IM-MS

Analyses were performed with a UPLC H-Class chromatographic system in line with
a Synapt-G2-Si hybrid Q-TOF mass spectrometer (Waters, Manchester, UK) equipped with
an ESI source ionisation and a travelling wave ion mobility cell (TWIM).

UHPLC conditions: Samples were prepared in MeOH at a concentration of 1 mg·mL−1

(≈ 50 µM), and 1 µL was injected. For UHPLC separations, an ACQUITY UPLC BEH
C8 (100 mm, 2.1 mm, 1.8 µm) column maintained at 40 ◦C was used. The elution was
performed using a 0.4 mL·min−1 mobile phase gradient of water (A) and methanol (B),
programmed as follows (A:B): 60:40 (t = 0 min), 20:80 (t = 10 min), 20:80 (t = 11 min), 0:100
(t = 12 min), 0:100 (t = 15 min), 60:40 (t = 16 min), 60:40 (t = 20 min).

The ESI source was operated in the positive ionisation mode using a capillary voltage
of +3 kV and the following conditions: cone voltage, 120 V; source offset, 20 V; source
temperature, 120 ◦C; desolvation gas temperature, 450 ◦C; desolvation gas flow, 800 L·h−1;
and cone gas flow, 50 L·h−1. Nitrogen (>99.5%) was employed as the desolvation gas.
Mass calibration was carried out using a sodium formate solution (10 mM NaOH in
isopropanol/water/formic acid 49.9:49.9:0.2, v/v/v), and the lock mass correction was
applied for accurate mass measurements using a Leu-enkephalin solution (m/z 556.2771).
The scan range was m/z 50–2000 at 0.20 s·scan−1. The TOF was operated in the resolution
mode, providing an average resolving power of 25,000 (FWHM). For MS/MS, spectra were
recorded using the trap cell, with collision energy set to 95 eV under Argon (99.9999%) as
the collision gas. All spectra were recorded in the continuum mode.

Ion mobility: ion mobility separation has been carried out with a TWIM cell operating
under nitrogen (>99.5%) with wave height (WH), wave velocity (WV), and gas flow values
at 40 V, 550 m·s−1 and 90 mL·min−1, respectively. The mass of DS = 1 ([M + Na]+ m/z
1469.6260) was previously selected by the quadrupole to reduce noise. The TWIM cell
needs to be calibrated to obtain collision cross section (CCS) values from drift time [23];
calibration was performed using a MajorMix solution (Waters). Data acquisition was
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performed with the MassLynx software (V4.2, Waters). The arrival time (AT) of each ion of
interest (calibration ions and CDs ions) was extracted with the Driftscope software (V2.9,
Waters), and apex was determined by a gaussian fit performed with the Origin software
(v2019, OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

Direct introduction conditions: the purified isomers (1, 4 and 10) and natural CDs
(αCD, βCD and γCD) were solubilised at 5 µM in different solvents: H2O 100%, H2O/MeOH
50/50 v/v and MeOH 100%. Each sample (3 per CD) was analysed by flow injection analy-
sis (FIA) using isocratic H2O 100%, H2O/MeOH 50/50 v/v or MeOH 100% as the mobile
phase with a flow rate of 0.4 mL·min−1. All mass spectrometer and ion mobility parameters
were the same as for UHPLC analyses.

To control the calibration efficiency, natural CDs were analysed, and the ∆ CCS
obtained ([M + Na]+) were below 2% in comparison with CCS obtained with DTIMS in the
literature (Table S1) [37,38].

3.3. Computational Details

Initial geometries for the twelve isomers of lipidyl-βCDs studied in this work were
built using the LEaP program from the AmberTools16 distribution [39]. The fragments
needed to build the native βCDs were taken from the R.E.DD.B. database [40] under project
F-85, and the fragments needed to construct the lipidyl arm were parameterised and defined
according to the general strategy we developed previously for substituted cyclodextrins [41].
All molecular dynamics simulations were carried out using the SANDER module from
the AmberTools16 program suite [39]. The twelve LipβCD isomers were solvated in a
truncated octahedral box with a buffer distance of 10.0 Å, which represents 1900 to 2500
molecules of water, depending on the shape of each isomer. The q4md-CD force field
parameters [41] were used to model the βCD scaffold, and the AMBER99SB force field [42]
was used for the lipidyl substituent. The parameters used for water were taken from the
TIP3P model [43]. After minimization, the systems were brought to target temperature by
ramping up the temperature over periods of 25 ps followed by a run of 200 ps to relax and
equilibrate the system and short classical MD simulations of 5 ns were performed using the
NPT ensemble at a pressure of 1 atm and a temperature of 300 K. Finally, metadynamics
simulations [44] of 300 ns were then conducted; all biasing to molecular dynamics and
definition of collective coordinates were carried out using the open-source, community-
developed PLUMED library [45], version 2.4.2. [46]. Metadynamics placed potentials of the
initial height of 0.3 kcal·mol−1 and width of 0.1 Å for the radius of gyration every 100 steps
applying a bias factor of 20. Throughout the simulations, the weak coupling algorithm [47]
was used to regulate the temperature and pressure to 398 K and 1 atm, respectively. The
temperature was maintained close to the intended value by weak coupling to an external
temperature bath with a relaxation time of 2 ps and the pressure to an external pressure
bath of 1 atm with a coupling constant of 2 ps. The SHAKE algorithm [48] was used to
constrain C-H bonds, and a time step of 2 fs was used to integrate the equations of motion.
Periodic boundary conditions were imposed during simulation. The distance cutoff of
9.0 Å was applied to non-bonded interactions, and the PME method [49] was used to
compute long-range interactions. Configurations of the systems were stored at intervals
of 1 ps. Analyses and clustering of the trajectories were performed using the Cpptraj
module [50] available in the AmberTools distribution. The clustering analysis was powered
by the hierarchical agglomerative approach using LipβCD RMS distances. The Qhull
program [51] was used to evaluate the geometrical surface and the volume of the LipβCD
structures, and CCSth values were calculated with the Impact software using the trajectory
method and the projection approximation [35]. These CCSth values have been calculated
on structures extracted from MD simulations in explicit water, hence presenting a solvated
conformation. It has been shown in the literature that for comparisons with IM-MS work
performed in vacuum, this strategy is valid because, during the evaporation phase, CDs
should retain their native solution structure [52,53]. Furthermore, this assumption has been
experimentally verified in this work (Figure S4). However, direct comparisons between



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 13352 14 of 17

theoretical calculations of CCSth and values obtained through IM-MS experiments are not
advisable, as the theoretical structures lack the presence of the Na+ ion.

3.4. Purification Method

Isomers purification was performed with auto-purification system with a 1525 binary
pump coupled with a single quadrupole mass spectrometer SQD2 (Waters-Micromass,
Manchester, UK) equipped with an electrospray ion source (ESI-MS). The separation was
performed at room temperature on a Fuji SPS-300-5-C8T (250 mm, 25 mm, 5 µm) column
using a sample injection volume of 600 µL (solution of isomers mixture at 50 g·L−1 in
DMSO). The following mobile phase gradient at a flow rate of 23 mL·min−1 was used:
(A) H2O, (B) MeOH; (A:B): 70:30 (t = 0 min), 30:70 (t = 20 min), 30:70 (t = 30 min), 0:100
(t = 30.1 min), 0:100 (t = 40 min), 70:30 (t = 40.10 min), 70:30 (t = 50 min). An in-line
splitter was set at 1/1000 to reduce the flow toward the ESI-MS source. The ESI source
was operated in the positive ionisation mode using a capillary voltage of +3 kV and the
following conditions: cone voltage, 60 V; source temperature, 150 ◦C; desolvation gas
temperature, 350 ◦C; desolvation gas flow, 650 L·h−1; and cone gas flow, 20 L·h−1. Nitrogen
(>99.5%) was employed as the desolvation gas. Both [M + Na]+ (m/z 1470) and [M + 2Na]2+

(m/z 746) were used to detect and auto-collect DS = 1 isomers. Data acquisition and
processing were performed with the MassLynx V4.1 software.

3.5. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Analyses

NMR experiments were performed on an AVANCE III 600 MHz spectrometer (Bruker,
Wissembourg, France) equipped with a Z-gradient unit (for pulsed-field gradient spec-
troscopy) and a triple resonance probe (TXI, 5-mm tube). Spectra were acquired at 298 K
with close temperature control. DMSO-d6 was used as the solvent, with D2O 2% to ex-
change free H of CDs free alcohol groups. The system’s pulsecal automation program was
used to optimise the duration of the 90◦ pulse. Residual 1H signal of deuterated solvent
was used as the reference for calibration. One-dimensional NMR spectra were recorded at a
resolution of 0.12 Hz (64 K data points). 1H spectra were obtained with the Bruker sequence
zg30. TOCSY experiments were performed using the Bruker sequence mlevph, mixing time
was set as 160 ms; F1 and F2 resolutions are 37.5 Hz and 4.7 Hz, respectively. COSY, relayed
COSY and HSQC experiments were carried out using standard sequences of Bruker library.
2D ROESY 1H NMR experiments were carried out using the phase-sensitive roesyph.2
sequence; the mixing time was set to 800 ms, with resolutions of 2.3 Hz and 18.7 Hz for
F2 and F1, respectively. The TopSpin software (Bruker) v3.8 was used for acquisition, and
v4.0.7 was used for data treatment.

Some NMR experiments were realised on an AVANCE NEO 900 MHz to gain in
resolution and sensitivity. DMSO-d6 100% was used as solvent, allowing the observation of
alcohol with good resolution. COSY and HSQC experiments were performed using the
Bruker sequence cosygpqf and hsqcedetgpsisp (v2.4), respectively.

3.6. PCA Analyses

MS/MS data treatment: Followed shared ions fragment obtained by MS/MS ([M + Na]+,
m/z 1469.6260) for the 12 isomers were used: 185.0405, 347.0918, 497.3075, 509.1462, 659.3608,
671.2031, 821.4163, 833.256, 983.472, 995.3152, 1145.5276, 1307.5757. Their intensity (I) was
pretreated as follows: I → log

(
I

I parent

)
. PCA was realised with Pareto scaling to keep small

variance’s variations between variables.
NMR data: 1H NMR spectra (600 MHz, 128 scans, D1 = 18 s, 298 K) were recorded with

zg pulseprog (600 MHz, Bruker) with larger spectral window (SW = 14 ppm, O1P = 4.7 ppm)
to optimise baseline. NMRProcFlow tool (v1.4.16) [54] was used to obtain homogenous
baseline correction (global correction, noise windows: 11.5–9.0 ppm) on previously phased
spectra. From these spectra, NMRprocflow automatically generates and integrates buckets
of 0.04 ppm at the following defined windows: 4.95–4.72 (H1CD), 4.15–3.48 (H3, H5, H6CD;
H9–10Oleate), 3.39–3.0 (H2, H4 CD; H9–10Oleate), 2.34–2.14 (H2Oleate), 1.6–1.05 (H of CH2Oleate),
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0.95–0.72 (H18Oleate). For each spectrum, the integration values of buckets were normalised
to the sum of the integrations to constitute the variables. PCA was performed with Unit-
Variance (UV, standard distribution) scaling to keep same contribution of each window, i.e.,
to avoid strong contribution of methyl singlet.

PCA was realised with the Origin software (v2019, OriginLab Corporation, Northamp-
ton, MA, USA).

4. Conclusions

A complex isomers mixture of Lipidyl-βCDs (LipβCD) obtained with DS = 1 from
a one-step synthesis pathway has been fully characterised without previous purification.
An assignment of the regioisomers, according to the grafting positions of the lipidyl chain
on the βCD hydroxyls, was achieved unambiguously based on a combination of IM-MS
measurements and a theoretical approach. These results were validated by extensive NMR
structural analyses of pure isomers combined with molecular metadynamics simulations.
This innovative approach seems to be a promising tool to elucidate complex isomer mixtures
such as substituted cyclodextrin derivatives. Moreover, conformational searches performed
through metadynamics provided a large amount of structures, which, when confronted
with NMR studies, will lead to the elucidation of many structure–function relationships
such as solubility, inclusion or self-assembly properties. These studies will be the scope of
a forthcoming article.
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Résumé 
L’Agence Européenne des Médicaments a alerté sur le manque de développement de formulations appropriées 
aux jeunes patients, notamment sous forme de solutions liquides présentant une bonne acceptabilité lors d’une 
administration par voie orale. La formation de complexes d’inclusion à base de cyclodextrines (CDs) étant connue 
pour augmenter la solubilité, la stabilité et l’acceptabilité par la diminution des goûts et odeurs des substances 
actives (SA), leur utilisation apparait comme étant une solution appropriée. Dans ce contexte, l’apport des CDs 
au carvédilol, une SA de classe BCS II (Biopharmaceutics Classification System) reportée dans les European 
Pediatric Needs et utilisée pour le traitement des troubles cardiaques légers à modérés a été étudié. 
L’exploration de différents milieux et CDs a mené à l’obtention d’une solution aqueuse concentrée à 5 mg/mL 
de carvédilol, sous forme d’un complexe d’inclusion caractérisé par RMN et ITC. Cette concentration représente 
une solubilité environ 350 fois supérieure à la solubilité intrinsèque du carvédilol dans l’eau. Obtenue dans un 
milieu acceptable pour une administration par voie orale, cette concentration permet l’administration de faibles 
volumes comme recommandé chez les jeunes patients. Les CDs prometteuses (γCD et RAMEB) ont également 
montré un effet protecteur sur la photodégradation du carvédilol. Au cours de cette étude, la RAMEB a 
systématiquement montré des effets plus prononcés, en terme d’amélioration de la solubilité et de la stabilité 
du carvédilol. Les mélanges de dérivés de CDs tels que la RAMEB ou l’HPβCD ont souvent des propriétés plus 
intéressantes que leurs homologues naturels. Cependant, leurs voies de synthèse peu coûteuses et non-
sélectives mènent à l’obtention de mélanges de différents degrés de substitution (DS), contenant de nombreux 
isomères. L’utilisation de ces mélanges avec des SAs rend la caractérisation des complexes et la compréhension 
des résultats difficile. Afin de combler ce manque de caractérisation, la seconde partie de ces travaux consiste 
en la mise en place d’une méthode d’analyse des mélanges de dérivés de CDs. Pour cela, un mélange de dérivés 
amphiphiles de la βCD obtenu en une étape de synthèse a été utilisé comme modèle. La chromatographie liquide 
couplée à la mobilité ionique et à la spectrométrie de masse (UHPLC-IMS-HRMS), combinées à des modèles 
théoriques, a permis une caractérisation des régioisomères de DS=1 sans étape de purification. La validation des 
résultats a été réalisée par RMN et modélisation, indiquant que ce couplage est prometteur pour l’analyse et la 
caractérisation des mélanges de CDs modifiées. 
 
Mots-Clefs : Cyclodextrines ; Complexe d’inclusion ; Résonance magnétique nucléaire ; Spectrométrie de masse ; 
Mélange d’isomères. 

 
Abstract 

The European Medicines Agency has highlighted the lack of pediatric development formulations that offer good 
acceptability during oral administration as liquid solutions. Inclusion complexes obtained from cyclodextrins 
(CDs) are known to increase solubility, stability and the acceptability by reducing the taste and odor of active 
principal ingredient (API). Their use appears to be an appropriate way to fill this lack of age-appropriate 
formulation. Therefore, the benefits of CDs to carvedilol were investigated. This API is classified as BCS II 
(Biopharmaceutics Classification System) and reported by the European Pediatric Needs for its use to treat mild 
to moderate congestive heart failures. The study of different media and CDs has led to a concentrated (5 mg/mL) 
aqueous solution of carvedilol, by the inclusion complexes formation characterized by NMR and ITC. This 
solubility is about 350 times greater than its intrinsic solubility in water. This concentration allows the use of low 
volumes for oral administration in an appropriate medium, as recommended in the pediatric field. The promising 
CDs (γCD and RAMEB) also increased the carvedilol’s photochemical stability in aqueous solution. In this study, 
RAMEB has invariably shown the higher positive effects in the improvement of solubility and stability of 
carvedilol. Mixtures of CD derivatives such as RAMEB or HPβCD often exhibit more attractive properties than the 
natural CDs. However, their inexpensive and non-selective synthesis leads to mixtures of different degrees of 
substitution (DS) with numerous isomers. The use of these mixtures with APIs makes it challenging to 
characterize the inclusion complexes and to understand the results. In order to fill this characterization 
deficiency, the second part of this work consists in the development of a method for the analysis of CDs 
derivatives mixtures. For this purpose, a mixture of amphiphilic βCD derivatives obtained in a one-step reaction 
was used as a model. Liquid chromatography in line with ion mobility and mass spectrometry (UHPLC-IMS-
HRMS), enhanced with theoretical models, has allowed the characterization of DS=1 regioisomers without a 
purification step. NMR and molecular modeling have validated these findings, suggesting a promising workflow 
for the analysis and characterization of modified CDs mixtures. 

 
Keywords: Cyclodextrins; Inclusion complex; Nuclear magnetic resonance; Mass spectrometry; Isomers mixture. 
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