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1. INTRODUCTION






La chromatographie est centenaire. Depuis son invention par Tswett en 1903, l'art de
séparer les composants d'un mélange s'est adapté a des contextes d'une variété extraordinaire.
Aujourd'hui, la chromatographie est nécessaire sous une forme ou une autre a tous les
domaines scientifiques, du nucléaire a la biologie moléculaire.

Elle 1'est particuliérement aux chimistes des substances naturelles, pour lesquels le
fractionnement et l'isolement de composés purs a partir d'un extrait complexe est une étape
obligée. Tswett n'était-il pas botaniste...

Dans un paysage dominé par les techniques de chromatographie sur support solide, la
chromatographie de partage liquide-liquide sans support solide tient une place de second plan.
D'abord parce qu'elle se préte mal a l'application de protocoles simples et polyvalents. Ensuite
parce qu'elle a une vocation essentiellement préparative. Elle ne bénéficie pas de l'intérét
porté aux techniques de chromatographie analytique, sujettes & une miniaturisation d'autant
plus prometteuse qu'elle intégre les nanotechnologies. Néanmoins, la chromatographie
préparative est un procédé largement utilisé par les industries impliquées dans la production
de molécules pures a haute valeur ajoutée.

Les travaux présentés dans la cadre de cette theése portent sur de nouvelles méthodes en
chromatographie de partage centrifuge. Leur caractére original porte essentiellement sur
I'usage de nouveaux systémes de solvants et sur la mise au point d'un échangeur cationique
fort pour le développement par échange d'ions en mode déplacement. Ces différentes
méthodes ont été appliquées a des catégories de métabolites secondaires variées : saponosides,
flavonoides, acides organiques, alcaloides.

Cette thése comporte trois grandes parties.

La premicre, intitulée "concepts et outils", commence par une vue d'ensemble sur les
principes de la chromatographie a contre-courant, et plus particulierement la chromatographie
de partage centrifuge, avec une section portant sur les chromatographes. Elle se poursuit avec
une description qui se veut didactique des deux aspects d'une chromatographie sans support
solide : les systemes de solvants et les modes de développement. Le principe et les bases
théoriques du développement par déplacement sont particuliérement développés, d'abord dans
leur version sur support solide, puis dans le contexte particulier de la chromatographie
liquide-liquide sans support solide. Une partie de ce chapitre a été exposée dans un ouvrage
commun publié récemment [5]*.

La deuxieme partie rappelle les travaux réalisés dans le cadre du DEA, concernant
l'isolement de saponosides et de flavonoides des écorces de racine de Zizyphus lotus [1, 2], et
décrit les travaux de thése utilisant le mode par ¢lution pour le fractionnement de saponosides
et I'isolement d'un alcaloide de type benzo[ ¢ Jphénanthridine.

La troisieme partie, la plus fournie, concerne l'application du développement en mode
déplacement par échange d'ions dans deux de ses variantes : le pH-zone refining et I'échange
d'ions sur un échangeur cationique fort. Le développement d'une nouvelle gamme de systémes
de solvants pour le pH-zone refining a permis d'établir un protocole d'isolement a 1'échelle
préparative de la galanthamine, un alcaloide quinolizidinique possédant une AMM dans le
traitement symptomatique de la maladie d'Alzheimer. Ces travaux ont fait 'objet d'un brevet
[6]. Le développement d'un échangeur cationique fort pour le déplacement par échange d'ions
est enfin décrit. Un modele numérique permettant des simulations de chromatographie par
informatique est présenté, et son utilité illustrée par quelques exemples. Les différentes étapes
de l'optimisation expérimentale sur un échantillon modele d'analogues de l'acide
hydroxycinnamique sont décrites, ces travaux ayant été par ailleurs publiés [3]. Quelques
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applications de ce nouveau mode de déplacement sont enfin relatées. Parmi elles, les travaux
sur 1'isolement d'acide rosmarinique a partir d'un extrait de culture de cellules de Lavandula
vera a fait 'objet d'une publication [4].

Des annexes regroupent des informations qui ont été¢ nécessaires a différents titres au
déroulement de ces travaux, ou des données physicochimiques et bibliographiques qui seront
utiles a la poursuite de cette thématique au laboratoire.

A travers la diversité des sujets abordés, ces travaux témoignent de notre volonté de
contribuer au développement de la CPC, et ce a différents titres :

- Proposer des protocoles qui élargissent le champ d'application de la chromatographie
de partage liquide-liquide sans support solide et en particulier la CPC ;

- Confirmer l'intérét des démarches originales et innovantes en CPC ;
- Souligner le potentiel industriel de la CPC, dans la mesure ou le marché des appareils

de CPC industriels est en plein renouveau et montre un dynamisme inexistant
auparavant.

* Pour des raisons de commodité les références bibliographiques sont regroupées a la fin de
chaque partie de cet ouvrage.

1. MACIUK A, GHEDIRA K, THEPENIER P, LAVAUD C, ZECHES-HANROT M.
A new flavonol glycoside from leaves of Zizyphus lotus.
Pharmazie 2003; 58 (2): 158-159.

2. MACIUK A, LAVAUD C, THEPENIER P, JACQUIER M-J, GHEDIRA K, ZECHES-HANROT M.
Four New Dammarane Saponins from Zizyphus lotus.
J Nat Prod 2004; 67 (10): 1639-1643.

3. MACIUK A, RENAULT J-H, MARGRAFF R, TREBUCHET P, ZECHES-HANROT M, NUZILLARD J-M.
Anion-Exchange Displacement Centrifugal Partition Chromatography.
Anal Chem 2004; 76 (21): 6179-6186.

4. MACIUK A, GEORGIEV M I, TORIBIO A, ZECHES-HANROT M, ILIEVA M P, NUZILLARD J-M et al.
Purification of rosmarinic acid by strong ion-exchange centrifugal partition chromatography.
J Liq Chrom Rel Technol 2004; Accepté pour publication.

5. RENAULT J-H, NUZILLARD J-M, INTES O, MACIUK A.

Solvents systems.

In:

Countercurrent Chromatography - The Support-Free Liquid Stationary Phase
Ed A. Berthod

Amsterdam: Elsevier Science B.V.; 2002, 49-83.

6. RENAULT J-H, NUZILLARD J-M, MACIUK A, ZECHES-HANROT M.

Procédé de purification de la galanthamine et d’alcaloides dérivés par Chromatographie de Partage Centrifuge.
BREVET, 2004, N° de dossier 04/13425
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2. CONCEPTS ET OUTILS
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2.1. Historique de la chromatographie liquide-liquide sans
support solide

Dans les années 40, deux chimistes anglais, Archer J. P. Martin et Richard L. M. Synge
[64], élaborent un appareil capable de mettre en contact et de faire circuler en sens inverse
deux liquides non miscibles. Ils tentent de fractionner des acides aminés, mais sont
rapidement rebutés par les mauvais résultats et les inconvénients de leur procédé : 1'appareil
est complexe, les phases s'entrainent mutuellement, les durées de séparation sont longues...
Ils abandonnent alors 1'idée de pouvoir utiliser des phases liquides libres, et envisagent de
retenir une des deux phases sur un solide. Divers supports sont testés : fibres textiles, silice
finement divisée, cellulose... Le support solide est destiné a retenir une phase aqueuse par
capillarité, tandis que l'autre phase, organique, permet des échanges entre les deux phases. Le
terme de partage garde tout son sens, tandis que celui de contre-courant n'est plus valable. Ce
concept de chromatographie de partage leur vaut le prix Nobel de Chimie en 1952.

C'est Lyman C. Craig, qui, en 1944, reprend l'idée des deux phases liquides non
miscibles librement en contact. Il congoit un appareil constitué de cellules en verre
interconnectées les unes aux autres le long d'un axe. Ces cellules sont autant d'ampoules a
décanter en série. La rotation de 1'axe permet le transfert d'une phase dans la cellule suivante.
La "distribution a contre-courant" de Craig désigne le processus discontinu par lequel les
solutés se répartissent dans les cellules au cours des étapes d'agitation-décantation-transfert. A
nouveau, le terme de contre-courant est a prendre au sens relatif : une phase avance tandis que
l'autre reste dans la méme cellule.

En 1966, Ito invente le Coil Planet Centrifuge, appareil dans lequel le contact des deux
phases se fait dans un tube enroulé et soumis a une rotation planétaire. Pendant les 20 années
suivantes, divers types d'appareils fondés sur le partage entre deux phases liquides sont
proposés, les uns basés sur une mise en rotation des liquides selon diverses modalités, les
autres utilisant simplement la gravitation terrestre. Ce dernier concept, connu sous le nom de
DCCC (Droplet Counter-Current Chromatography), basé sur I'écoulement goutte a goutte
d'une phase a travers l'autre le long d'un cylindre vertical, a connu un certain succes, en dépit
du nombre restreint de systémes de solvants utilisables et de la durée nécessaire aux
séparations (plusieurs jours).

En 1982, Nunogaki invente le chromatographe de partage centrifuge, ou CPC, dans
lequel des cellules interconnectées et gravées dans un disque sont mises en rotation autour
d'un axe unique.

Aujourd'hui, le terme de CCC désigne tantot l'ensemble des techniques de
chromatographie sans support solide, tantdt les appareils tubulaire de type Ito. Les
recommandations de I'lTUPAC tendent a imposer la premicre acception. L'acronyme CPC est
réservé au type d'appareil proposé par Nunogaki. Le terme de contre-courant reste utilisé¢ dans
la littérature et par les utilisateurs, méme si a I'heure actuelle plus aucun appareil ne repose sur
une circulation simultanée de deux phases en sens inverse. Remarquons que le terme de
contre-courant est en outre parfois utilisé dans un tout autre domaine pour désigner les
techniques de lit mobile simulé sur phase solide.

Le laboratoire de Pharmacognosie de Reims s'est intéressé trés tot a cette technique. Le
premier appareil de CPC Sanki® est acquis au Laboratoire de Pharmacognosie de Reims par le
Pr Louisette Le Men-Olivier, en 1991. Les premiers travaux, publiés par le Dr Jean-Hugues
Renault sous la direction du Professeur Monique Zeches-Hanrot ont porté sur 1'isolement de
composés variés d'origine végétale: anthocyanes, saponosides, alcaloides... ainsi que sur des
développements théoriques et de modélisation [74, 76-78]. L'expérience acquise ces dernieres
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années au laboratoire a permis de développer un certain savoir-faire dans 1'utilisation de la
CPC.

Ce chapitre est destiné a présenter trés brievement les notions exposées de facon
extensive dans d'autres ouvrages, et de fagon plus approfondie certains points qui seront utiles
dans la suite de ce travail. Apres un exposé des concepts et de la terminologie utilisés en CPC,
la triade nécessaire a la mise en ceuvre d'une séparation est abordée : les appareils de CPC
disponibles sur le marché, le support de la sélectivité que sont les systémes biphasiques, et
enfin les différents modes de développements applicables a la CPC.

2.2 Concepts de la CPC

2.2.1. Deéfinitions

La CPC est une méthode de chromatographie liquide-liquide sans support solide,
basée sur les différences de partage des solutés entre les deux phases. La phase
stationnaire liquide est maintenue dans des cellules orientées radialement par une force
centrifuge appliquée par rotation autour d'un axe unique.

La phase mobile est pompée au travers jusqu'a atteindre un équilibre stable entre les
volumes de phase stationnaire V,,, et de phase mobile V, ,. Dans le cas d'un développement

par ¢lution, les phénomenes de partage sont les uniques responsables de la séparation des
solutés, et ces derniers émergent de l'appareil aprés un volume de rétention V. donné par la
relation fondamentale en chromatographie sans support solide :

V=V .,+K,V

stat

(Equation 1)

avec K, =constante de distribution du soluté dans ce systéme de solvants.
V.., (ouV )=volume de phase mobile

V... = volume de phase stationnaire a I'équilibre, donné par la relation :
Vi =Vier =Voros (Equation 2)
avec V, . = le volume total de la colonne.

tot

Dans le cas d'une élution simple, ces différentes valeurs sont lisibles sur le
chromatogramme (voir figure 1).

A e,
Intensité

)

(g - -
- e >

Phase Phase mobile
stationnaire
Figure I : définition des V, et V,, sur un chromatogramme en mode élution.

Vm Vr Vr. Volume d'éluat

»
!
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Cette relation simple permet d'ailleurs d'utiliser l'appareil de CPC comme un
instrument pour mesurer des constantes de distribution et la lipophilie de molécules, de méme
que les isothermes de partage (voir la section 2.5.2.2.1.1.1) [4, 93].

2.2.2. Terminologie de la CPC.

Le terme de "colonne" est utilisé pour décrire la partie de 1'appareil qui contient les
phases. Cette appellation remonte a l'origine de la chromatographie, lorsqu'un cylindre en
verre était le seul outil utilisé pour maintenir la phase stationnaire solide. Le terme n'est donc
pas a prendre au sens strict, ce qui permet de l'utiliser pour décrire des appareils de
conceptions tres différentes.

2.2.2.1. La constante de distribution K, (" Distribution constant")

La constante de distribution est une constante physique caractéristique d'une
substance sous une forme chimique définie (ionisée, neutre, complexée...) dans un systéme
biphasique donné. Elle suit la loi de Nernst, que 'on peut résumer ainsi : une substance
dissoute se répartit a I'équilibre entre deux phases liquides non miscibles dans un rapport
constant et reproductible. Dans les conditions "idéales", ce rapport ne dépend, en dehors du
systetme de solvants, que de la température ; Il est indépendant de la concentration et, en
présence de plusieurs solutés, ceux-ci se comportent indépendamment les uns des autres. Pour
une espece A de forme chimique définie, il existe donc une grandeur Ky, égale au rapport de
ses concentrations entre la phase stationnaire et la phase mobile :

= (Equation 3)

On verra plus loin que ces conditions "idéales" ne sont pas toujours remplies dans la
réalité.

2.2.2.2. Lerapport de distribution D (" Distribution ratio")

Si l'espéce présente plusieurs formes chimiques, on peut exprimer le rapport de sa
concentration totale dans chacune des phases, quelle que soit sa forme, par le rapport de
distribution D. Cette valeur peut donc changer selon le pH, la présence d'un complexant, etc.
Elle se distingue en cela de la constante de distribution qui est par définition constante.

[A]fﬂ (Equation 4)
[4]
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2.2.3. Avantages de la CPC

2.2.3.1. Comparaison CPC/CLHP a polarité de phase inversée

Il est classique de mentionner comme différence majeure entre ces deux techniques le
pourcentage représenté par la phase stationnaire. En CLHP en polarité de phase inversée, la
phase solide représente 25 % environ du volume de la colonne. Mais la phase stationnaire
consiste uniquement en la couche organique greffée sur le support siliceux, qui en outre
présente parfois une activité adsorbante indésirable. La phase stationnaire représente donc
seulement une petite partie (5 a 7 %) du volume total de la colonne, la majorité étant occupé
par la phase mobile. En CPC, il n'y a pas de support inerte, et la phase stationnaire représente
entre 50 et 75 % du volume total de la colonne. On peut montrer que cette inversion du
rapport entre phase stationnaire et mobile a pour conséquence de réduire la consommation en
solvant d'un facteur 5 a 10 par rapport a la chromatographie sur support solide [96].

Par ailleurs, en terme de résolution, on considére que les deux techniques sont
équivalentes. En effet, la résolution est une fonction du nombre de plateaux théoriques N et de
la sélectivité a. Or, la CLHP présente une grande efficacité (plusieurs milliers de plateaux
théoriques) avec une sélectivité parfois faible (proche de 1), tandis que la CPC présente peu
de plateaux théoriques (de l'ordre de 500) mais permet le choix de solvants présentant une
bonne sélectivité [74].

2.2.3.2. Intéret de la CPC

L'intérét de la CPC se manifeste surtout dans une optique préparative [3, 6, 15, 16, 18,
29, 31, 36-39, 63, 70, 78, 96, 100, 101] :

- Absence de support solide permettant de s'affranchir des problémes d'adsorption
irréversible et/ou de dégradation des solutés ;

- Choix des phases quasi-illimité ;

- Différents modes de développement possibles, notamment le mode par déplacement,
tres adapté a des applications préparatives ;

- Rendements globaux excellents ;

- Facilité de récupération des composés non-€lués par évaporation de la phase
stationnaire ;

- Grande capacité des colonnes ;
- Faible colt de phase stationnaire ;
- Consommation de solvants 5 a 10 fois inférieure a la CLHP ;

- Automatisation possible de toutes les étapes, puisqu'elles consistent uniquement en
des transferts de liquides.
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Ces caractéristiques témoignent de la pertinence a envisager des séparations a 1'échelle
industrielle, d'autant plus que la transposition est plus aisée que dans le cas d'une
chromatographie sur support solide. En effet, la transposition d'une chromatographie sur
support solide pose des problémes techniques liés au remplissage de la colonne, a
I'homogénéité de la phase stationnaire, et présente généralement un cotit élevé li¢ a la phase
stationnaire elle-méme. C'est pourquoi nous évoquerons ce type de perspectives, en paralléle a
nos expériences sur du matériel de laboratoire.

A T'échelle du laboratoire, la chaine de chromatographie est constituée par les mémes
¢léments qu'une chromatographie préparative classique : pompe préparative (débit de 0 a 50
ml/min, pression max de 100 bars ou plus), une boucle d'injection (généralement d'une
capacité de 5 a 20 ml), éventuellement une pompe annexe pour procéder a des injections
d'échantillon sans utiliser la boucle, le chromatographe, un ou plusieurs détecteurs (par
exemple une électrode de pH en ligne et/ou un spectrométre UV en ligne équipé d'une cellule
préparative), un collecteur de fraction programmable. Une attention particuliére doit
néanmoins étre portée au choix de la pompe. Elle doit montrer un fonctionnement sans
pulsation de pression ou de débit. En effet, il a été constaté qu'une irrégularité dans le régime
de la pompe était nuisible au maintien de 1'équilibre hydrostatique dans la colonne. Si cet
équilibre n'est pas stable, il se produit une fuite de phase stationnaire avec la phase mobile. Ce
phénomene, appelé "bleeding", se manifeste par une ligne de base instable, et conduit s'il se
prolonge a une perte de résolution chromatographique.

2.3. Les appareils

Les réponses techniques au probléme consistant & maintenir une phase liquide stationnaire
sont de deux types : les appareils de type hydrodynamique ou de type hydrostatique. C'est sur
un appareil de type hydrostatique que les travaux décrits dans cette thése ont été réalisés. C'est
pourquoi ce type d'appareil est décrit plus en détail ici.

2.3.1. Les appareils de type hydrodynamique

Dans le cas des appareils de type hydrodynamique, la colonne est constituée par un tube
en téflon, de section variable (< 3 mm) et de grande longueur (> 100 m), enroulé autour d'une
bobine mise en rotation autour d'un axe, lui-méme soumis dans la plupart des appareils
actuels a une rotation autour d'un second axe (voir figure 2). Cette double rotation planétaire
permet :

- La progression des solutés dans le tube selon le principe de la vis d'Archimede ;

- De créer un champ gravitationnel variable périodiquement, induisant dans le méme
tube la formation d'une émulsion (pour un faible champ de force centrifuge) et sa
décantation (pour les champs de force centrifuge élevés) ;

- De connecter ce tube au systéme de pompage, externe et immobile, sans recours a des
raccords rotatifs.

Le terme hydrodynamique vient du brassage énergique des deux phases di a la variation
rapide du champ de force tant en intensité qu'en direction.
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Figure 2 : schéma simplifié d'une colonne de CCC de type hydrodynamique ([60], p 224).

2.3.2. Les appareils de type hydrostatique
2.3.2.1. Principe

Dans le cas des appareils de type hydrostatique, des cellules individualisées sont
connectées entre elles et soumises a une rotation autour d'un seul axe responsable d'un champ
de force centrifuge constant (figure 3).

Force centrifuge

&'i““‘ﬁn g R ST

Figure 3 : schéma d'un disque de partition d'un appareil de CCC de type hydrostatique.

Les avantages avancés de ce type d'appareil sur les appareils de type hydrodynamique
sont :
- Une meilleure rétention de la phase stationnaire pour les systémes "difficiles" (a forte
viscosité, formant des émulsions...) ;
- Une transposition a 1'échelle industrielle possible ;
- Un fonctionnement plus silencieux.

2.3.2.2. Le mode de pompage de la phase mobile

La nature liquide de la phase stationnaire permet de choisir laquelle des deux phases,
supérieure ou inférieure, sera la phase stationnaire, les deux cas étant possibles. Le mode de
pompage de la phase mobile sera différente selon le cas. En CPC, on peut comparer en
premicre approximation la cellule dans le champ de force centrifuge a une ampoule a décanter
dans le champ de gravitation terrestre. La partie la plus périphérique de la cellule de CPC est
comparable a la partie inférieure de I'ampoule a décanter. Par conséquent :
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- Si la phase mobile est la plus 1égere, il faut l'injecter dans le sens opposé a la force
centrifuge, de la périphérie vers le centre : c'est le mode ascendant ;

- Sila phase mobile est la plus dense, il faut I'injecter dans le sens de la force centrifuge,
du centre vers la périphérie : c'est le mode descendant.

Par conséquent, la valeur du Kp (exprimée par I'équation 3) peut étre inversée. Cependant
la relation (1) reste vraie.

2.3.2.3. Les appareils sur le marché

Les inconvénients en sont la nécessité de joints rotatifs a l'entrée et a la sortie de la
colonne, ce qui est un point faible de ce genre d'appareils exigeant une maintenance régulicre.

Deux fabriquants proposent des chromatographes de partage centrifuge : SIC® (System
Instrument Corporation, précédemment Sanki®, appareils distribué par EverSeiko®, Japon -
http://www.everseiko.co.jp) et Kromaton Technologies® (France - http://www.kromaton.com)
(voir la figure 4). Chaque firme propose un ou plusieurs modeles de laboratoire (3 appareils
distincts de capacité 80, 240 ou 1400 ml pour SIC®, un appareil pouvant accepter un rotor de
100, 200 ou 1000 ml pour Kromaton®™) et un ou plusieurs modéle pilote (voir la section
2.3.2.5.). Un comparatif des deux appareils classiques de laboratoire est donné dans le tableau
1.

‘_‘ H‘,‘.

| . 4

Figure 4 : FCPC Kromaton Technologies® CPC SIC®
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Tableau 1 : comparaison des caractéristiques des appareils Kromaton®™ et SIC®

FCPC Kromaton® CPC SIC”
Vitesse de rotation 200-2000 rpm 100-2000 rpm
Matériau du rotor Acier inox (éventuellement PPS (Sulfure de

téflonné polyphényléne)

Pression maximum 60 bars 60 bars
Nombre de disques de partage 20 12
Nombre de cellules 1320 2136
Capacité de la colonne 200 ml 230 ml
Masse totale 90 kg 45 kg
Dimension (LxPxH cm) 58x36x61 31x47x50

2.3.2.4. Le FCPC Kromaton Technologies® utilisé au laboratoire

L'appareil utilisé au laboratoire est un prototype Kromaton®”. Le principe de
fonctionnement proposé par Nunogaki dans les appareils Sanki des années 80 est conserveé :
des cellules sont gravées dans un disque, et la colonne est constituée d'un empilement de
disques interconnectés. Dans le cas du FCPC Kromaton® néanmoins, les cellules sont
découpées dans des disques en acier inox, et séparées entre elles par une membrane téflon qui
joue a la fois le réle de joint inter-disques et de paroi latérale des cellules.

Les particularités essentielles de cet appareil résident dans la géométrie des cellules et
des conduits inter-cellules.

2.3.24.1. La géométrie des cellules

Les cellules présentent une inclinaison par rapport au rayon du disque (voir figure 5).
Cette géométrie originale tient compte de 1'effet de la force de Coriolis, dont I'existence a été
décrite par Ito [44] et étudiée dans le cas de la CPC par Marchal et al. [61]. En effet, ces
travaux ont montré que le jet de phase mobile dans la phase stationnaire n'était pas parall¢le a
la force centrifuge. Par conséquent, des cellules orientées de fagcon parfaitement radiale
conduisent dans la plupart des cas a un jet de phase mobile qui se colle a la paroi de la cellule.
Une inclinaison adéquate de la cellule permet de réduire ce phénomene et d'augmenter
l'efficacité des étapes de spray et décantation. D'un point de vue pratique, ce phénoméne
oblige la colonne a toujours €tre mise en rotation dans le méme sens, en l'occurrence un sens
antihoraire.

2.3.2.4.2. L'insertion des conduits inter-cellules

Alors que dans le HPCPC Sanki/SIC®, chaque conduit capillaire est inséré
latéralement & la base de la cellule, les conduits du FCPC Kromaton® s'insérent au centre de la
base de la cellule, l'entrée et la sortie de la phase mobile étant directement opposées. Cette
géométrie est également destinée a minimiser la proportion de phase mobile se déplagant en
longeant les parois de la cellule.

Au final, en optimisant le régime de flux de la phase mobile, cette géométrie originale

aboutit a une meilleure efficacité chromatographique. En outre elle permet une dimension des
cellules et des conduits plus grande, gage d'une meilleure rétention de la phase stationnaire.
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Par conséquent les débits peuvent étre plus élevés. La gamme de débit usuelle du FCPC
Kromaton® est de 5 &4 15 ml/min, tandis qu'elle est de 3 4 6 ml/min pour le CPC SIC®. Cette
géométrie de cellule est brevetée [17].

au rayon du disque.

Le prototype de premiére génération du FCPC Kromaton®™ acquis par le laboratoire a
nécessité une mise au point, prise en compte par le fabriquant pour l'amélioration des
appareils ultérieurs. Ces améliorations ont porté sur :

- Les raccords tournants (leur conception intrinséque et leur disposition dans
l'appareil) ;

- Les joints inter-disques ;

- La connectique fluidique sur le rotor ;

- Larépartition des masses sur le rotor ;

- Ladisposition et la répartition des masses sur 1'axe central ;

- La transmission du mouvement du moteur ¢électrique vers l'axe du rotor ;

- Des phénomenes d'échauffement ;

- Des composants ¢lectriques non adaptés aux sollicitations lors des changements de
régime.

La plupart de ces observations ont conduit a des modifications dans les appareils de la
génération suivante. La figure 6 montre le rotor d'un appareil de premiére génération (a
gauche) et un appareil de deuxiéme génération (a droite).

Les raccords rotatifs ont pour fonction de permettre aux fluides d'étre transférés des
parties fixes (en amont la pompe, en aval le collecteur) a la colonne en mouvement. Les deux
premicres générations de joints rotatifs sont visibles sur la figure 7. Dans les deux cas, le
pointeau cylindrique en carbure est la piece essentielle. Elle se loge dans un joint annulaire
garantissant I'étanchéité. Dans la premiére génération, ce pointeau est immobile, et le reste du
raccord est mis en rotation. Dans la deuxiéme génération, le pointeau est mobile, et seule la
partie comportant le joint torique est mise en rotation. Le probléme de ce genre de raccord est
la grande sensibilité aux défauts d'ajustage et de position. Un mauvais alignement conduit a
une rotation décentrée et a une usure prématurée des joints. Le mode de fixation du raccord
tournant sur I'axe ne permettait pas, dans les premiers prototypes, de le centrer correctement.
C'est pourquoi une troisiéme génération de raccords a abandonné le principe du pointeau et du
joint anulaire, au profit d'un systéme de joint par friction. Ces raccords n'ont pas encore été
testés au laboratoire.
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Joint annulaire
1°"® génération

Pointeau en carbure

2°™ génération by,

Figure 7 : premiere (en haut) et deuxieme génération (en bas) de raccords rotatifs.

2.3.2.5. Les appareils de CPC industriels

Quatre constructeurs proposent ou sont sur le point de proposer des appareils de CPC
de type industriel. Deux approches peuvent étre adoptées par les constructeurs : une
augmentation de taille des appareils de laboratoire, ou une conception nouvelle.

SIC® et Kromaton® ont choisi de transposer leur appareils de paillasse en gardant la
méme conception a une échelle supérieure (figure 8).
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Figure 8 : CPC industriel SIC (d gauche) et Kromaton® (a droite).

- La conception d'appareils entierement dédiés a la chromatographie préparative
industrielle. Le Dr Foucault et ses collaborateurs (Société Armen®™) proposent un
appareil fondé sur le principe des cellules gravées dans des disques (4x6l en série).
Partus Technologies®™ (figure 9) fabrique un appareil de concept original : les cellules
sont percées en spirale sur un cylindre. Cette solution innovante régle les divers
problémes d'étanchéité liés aux disques. La pression maximale est beaucoup plus
¢levée que les appareils a disques, et la conception permet d'atteindre un nombre de
plateaux théoriques supérieur a 1/cellule, grace notamment a l'insertion dans les
cellules d'un maillage métallique (Multiknit®).

Figure 9 : Partitron (Partus Technologies, Reims). A : vue d'ensemble ; B : rotor ; C :
schéma des cellules.

Les principales caractéristiques disponibles de ces appareils sont indiquées dans le
tableau 2.
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Tableau 2 : caractéristiques des appareils de CPC industriels (n.d. : non disponible).
SIC Kromaton" Partus Armen”
Capacité totale (1) 5,4 5 25 12,5
Matériau du rotor Poly-chlorotrifluoro- Acier inox Titane n.d.
éthyléne (Daiflon”)
Gamme de débits (ml/min) 10-500 75-150 100-1000 n.d.
Pression maximale (bars) n.d. 60 150 n.d.
Rotation maximale (rpm) 1300 1200 1500 n.d.
Nombre de cellules 1040 (2x13 disques) n.d. 766 n.d.
Dimensions (LxPxH cm) 60x81x106 90x62x110  120x85x180 n.d.
Masse (kg) 40 450 1200 n.d.

24. Les phases mobiles et stationnaires en CCC : des
phases liquides issues de systéemes biphasiques

La caractérisation des solvants et de leurs mélanges n'a pas été I'objet de ces travaux et
ne sera pas détaillée ici. Citons cependant quelques notions et outils importants dans le
domaine de la chromatographie de partage liquide-liquide sans support solide, puisque les
mélanges de solvants constituent a la fois les phases stationnaire et mobile de ce type de
chromatographie.

La caractérisation des solvants purs est nécessaire avant de considérer leurs mélanges.
La polarité des solvants est une notion de premiére importance, mais difficile a décrire.
Différentes définitions et classification existent, et font I'objet de chapitres propres dans les
ouvrages de chimie, de CCC et/ou de CPC [13, 21, 66, 73, 74]. Les paramétres lié¢s au
biphasisme, notamment la densité, la tension superficielle et interfaciale ont été largement
étudiées [20, 22, 65, 94, 95].

Le moyen le plus simple de constituer un mélange biphasique est de mélanger deux
solvants non-miscibles. A I'équilibre, chaque phase est saturée par l'autre. Les systémes
binaires sont rarement utilisables en CCC en raison du caractére fixé et limité de leurs
propriétés. Ils conduisent a des constantes de distribution souvent trop élevées ou trop faibles.
Ils peuvent néanmoins étre utilisés en mode déplacement dans certains cas (voir la section
4.1.3.1.). Pour étendre ces propriétés, on peut ajouter un ou plusieurs autres solvants,
constituant alors un systéme ternaire, quaternaire, etc. La description de ces différents types
de systémes, avec la composition des phases conjuguées, est trés utile pour leur utilisation a
bon escient en CCC. C'est pourquoi elle est abordée dans la plupart des ouvrages de CCC
et/ou CPC [12, 21, 66, 75], et rappelée ici.

2.4.1. Mélanges de trois solvants

Le comportement d'un mélange ternaire et la composition des phases formées sont
décrits par un diagramme de phase ternaire, représenté par un triangle équilatéral. Les trois
sommets représentent les trois solvants purs. Les trois faces représentent les mélanges deux a
deux des solvants. Un mélange quelconque est représenté par un point a 'intérieur du triangle.
Les sources bibliographiques expriment généralement les diagrammes en pourcentage
molaire.
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La courbe binodale délimite la zone monophasique de la zone biphasique.

Les lignes de conjugaison sont constituées par les points correspondant a tous les
mélanges ternaires aboutissant a des phases de méme composition. Elle est donnée par
l'intersection de la ligne de conjugaison avec la binodale. L'inclinaison des lignes de
conjugaison permet de visualiser le partage du solvant miscible aux deux autres. Si ces lignes
sont convergentes a une de leur extrémité, elles indiquent que la composition d'une phase
reste sensiblement la méme quelle que soit la teneur en solvant miscible.

La miscibilité des trois solvants entre eux détermine le type de diagramme ternaire :

- Si tous les solvants sont miscibles entre eux, et qu'une zone biphasique apparait pour
certaines proportions du mélange ternaire, le systeme est de type 0. Le seul cas connu
pour des solvants purs est le mélange tétrahydrofurane/diméthylsulfoxide/eau (un
diagramme de type 0 est également constitué¢ par le mélange chlorure de
cobalt/acétone/eau [62] p. 138).

- Si une paire de solvants est non miscible, le diagramme est de type 1. Dans ce cas, un
point de la courbe binodale, située généralement a son sommet et appelé point critique
("plait point", ou point P), représente un mélange (proche de la coalescence) ou les
deux phases ont la méme composition.

- Si deux paires de solvants sont biphasiques, le diagramme est de type I1.

- Si tous les solvants sont partiellement miscibles entre eux, le diagramme est de type
III. Dans ce cas, le diagramme ternaire comporte des zones biphasiques et une zone
triphasique. C'est le cas par exemple pour un mélange 1-butanol/eau/trifluorotoluene.
Ces systemes n'ont pas été utilisés jusqu'a présent en CCC.

Les systemes utilisés en CCC/CPC sont généralement de type I ou II. La série de systemes
M¢BE/alcool/eau, avec tous les alcools comprenant 1 a 4 carbones, est donnée en exemple
pour illustrer ces différents cas (figure 10 a a h).

Pour faciliter leur usage et leur représentation, il est possible de transformer ces
diagrammes triangulaires en % molaire, en diagrammes orthogonaux en % volumique. La
conversion en un diagramme orthogonal se fait en affichant en abscisse un solvant et en
ordonnée le solvant miscible dans les deux autres. Le troisieme solvant n'est pas affiché mais
sa proportion s'obtient par différence. La conversion en % volumique se fait en tenant compte
de la masse molaire et volumique de chacun des solvants. On ne tient pas compte des
éventuelles dilatations ou contractions lors des mélanges, car cette imprécision ne nuit pas a
l'usage qui est fait de ces diagrammes en CCC. L'exemple du diagramme ternaire orthogonal
et en % v/v du mélange MsBE/isobutanol/eau (cas g dans la figure 10) est représenté sur la
figure 11.

Les sources bibliographiques de ces diagrammes ternaires sont la monographie de
Serensen et Arlt [84], compilant les systémes jusqu'en 1980. La revue Fluid Phase Equilibria
(Elsevier) publie régulierement de nouveaux diagrammes ternaires ou quaternaires. Les
systemes de ces deux sources jugés intéressants pour un usage en CCC sont listés en annexe
6.1, classés de fagon croisée et avec mention faite du type de systéme et de 1'orientation des
lignes de conjugaison.
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Méthanol ct3oH Ethanol c,Hs08

H,y0 X CH30C(CH3)3 H,0 X CH30C(CH3)3

1-Propanol  cs;0u 2-Propanol cuscH(oH)CH;

H,0 2 CH30C(CH3)3 g *2 CH30C(CH3) 3
- C4HgOH 2-Butanol cH;cH(0H)CHyCH;
utanol CsHg
l-x-Xp (e) X1 1-x1-%9 (£) X
£
,“\\\“
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H,0 *2 CHIOC(CED3 o *2 CH30C(CH3)3
Isobutanol cH(CH3),CH,0H ter-Butanol c(cH3) 0
,/\
(8)
1-xy-%3 & X1 h\
H,0 x; CH30C(CH3)3  H,0 *2 CH30C (CHz) 3

Figure 10 : diagramme ternaire (% molaire) des systeme MtBE/alcool/eau pour les alcools de
1 a4 carbones (d'apres [51]). a-d) Le diagramme est de type 1. Les alcools préférent d'autant
plus la phase organique que le nombre de carbones est grand. e,g) 1-butanol et isobutanol
conduisent a un diagramme de type II, aux lignes convergentes : la majorité de l'alcool se
partage dans la phase organique. f) Le 2-butanol montre un comportement intermédiaire
entre un diagramme de type I et Il : la zone de biphasisme eau/2-butanol est petite. h) Le ter-
butanol montre un comportement identique au 2-propanol.
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Diagramme ternaire MTBE/Isobutanol/Eau (% vol.)

100,00 1
90,00 4
80,00 4
70,00 4
60,00 -

50,00 -

isobutanol

40,00 +

30,00 A

20,00 1

10,00

0,00 . N
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

eau

Figure 11 : diagramme ternaire (% volume) du systeme MtBE/isobutanol/eau (type II).

L'effet des sels inorganiques sur des mélanges de solvants est bien étudi¢, notamment
pour les systémes contenant des alcools. Par exemple dans un systéme binaire eau/1-propanol
ou eau/2-propanol, monophasique en toutes proportions en l'absence de sels, 1'ajout de
chlorure (LiCl, NaCl, KCl...) rend le systéme biphasique. La modification du biphasisme de
mélanges binaires avec des alcools plus lourds est également observé [5]. Cet effet appelé
relargage ("salting-out") s'observe également dans le cas de systémes ternaires. L'ajout d'un
sel dans un systéme ternaire a pour effet d'augmenter la taille de la région biphasique, et
modifie 'orientation des lignes de conjugaison, en favorisant le partage du solvant miscible a
l'eau dans la phase organique [69, 80, 88]. Cette propriété peut &tre mise a profit pour moduler
la sélectivité de systémes biphasiques vis-a-vis de solutés trop hydrophiles par exemple. Un
exemple de diagramme eau/éthanol/1-pentanol/NaCl est représenté en figure 12.

ethanol

sodium
chloride

1-pentanol

Figure 12 : diagramme du systeme eau/éthanol/l-pentanol/NaCl [69]. Les zones de
biphasisme (2L), de monophasisme (1L), et la présence de sel sous forme non dissoute (1S)
sont représentées.
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2.4.2. Mélanges de quatre solvants ou davantage

Les systemes quaternaires peuvent également se représenter par un diagramme en trois
dimensions. Ils ne sont pas disponibles pour une variété de systémes aussi large que dans le
cas des systémes ternaires. Deux exemples sont donnés dans la figure 13.

Ethanol

CH,0

‘Water
Figure 13 : diagrammes quaternaires des systémes eau/éthanol/M/BE/1-octanol (a gauche,
[1]) et méthanol/toluéne/2,2,4-triméthylpentane/eau (a droite, [27]).

2.4.3. Toxicite

Un aspect important a considérer lors de 1'usage des solvants organiques est leur
toxicité. Il existe différentes échelles de toxicité pour classer le caractére nocif des solvants
organiques, et il n'est pas toujours facile d'avoir une idée précise de la toxicité d'un solvant
donné. Par ailleurs, dans une perspective de chromatographie préparative industrielle, il faut
mentionner l'existence de limites de solvants résiduels dans le produit final, notamment dans
le domaine pharmaceutique. En outre des solvants atoxiques peuvent étre susceptible de
contenir des impuretés toxiques (comme l'isophorone dans I'acétone).

Un tableau récapitulant la toxicité des solvants couramment utilisés en CCC est donné
en annexe 6.1.

2.5. Les modes de développement

Il existe différents types de chromatographie : chromatographie d’adsorption, de
partage, d’échange d’ions, d’exclusion, d’affinité. On peut y faire varier de nombreux
parametres : la nature de la phase stationnaire, la composition de la phase mobile, le débit, etc.
Mais une caractéristique encore plus globale de la chromatographie est son type de
développement.

Une chromatographie liquide est fondée sur les différences d'équilibre présentées par
des solutés entre une phase stationnaire et une phase mobile. Le degré d’interaction doit se
situer entre deux extrémes :

- La fixation irréversible des analytes sur (ou dans) la phase stationnaire ;
- L’absence totale d’interactions.

Par mode de développement, on désigne le processus a I’origine de la force motrice
responsable de la mobilité des analytes dans la colonne.
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On distingue 3 types de modes de développement : le mode frontal, le mode par élution
(isocratique ou graduée) et le mode par déplacement.

Le mode frontal consiste a injecter une phase mobile contenant une concentration connue
d'un ou plusieurs analytes. Il sert 4 mesurer des constantes d’adsorption et des isothermes de
partage. Il est mis a profit dans la technologie du lit mobile simulé. Il ne sera pas étudié ici.

Les modes par ¢élution et par déplacement sont décrits plus en détail dans la suite.

2.5.1. La chromatographie en mode élution

2.5.1.1. Introduction

Le mode par ¢lution est largement utilis¢é en CPC. Nos objectifs ont été de proposer
des systémes de solvants originaux, présentant des sélectivités intéressantes, atoxiques et
formés par des solvants a bas point d'ébullition (voir section 3.). Nous avons par ailleurs tenté
de contribuer a élargir les stratégies disponibles pour le choix d'un systéme de solvants (voir
section 4.).

2.5.1.2. Principe

La force motrice est essentiellement la force ¢éluante de la phase mobile. La
caractérisation de cette force ¢luante est complexe. Elle prend en compte la polarité, la
constante diélectrique, la force ionique... Dans le mode par élution, c’est I’action "lavante"
des molécules de solvant sur les analytes fixés sur (ou dans) la phase stationnaire qui est
responsable de leur mobilité. Si la composition de la phase mobile reste la méme tout au long
de la chromatographie, on parle d’¢lution isocratique ; si la composition de la phase mobile
varie au cours du temps, on parle d’¢lution graduée. Le mode par €lution peut s’appliquer a la
chromatographie d’adsorption, de partage, d'échange d'ions, de paires d’ions.

Chaque molécule de soluté présente un équilibre d’interaction propre entre la phase
stationnaire et la phase mobile. Cet équilibre est constant au cours d’une élution isocratique,
et varie au cours d’une chromatographie graduée. Dans les deux cas, chaque soluté progresse
a une vitesse propre dans la colonne, appelée vélocité. Ce phénomene est illustré par la figure
14.

2.5.1.3. Les approches pour trouver une bonne sélectivité

Le choix d’un systéme de solvants pour un développement par élution doit aboutir a
un systéme pour lequel les solutés a séparer se répartissent équitablement entre les deux
phases. La sélectivité dépend ensuite des solvants constituant le systéme, et ne peut étre
prédite a I’avance. Pour trouver un tel systéme, deux approches sont possibles : I’approche
“bon solvant” et I’approche gamme de systémes. Nous avons décrit et mis ces deux
démarches en perspective dans un ouvrage collectif récent [75].

29



conc., ¢, {M]

'2[%} " 30 ©

Figure 14 : chromatographie en mode élution : chaque soluté progresse a une vélocité propre
dans la colonne. Plus la colonne est grande (z), plus les produits sont distants les uns des
autres (t), mais de plus en plus dilués (c) [33].

2.5.1.3.1. L'approche bon solvant

L’approche “bon solvant” est déterminée par le choix préliminaire d’un solvant
solubilisant fortement 1’échantillon (d'ou le terme de bon solvant). Puis un systéme ternaire
est constitué par ’ajout de deux autres solvants non-miscibles entre eux. Dans ce systéme
biphasique, le bon solvant va se répartir entre les deux phases selon les lignes de conjugaisons
du diagramme ternaire, c’est-a-dire selon des caractéristiques propres a chaque mélange
ternaire. On attend au final du bon solvant qu’il joue le réle de “véhicule” pour les solutés a
séparer, dans le sens ou il entraine ces solutés dans la phase que lui-méme préfere.

Deux familles de systémes peuvent dés lors étre distinguées :

- Lessystemes de type O et I :

Dans ces systémes, le bon solvant se partage entre le solvant le plus polaire et le moins
polaire. Le partage des analytes entre ces deux phases se module en jouant sur la
proportion de bon solvant, de fagon a obtenir un Kp moyen voisin de 1. Cela correspond a
la situation dans laquelle les especes les plus lipophiles de 1'échantillon se trouvent dans la
phase la moins polaire, et les composés les plus hydrophiles dans la phase la plus polaire.
Le bon solvant permet aux solutés de 1'échantillon d'étre présents dans les deux phases :
on peut lui donner dans ces conditions le nom de "solvant pont" (voir figure 15).

Ce genre de systéme se préte exclusivement a un usage en mode isocratique.

30



Diagramme ternaire de type 1

100,00 +

Solvant pont

Modulation du partage des solutés de I’échantillon dans
les phases par variation de la proportion de solvant pont
90,00 4
80,00 Q <> <> <> <>
Phase organique
70001 riche en B SO0 <
60,00 <> <> <> Q <>
Ajolt de solvant —
50,00 1 <> O
Phase aqueuse
40001 riche en A & %
30,00 - Q <>
20,00 | Faible proportion Forte proportion
de solvant pont : de solvant pont :
10,00 { , .
les solutés sont dans les solutés se partagent
0,00 la phase organique dans les deux phases

0,00 20‘,00 40‘,00 60:00 80‘,00 10(5,00

solvant A
Figure 15 : modulation du partage d'un échantillon par variation de la proportion en solvant-
pont dans un systeme de type 1.

- Les systemes de type 1 :

Ces systémes sont constitués par deux solvants A et B miscibles entre eux auxquels on
ajoute un troisiéme solvant C non miscible aux deux premiers. L'échantillon doit présenter
les solubilités relatives suivantes :

Solvant A < Solvant C < Solvant B

Dans ce cas, dans un systeme biphasique binaire A-C, 1'échantillon préfére la phase C.
L'ajout d'un solvant B se partageant préférentiellement dans le solvant A va entrainer
I'échantillon dans la phase A. On peut donc moduler le partage des solutés de I'échantillon
dans les deux phases en jouant sur la proportion de solvant B (voir figure 16). Dans ce cas,
ce solvant B, présent majoritairement dans une seule phase, ne peut étre appelé "solvant-
pont". Il est plutot un solvant extractant.

La plupart de ces systémes présentent en outre des lignes de conjugaison
convergentes. Par conséquent, ces systémes se prétent a des €lutions graduées, dans
lesquelles la proportion de solvant B dans la phase mobile augmente au cours de la
chromatographie, sans affecter de fagcon significative la composition de la phase
stationnaire composée majoritairement du solvant C.

Quel que soit le type de systéme utilisé, I'approche "bon solvant" est intuitive et est
susceptible d'aboutir a un systéme présentant une excellente sélectivité, en raison de la grande
variét¢ de systémes possibles. Le choix d'un systéme peut néanmoins étre difficile pour un
utilisateur non averti.
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Diagramme ternaire de type 2 aux lignes de
conjugaison convergentes
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Figure 16 : déroulement d'une chromatographie par élution graduée, utilisant la phase riche
en C comme phase stationnaire et la phase riche en A comme phase mobile. Les solutés de
l'échantillon ont une plus grande affinité pour le solvant C que pour le solvant A. Le solvant B
se répartit préferentiellement dans la phase A et est capable d'extraire les solutés dans la
phase A. Une augmentation progressive, pendant la chromatographie, de la proportion de B
dans la phase mobile va extraire les solutés de la phase stationnaire dans la phase mobile
riche en A. Un exemple typique est la séparation de saponosides avec le systeme A/B/C
acétate d'éthyle/1-butanol/eau [76].

2.5.1.3.2. L'approche par gammes

Le principe des gammes de solvants consiste a tester le comportement de 1'échantillon
dans plusieurs systemes prédéfinis. Ces systemes résultent de la combinaison de différents
systemes en proportion variées, de facon a couvrir une large gamme de polarité. Au moins un
de ces systemes est susceptible de solubiliser 1'échantillon et de présenter une sélectivité
satisfaisante pour réaliser une chromatographie. Différentes gammes ont été décrites jusqu'a
présent et sont actuellement utilisées avec succes [21, 74, 75].

Deux types de gammes existent :
- les gammes homogenes, dans lesquelles deux systémes de polarité globale trés

différente sont combinés graduellement. Ces gammes et leur usage sont décrits en
détail dans divers ouvrages relatifs a la CCC [75]. Parmi ces gammes on trouve :

* La gamme Oka : 16 systemes résultant de la combinaison des systeémes
hexane/méthanol/eau (non polaire) et 1-butanol/eau (polaire) ;

* La gamme HBAW : 7 systémes résultant de la combinaison des systémes
hexane/acétonitrile (non polaire) et 1-butanol/eau (polaire) ;
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* La gamme Margraff-ARIZONA : 23 systémes résultants de la combinaison des
systémes n-heptane/méthanol (non polaire) et acétate d'éthyle/eau (polaire). La
gamme Arizona étendue est formée par le remplacement partiel ou total de
l'acétate d'éthyle par le M7/BE et du méthanol par l'acétonitrile. Une des limites
de cette variante est la formation de systémes triphasiques pour certains
mélanges riches en acétonitrile ;

* La gamme Glyme : 21 systémes résultants de la combinaison des systémes n-
heptane/méthanol (non polaire) et éther de MrBE/diméthyléthyléne glycol/eau
(polaire) ; Cette gamme a été particuliérement destinée a répondre a la nécessité
d'une gamme solubilisant efficacement une large variété d'échantillons.

- Une gamme hétérogene, constituée par une suite logique de différents systémes : la
gamme Abbott. Elle fait intervenir 10 solvants différents, organisés en trois groupes de
systémes, lipophiles (3 systémes), intermédiaires (5 systémes) et polaires (5 systemes).

On peut remarquer qu'aucune de ces gammes n’est articulée autour d’un solvant pont
unique. Nous décrirons la mise au point d'une telle gamme dans la partie expérimentale de
cette these.

2.5.1.3.3. Avantages et inconvénients des deux approches

La meilleure fagon de juger ces deux approches consiste a comparer la fagon dont elles
réglent les deux difficultés essentielles de la chromatographie sans support solide : la
solubilisation de 1'échantillon et la sélectivité vis-a-vis des composés d'intérét.

2.5.1.3.3.1. La solubilisation de 1'échantillon

Le probléme le plus fréquent qui se pose lors d'une utilisation de la CPC a une échelle
vraiment préparative est celui de la mise en solution de 1'échantillon. A cet égard, la stratégie
"bon solvant" est la meilleure. En effet, le systéme est construit autour du meilleur solvant de
'échantillon, garantissant le maximum de solubilité dans le systéme final. Les gammes de
solvants, par contre, sont congues pour faire varier la polarité globale des systémes, mais sont
généralement assez limitée quant a la capacité de solubiliser une grande masse d'échantillon.

2.5.1.3.3.2. Trouver le systeme montrant la sélectivité idéale

La possibilité d'utiliser une variété quasi-infinie de phases stationnaires est a la fois une
force et une faiblesse de la CCC. C'est une force dans le sens ou parmi la trés grande variété
de systémes biphasiques, il est possible de trouver un systéme présentant une sélectivité idéale
pour n'importe quel échantillon. Mais comment trouver ce systeme ? Cette difficulté est la
raison pour laquelle la CCC a du mal a s'imposer a des utilisateurs qui en tireraient de grands
bénéfices (chimistes, pharmacognostes, industriels...). En comparaison, le protocole de mise
en ceuvre d'une séparation par CLHP est simple : la mise au point des conditions
expérimentales se résume généralement au choix d'un fabriquant pour une colonne C18, du
gradient de la chromatographie et du modifiant de la phase mobile aqueuse (méthanol ou
acétonitrile). En CCC, la mise au point est plus complexe.
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C'est pour répondre a ce besoin de protocoles simples que des gammes de solvants ont été
mises au point. Elles constituent un outil utilisable par un utilisateur méme non spécialiste, et
leur usage aboutit en général a un systeme présentant un sélectivité satisfaisante. Elles
présentent néanmoins l'inconvénient majeur de restreindre le champ des solubilités et des
sélectivités, alors que c'est l'intérét majeur de la CCC de pouvoir faire varier ses phases a
l'infini. En suggérant "qu'en dehors de la gamme, pas de salut", elles amputent radicalement le
champ d'action de la CCC.

2.5.2. La chromatographie en mode déplacement

Le mode par déplacement est peu utilisé dans les laboratoires analytiques. Sa vocation
préparative le rend davantage familier aux ingénieurs en procédés. En effet, alors que les
critéres de succes d’une séparation analytique sont la résolution et la rapidité, celui utilisé
pour juger d’une séparation préparative est la productivité. Le mode de développement par
déplacement a fait I’objet d’un intérét et d’un nombre de travaux grandissants depuis quelques
dizaines d’années. Cela prouve son caractere indispensable a 1’échelle industrielle. En effet, il
propose une solution plus qu’intéressante aux problématiques posées par 1'échelle préparative.
Il permet d'obtenir des composés de grande pureté avec des rendements élevés. Il peut méme
dans certains cas concentrer les solutés par rapport a I’échantillon injecté.

On a vu que la chromatographie sans support solide était en soi une méthode trés bien
adaptée a l'échelle préparative (voir la section 2.2.3.2.). Son utilisation en mode déplacement
augmente encore ses performances en tant qu'outil préparatif. Cependant le caractére liquide
des deux phases requiert un savoir-faire particulier li¢ notamment au choix des solvants. La
situation se complique d’autant lorsqu’il s’agit de procéder par déplacement par échange
d’ions, comme on le verra dans la section 4.

La suite de ce chapitre pose les notions nécessaires a la compréhension de ce mode
particulier. Sa mise en ceuvre est différente selon qu'il s'agit d'une chromatographie sur
support solide ou sans support solide. Nous abordons d'abord le déplacement sur phase solide,
puisque c'est un domaine connu et bien caractérisé. Cette étude nous permettra de distinguer
les chromatographies d'adsorption et de partage, de la chromatographie par échange d'ions.
Nous verrons ensuite dans quelle mesure les caractéristiques du déplacement sur support
solide peuvent s'appliquer a la chromatographie sans support solide, et quelles en sont les
particularités. Un survol du champ d'applications du mode par déplacement est enfin proposé.

2.5.2.1. Historique

Bien que Tswett (biographie en annexe 6.5) remarque dés 1906 qu’une surcharge
massique de I’échantillon produit une compétition pour 1’adsorption, c’est Tiselius
(biographie en annexe 6.5) qui décrit en premier, en 1943, les caractéristiques de ce mode de
développement en le comparant au mode frontal et par ¢lution [89, 90]. Il fait adsorber du
saccharose sur du charbon activé et le déplace avec du phénol. Le terme de "displacement
development" s’impose déja lorsque Bendall et al. utilisent pour la premicre fois de la zéolithe
échangeuse de cations pour séparer des bases et des acides aminés en les déplagant avec de
I’ammoniaque [2]. Claesson sépare des sucres en 1948. En 1950, Spedding et al. séparent des
terres rares par déplacement par échange d’ions [85]. Mais c’est I’apparition de phases
stationnaires présentant des cinétiques de transfert de maticre élevées utilisables de surcroit en
CLHP qui incite a I’analyse approfondie de ce type de développement, en particulier dans son
application aux biomolécules. A partir des années 80, de nombreux auteurs, en particulier
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Horvath, démontrent 1’intérét du déplacement par partage pour la purification d’acides aminés
et de peptides d’abord, puis de nombreuses molécules bioactives, en utilisant des colonnes a
polarité de phases inversée [14]. Les derniers développements en chromatographie par
déplacement portent sur les deux aspects essentiels de la chromatographie : les phases
stationnaires et les déplaceurs. Le mode par déplacement a été appliqué sur des phases
stationnaires telles que des colonnes monolithiques [25, 82], des phases a cyclodextrines
chirales [19], des phases de chromatographie par interaction hydrophobe (un type de
chromatographie inverse utilisant des phases stationnaires présentant un taux de greffage trés
faible et des phases mobiles polaires et salines, et particulicrement utilisé pour la séparation
de protéines) [87], des phases a récepteurs greffés (chromatographie d'affinité) [67], des
polyméres de cryptands [86], des phases stationnaires en chromatographie annulaire
permettant un fonctionnement en continu [26]. La recherche de nouveaux déplaceurs propose
régulicrement des solutions spécifiques a des problémes de séparation particuliers. Des
déplaceurs tels que la saccharine [91], des dérivés de triazine ou de phloroglucinol [92],
I’acide phytique [53], des antibiotiques [49], des polymeéres d’ammonium [81] ou du dextran
[46] ont été développés récemment. On peut considérer que le pH-zone refining inventé par
Ito (voir la section 2.5.2.4.1.) est une contribution majeure a la chromatographie par
déplacement. Une autre combinaison du développement par déplacement avec le
chromatofocusing (une méthode utilisant des gradients de pH dans la colonne) permet de
travailler sans déplaceur classique, et est particulierement adaptée a la séparation de protéines
[68].

2.5.2.2. Le principe général

Le mode par déplacement est fondé sur la compétition des solutés entre eux lors de la
chromatographie. Cette compétition est a I'origine d'interactions entre analytes, qui sont un
facteur de séparation supplémentaire s'ajoutant aux interactions entre les analytes et la phase
stationnaire. Deux conditions doivent étre obligatoirement remplies pour qu'un phénoméne de
compétition soit observé [11, 14, 48, 97] :

- Il faut que tous les solutés en présence montrent un comportement non-linéaire ; ce
comportement est déterminé par les conditions expérimentales de la chromatographie ;

- Il faut que la phase mobile pure ait une aptitude faible a entrainer les solutés ;
l'interaction entre la phase mobile pure et les analytes doit étre faible relativement a
I'ensemble des interactions mises en jeu dans la chromatographie, qui sont, elles,
déterminées par le choix des espéces et des phases. On peut décrire le choix des
phases et des especes comme un casting d'acteurs pour un scénario précis.

Ces deux conditions sont discutées ici.

2.5.2.2.1.1. Notion de linéarité

Un processus chromatographique se réalise dans un régime linéaire s'il remplit les deux
conditions suivantes [32-35, 79] :

- Pour chaque analyte, il existe une proportionnalité entre la quantité injectée et
l'intensité du signal a la sortie de la colonne ;
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- L'injection d'un échantillon composé de plusieurs analytes aboutit apres
développement a un chromatogramme qui est la somme des réponses obtenues apres
l'injection de chaque analyte seul.

Dans ces conditions, les analytes évoluent dans la colonne a des vélocités différentes,
aboutissant a un développement par élution. Le régime linéaire s'observe quelle que soit la
concentration des analytes si les conditions de chromatographie sont idéales. Cela signifie :

- Une capacité de la colonne infinie ;

- Pas d'interactions entre analytes ;

- Pas de surcharge en échantillon ;

- Débit et écoulement uniforme ;

- Solubilité parfaite des analytes dans les phases ;
- Pas d'effet de bord.

C'est dans ces conditions que la grande majorité des utilisateurs cherchent a travailler,
évitant soigneusement la surcharge de la colonne et tentant de réduire les phénomenes
indésirables annexes. Remarquons néanmoins qu'on peut se situer dans une gamme de
concentration non surchargeante, et pourtant observer des phénomenes de non-linéarité.

Paradoxalement, le mode par déplacement tire profit du caractére non-idéal de la
chromatographie. En effet, dans la réalité, la capacité de la colonne est limitée, et la linéarité
ne s'observe que pour des concentrations inférieures a une valeur donnée. Pour des fortes
concentrations, les analytes entrent en compétition pour la phase stationnaire : pour un
segment donné de colonne, le nombre de sites d'interaction disponibles est inférieur a la
quantité d'analytes en présence. Dans ce cas, si deux types d'analytes sont en compétition pour
un site, les analytes présentant la constante d'association la plus grande réagiront en plus
grande proportion avec la phase stationnaire, repoussant l'autre type d'analytes dans la phase
mobile. Les analytes ont une influence les uns sur les autres.

Ce phénomeéne a pour conséquence de perturber le rapport de linéarité existant entre
I'échantillon injecté et les profils des solutés dans I'éluat : la chromatographie se réalise dans
un régime non-linéaire. Dans ce cas :

- L'intensité du signal d'un analyte seul n'augmente pas proportionellement avec un
accroissement de la quantité injectée ;

- L'injection d'un mélange d'analytes n'aboutit pas a une superposition additive des
signaux des analytes injectés séparément.

La transition d'un régime linéaire a un régime non-linéaire est donc liée a la surcharge de
la phase stationnaire. Les isothermes de distribution sont destinés précisément a rendre
compte de cette transition.

2.5.2.2.1.1.1. Les isothermes de distribution

L'isotherme de distribution représente la proportion de soluté dans la phase stationnaire
(ou a sa surface) en fonction de la proportion de soluté dans la phase mobile. Ce rapport
dépend de la température. Différents types d'isothermes théoriques sont décrits dans la
littérature.
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Dans le cas d'une chromatographie par adsorption ou partage, I’isotherme pour un couple
soluté/phase stationnaire se rapproche généralement du type isotherme de Langmuir, qui est

de la forme (voir figure 17) :

ax aC ,
= soitC,  =——mob Equation 5
Yl bx =1 bC (Eq )

mob
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Figure 17 : isotherme de distribution de type Langmuir

Tant que le systeme est dans un régime linéaire (le début de la courbe, c’est a dire des
faibles concentrations ne saturant pas la phase stationnaire), la proportion de soluté¢ dans la
phase stationnaire augmente proportionnellement avec sa concentration dans la phase mobile.
Pour des concentrations élevées, la concentration dans la phase stationnaire “plafonne” : la
phase stationnaire est saturée. Dans ces conditions, les différents solutés vont entrer en
compétition pour la phase stationnaire : c’est le régime non-linéaire.

Différents analytes présentent généralement des isothermes de distribution distincts :
les analytes présentant la plus grande constante d'association avec la phase stationnaire sont
les courbes les plus hautes (figure 18).

Isotherme de Langmuir pour différents solutés
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Figure 18 : isothermes de distribution pour différents analytes (NB: la notion de déplaceur
est définie en section 2.5.2.2.1.2.).
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Si les analytes sont soumis a un processus d'échange d'ions, les isothermes d'échange
des solutés seuls ne sont pas forcément de type Langmuir. Des courbes trés diverses sont
décrites. Une isotherme d'échange d'ions existe donc pour une phase stationnaire donnée, de
capacité donnée.

2.5.2.2.1.1.2. Tracé de l'isotherme de distribution

Deux méthodes sont utilisables pour tracer une isotherme de distribution pour un
soluté selon que 1’on a affaire a une phase stationnaire solide ou liquide.

- Dans le cas d’une phase stationnaire solide [45, 52] :

11 faut réaliser une série de chromatographies en mode frontal (la phase mobile contient le
soluté en concentration connue) avec des concentrations en soluté croissantes Ci. On note le
volume Vy, nécessaire pour que le soluté sorte de la colonne. Si Vj est le volume mort de la
colonne, on peut calculer la quantité adsorbée exprimée par la concentration [i] :

[i]m =(V, - VO)[i]me (Equation 6)

On recommence 1’opération avec une phase mobile plus concentrée, mais en laissant

les solutés adsorbés lors du passage précédent, jusqu’a arriver a la zone non-linéaire de

I’isotherme ou a la limite de solubilité¢ du soluté. On peut connaitre le nombre de moles
cumulées a I’étape j-1, exprimée par la concentration [j] donnée par la relation :

[j]sm, =V, - Vo)[j]mgb + [j - l]m (Equation 7)

Puis I’on trace directement 1’isotherme de distribution.

- Dans le cas d’une phase stationnaire liquide :

La mesure de la concentration en soluté dans chaque phase donne directement les
coordonnées de I’isotherme. Une courbe de régression de 1’isotherme de Langmuir peut
s’obtenir facilement. L’équation (8) pouvant également s’écrire :

L _1+6C,, 11 + b (Equation 8)
C.u aC aC a

mob

mob

cela nous permet, en portant 1/Cgyy en fonction de 1/Cyop, une droite de pente 1/a et
d’intercept b/a, d’ou I’on peut tirer les constantes a et b nécessaires pour tracer 1’isotherme sur
le graphe Cga=f(Cmob)-

2.5.2.2.1.2. Les acteurs et le scénario

Rappelons le role des phases stationnaire et mobile dans le cas d'un développement par
¢lution : la phase stationnaire immobilise les analytes, tandis que la phase mobile les entraine.
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C'est I'équilibre entre ces deux phénomenes, différent pour chaque analyte, qui est a 1'origine
de la progression des analytes dans la colonne a des vélocités différentes.

Dans un développement par déplacement, ces roles sont distribués différemment :

- La phase stationnaire immobilise les analytes. Ces interactions peuvent étre de type
adsorption, partage sur phase greffée (C18 en général), échange d'ions, échange de
ligandes. Si les interactions sont de type échange d'ions, un échangeur présent a la
surface ou dans la phase stationnaire est nécessaire. Un échangeur est une espece
ionisée, capable de fixer par interaction €lectrostatique une espéce de charge opposée ;

- Cette phase stationnaire doit étre préalablement conditionnée par un reteneur. Un
reteneur est une espece présentant le méme type d'interaction avec la phase
stationnaire que les analytes a séparer, avec néanmoins une affinité pour la phase
stationnaire inférieure a tous les analytes en jeu. Ce reteneur peut étre soit dissout dans
la phase stationnaire, soit li¢ de facon non covalente a la phase stationnaire ;

- Les solvants constituant la phase mobile ne sont pas ¢éluants a eux seuls. Ils sont
incapables de mobiliser les analytes ;

- Une espece supplémentaire, introduite dans le systéme par la phase mobile, déplace
les analytes de leur fixation sur la phase stationnaire : c'est le déplaceur, ou
développeur : lui aussi présente le méme type d'interaction avec la phase stationnaire
que les analytes a séparer, mais avec une constante d'association plus grande que ces
derniers. C'est le déplaceur qui est a l'origine de la force motrice de la
chromatographie.

Les différentes espéces en jeu présentent donc des affinités différentes vis-a-vis de la
phase stationnaire (des valeurs de constantes d'association). Ces affinités sont résumées par
les équations suivantes :

k k
1
Phase stationnaire + Reteneur —— Phase stationnaire + Soluté —t3—> Phase stationnaire + Déplaceur
k,<k,<k,<k;
(Equation 9)

Les types d'interaction entre les especes (analytes, reteneur, déplaceur) et la phase
stationnaire abordés dans la suite sont au nombre de trois : adsorption, partage et échange
d'ions. L'échange de ligandes (ou les sites actifs de la phase stationnaire sont des chélatants)
ne sera pas abordé, mais son principe se rapproche de celui de 1'échange d'ions.

Le moteur d'une chromatographie par déplacement est donc 1'introduction dans le systeme
d'un déplaceur. C'est lui qui va déterminer les caractéristiques de rétention des analytes.

D'un point de vue pratique, le développement par déplacement implique un séquencage
des opérations, que I’on peut décomposer de la fagon suivante :
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1) Préparation de la phase stationnaire : conditionnement de la colonne avec le reteneur.
Si la phase stationnaire est solide, le reteneur est introduit avec une phase mobile ; si la
phase stationnaire est liquide, soit le reteneur y est directement dissout, soit
I'échangeur utilisé comporte d'emblée le reteneur associé.

2) Injection de 1’échantillon (le volume pouvant étre non négligeable) : les solutés sont
retenus ou extraits par la phase stationnaire et s’accumulent progressivement en
commengant par la téte de la colonne ;

3) Une fois les solutés fixés, une phase mobile contenant le déplaceur est injectée ; les
solutés sont déplacés et progressent dans la colonne a une vitesse appelée vélocité,
exprimée en cm.s-1, et qui peut s'écrire de la manicre suivante :

S I (Equation 10)

[i],
1+ @ - stat
[l]mob
ou v, est la vélocité¢ de la phase mobile, @ le rapport entre la quantité de phase

stationnaire libre par unité de volume et la quantit¢ de phase mobile dans la colonne,
[i]m et [i]mvb la concentration en espéce i dans les phases stationnaire et mobile

respectivement. A la fin de la chromatographie, quand tous les analytes sont élués, la
colonne ne contient plus que du déplaceur associ¢ a ses sites d'interaction.

4) Régénération de la colonne, dans laquelle le déplaceur est remplacé par le reteneur
pour une utilisation ultérieure.

Les phénomenes en jeu a chaque étape se déroulent dans un régime non-linéaire. Ils
différent selon que 1'on considére une chromatographie sur phase solide ou sans phase solide.

2.5.2.3. Le mode déplacement sur phase solide

Les interactions entre analytes et la phase stationnaire sont différents selon qu'il s'agit
d'une chromatographie par adsorption (sur silice, alumine, etc) ou partage (sur silice greffée
C18 par exemple), ou d'une chromatographie par échange d'ions (sur une résine échangeuse
d'ions). Chaque cas est discuté séparément ici.

2.5.2.3.1. Le cas des chromatographies d'adsorption et de partage

2.5.2.3.1.1. Non-linéarité par surcharge massique

La non-linéarité est une condition nécessaire pour la réalisation d'une chromatographie par
déplacement. Or le seul moyen de saturer une phase stationnaire en mode adsorption ou
partage est d'injecter une grande quantité d'échantillon. Il faut veiller néanmoins a surcharger
la colonne de fagon adaptée. En effet, deux types de surcharge sont possibles : la surcharge
volumique et la surcharge massique. Seule la surcharge massique conduit a un régime non-
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linéaire. Si ces deux types d'injection sont suivis d'un développement par élution, on peut les
distinguer facilement :

- La surcharge volumique :

Si pour un faible volume d’échantillon, la colonne n’est pas surchargée (régime
linéaire), I’augmentation du volume de 1’échantillon (de méme concentration) conduit a un
agrandissement du pic en largeur et en hauteur (en gardant le méme profil gaussien) jusqu’a
¢ventuellement prendre une forme de plateau dans sa partie supérieure (figure 19a). Dans ce
cas, la phase stationnaire n'est jamais saturée. La relation entre la concentration de
I'échantillon et la concentration de sortie des analytes reste proportionnelle (jusqu'a atteindre
la méme valeur) : on est dans un régime linéaire.

- La surcharge massique :

Si la concentration de l'analyte dans 1’échantillon excéde la capacité de la colonne
méme dans un petit volume (régime non linéaire), le front d'échantillon est abrupt et
correspond a 1'¢lution d'un segment de phase mobile en équilibre avec un segment de phase
stationnaire chargé au maximum, tandis que la queue du pic traine, notamment en raison des
phénomenes de diffusion longitudinale (figure 19b). La relation entre concentration de
'échantillon et de 1'¢luat n'est pas proportionnelle : le régime chromatographique est non-
linéaire. Dans ce cas, la non-linéarit¢ s'accompagne d'une asymétrie du pic. Dans ces
conditions également, le chromatogramme obtenu apres l'injection d'un échantillon composé
de plusieurs analytes n'est pas superposable a la somme des chromatogrammes des analytes
seuls. La compétition entre les analytes modifie les équilibres entre phase stationnaire et
phase mobile, et par conséquent les temps de rétention.

—_—
6 7 ¢

a) Déformation des pics pour une b) Déformation des pics pour une
surcharge volumique croissante de 1 a 4. surcharge massique croissante de 1 a 5.

Figure 19 : illustration d'une surcharge volumique et massique dans le cas de la

chromatographie d'adsorption ou de partage sur support solide, apres un développement en
mode élution [83].

A partir de cet état de surcharge initial, on peut procéder a un développement par élution
(avec une phase mobile sans déplaceur) ou déplacement (avec un déplaceur). Si I'on procede
par ¢lution, 1'échantillon va étre progressivement dilué et la chromatographie peut se retrouver
dans un régime linéaire. Dans le cas d'un échantillon composé de plusieurs analytes, ils
interagissent entre eux au début de la chromatographie, s'excluant les uns les autres tant qu'ils
surchargent la colonne, les uns jouant le réle de déplaceur pour les autres. Puis les pics
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tendent vers une forme gaussienne. Le profil d'élution résultant sont des courbes de profil
intermédiaire (voir figure 20).

conc., ¢, [M]

Figure 20 : aspect dynamique de la séparation de deux analytes en cas de surcharge
massique et avec un développement par élution [35].

2.5.2.3.1.2. Concentration des especes dans I’éluat

En mode par déplacement, si les phénomeénes de rétention sont du type adsorption ou
partage, la concentration de chaque espece dans le train est déterminée par la concentration en
déplaceur et par les isothermes de distribution du déplaceur et de chaque espéce. Dans la
théorie initialement développée par Tiselius puis Claesson, la relation (11) donne 1’équation
de la droite de fonctionnement :

q, =aC, (Equation 1)
avec q = concentration dans la phase stationnaire, C = concentration dans la phase mobile et a
= constante. La droite de fonctionnement (operating line) est une droite passant par 1’origine
et le point de I’isotherme de distribution du déplaceur correspondant a sa concentration dans
la phase mobile a 1’équilibre dans la colonne. C'est en quelque sorte une ligne de vélocité
constante, c'est pourquoi on peut aussi lui donner le nom de droite de vitesse (voir la section
2.5.2.3.1.4. sur le déplacement isotachique des solutés). L'intersection avec les isothermes de
distribution des différentes espéces indique la concentration de ces espéces dans 1’¢luat.
L’espece la plus retenue montre une isotherme de distribution dont I’ordonnée de cette
intersection est la plus élevée. Les solutés sortent donc avec des concentrations de plus en
plus élevées (voir figure 21). Des molécules présentant des isothermes d’adsorption
identiques ou des isothermes se croisant ne sont pas séparées.

Cette théorie permet de rendre compte de la sortie en gradins de concentration des
solutés. Elle permet également d'expliquer pourquoi un soluté au comportement linéaire
(présentant une isotherme linéaire) ne peut étre soumis a un développement par déplacement :
son isotherme ne croise jamais la droite de fonctionnement. Il faut donc que les solutés
présentent un fléchissement de l'isotherme, c'est-a-dire qu'ils soient capables de saturer la
phase stationnaire. Enfin, méme dans des conditions non linéaires, si un soluté présente une
treés forte affinité pour la phase mobile (son isotherme est dans ce cas trés basse, en-dessous de
celle du déplaceur et ne coupe jamais la droite de fonctionnement), il est ¢lué sous forme de
pic méme en présence d'un déplaceur.
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Cette théorie a été retouchée ensuite par Hagdahl et Tiselius pour expliquer la présence
d'un soluté dans le gradin qui le suit [10] (voir la section 4.2.3.4.1.).

Concentration dans la
phase stationnaire

qdéplaceL r
q I
Q4
)
L)
1]
C1 CZ Cdéplaceuponcentration§
Volume dans la phase
d’éluat 1 mobile

Soluté 2

/) neplacenr
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Figure 21 : détermination de la concentration de sortie des analytes par le déplaceur (a
gauche, d'apres [79]) et fractogramme d'un développement par déplacement de trois analytes
en mode adsorption ou partage [35].

2.5.2.3.1.3. Formation du train d'analytes

Quel est le mécanisme de formation du train de solutés, et comment ce train se
déplace-t-il une fois formé ? Une espéce ne peut avancer que si elle est déplacée dans la phase
mobile. Or, une espéce est déplacée tant qu’elle est en compétition avec une espece de plus
forte affinité qu’elle. Dés qu'une espéce déplacée est en compétition avec une espece de plus
faible affinité, elle se fixe sur la phase stationnaire. Par conséquent, aucune espéce ne peut
avancer plus vite que I’espéce présentant la plus faible affinité (i.e. le reteneur, c'est-a-dire
l'espece ayant conditionné la colonne) ni se déplacer moins vite que 1’espéce présentant la
plus forte affinité (i.e. le déplaceur). Entre ces deux especes limites, les solutés ont des
affinités différentes pour la phase stationnaire. Au début de la séparation, 1'espéce présentant
la plus faible affinité pour la phase stationnaire est déplacée par toutes les autres espéces, et
donc progresse plus vite. Les especes moins retenues tendent a se déplacer plus vite que les
plus retenues, avec cette méme restriction que chaque espéce ne peut aller ni plus vite ni plus
lentement que les espéces voisines. Le systéme tend vers un équilibre dynamique ou, pour une
zone donnée, la zone de compétition entre deux especes d’affinités différentes est réduite au
minimum. Cette zone de compétition minimale, la “zone de front”, ou “shock layer” est
décrite en détail plus loin. Il se forme donc un train de solutés ordonnés selon 1’ordre croissant
d’affinité.

2.5.2.3.14. Déplacement isotachique du train d'analytes

Une fois les solutés ordonnés dans le train d’apres leur affinité, chacun ne peut ni
dépasser son prédécesseur ni étre dépassé par le soluté suivant. Tous les solutés progressent
donc a la méme vélocité, celle du déplaceur : le train est dit isotachique (de iso méme, et
tachos, vitesse) :
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V,=V,=Vy=..=V, (Equation 12)

D'apres la relation (10), la proportion de soluté dans la phase mobile et stationnaire est
donc la méme pour tous les solutés :

do _ M2 o _ i (Equation 13)

La vélocité du train isotachique est différente du débit de la phase mobile. Pour une
phase mobile de concentration C en déplaceur injecté a un débit F, la vélocité du train
isotachique est de

v, =CF (Equation 14)

Pour un méme débit, la vélocité sera deux fois plus grande si le déplaceur est deux fois
plus concentré.

2.5.2.3.2. Le cas de la chromatographie par échange d'ions

Dans le cas d'une chromatographie par échange d'ions, plusieurs différences
apparaissent.

Tout d'abord les isothermes d'échange des solutés seuls ne sont pas forcément de type
Langmuir. On peut néanmoins considérer que la concentration de soluté dans la phase
stationnaire présente une zone a caractére asymptotique tendant vers la valeur de la capacité
totale de 1'échangeur.

D'autre part, c'est uniquement la concentration en déplaceur qui détermine la
concentration de sortie des analytes. En effet, les échanges a 1'origine du passage des analytes
dans la phase mobile se font de facon équimolaire : un déplaceur monovalent ne peut déplacer
plus de solutés monovalents de la phase stationnaire que sa propre concentration, notamment
pour des raisons d’¢lectroneutralité des solutions (la quantité de contre-ion dans la phase
mobile est constante). En permanence, autant de moles d’ions monovalents sont déplacées
que de moles de déplaceur monovalent introduites dans la colonne. On peut aussi raisonner en
nombres de charges échangées : il faut que la quantité de charges portée par les solutés sortant
de la colonne soit identique a la quantité de charges introduite par le déplaceur. Si on note i la
charge des solutés, la relation entre les concentrations en analytes et en déplaceur dans la
phase mobile peut s’écrire :

[analyte] X Lopaisre = [de’placeur] X Lygotacenr (Equation 15)

Enfin, il n'est pas nécessaire de surcharger la colonne des l'injection de I'échantillon.
La phase stationnaire doit pouvoir néanmoins étre saturée : en effet, si ce n'était pas le cas, les
analytes ne sortiraient jamais de la colonne. Dans la réalité, le déplaceur présent dans la phase
mobile sature progressivement, quelle que soit sa concentration, la phase stationnaire, par un
phénoméne de désactivation progressive des sites échangeurs. Si les analytes sont initialement
présents en faible concentration, ils sont progressivement concentrés par le déplaceur jusqu'a
atteindre la saturation de la colonne, situation nécessaire a leur progression dans la colonne.
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2.5.2.4. Le mode déplacement en chromatographie liquide-
liquide sans support solide

L’application du mode par déplacement a la chromatographie sans support solide
implique de prendre en compte une caractéristique fondamentale de ce genre de
chromatographie : dans ce cas, c'est tout le volume de la phase stationnaire qui peut étre
utilisé, et non plus seulement sa surface. Par conséquent, elle ne peut étre surchargée que pour
des concentrations extrémement grandes.

Or la surcharge d’une phase liquide conduit généralement a la précipitation de I’espéce
solubilisée. On ne peut donc pas utiliser le déplacement en mode partage en chromatographie
sans support solide : il ne peut pas étre appliqué avec une phase stationnaire liquide
simplement constituée de solvants. Les phases doivent donc étre modifiées, de fagon a
présenter une capacité échangeuse, limitée et contrdlable par 1’opérateur. Deux variantes de
I'échange d'ions en chromatographie sans support solide existent : faire varier drastiquement
la constante de distribution des solutés en jouant sur le pH (pH-zone refining), ou procéder
directement par échange d’ions, en utilisant des échangeurs forts ou faibles.

2.5.24.1. Le pH-zone refining

Ce mode de déplacement original, propre a la chromatographie liquide-liquide sans
support solide, a été découvert par Ito en 1994 [41, 42]. C’est I'observation fortuite d’un
processus existant qui a conduit a son développement. Au cours de la purification par élution
isocratique d'un dérivé iodé (la N-bromoacétyl-3,3',5-triiodo-L-thyronine), Ito et ses
collaborateurs ont observé que l'analyte formait un pic inattendu trés étroit, de plusieurs
milliers de plateaux théoriques, c'est-a-dire sans rapport avec le nombre de plateaux
théoriques usuellement observé en CCC. C'est la mesure systématique du pH de I'¢luat au
voisinage de ce pic qui a été le point de départ de la compréhension du phénomeéne.
L'apparition du pic correspondait a une augmentation brutale du pH de 1'¢luat. L'acide
bromacétique, une impureté de synthese de la BrAcTs, jouait le réle de reteneur, concentrant
l'analyte d'intérét derricre lui. Ce phénomene a été baptisé "pH-zone refining", en référence a
la technique de "zone-refining" utilisée en métallurgie ou en chromatographie des polyméres,
destinée a ¢éliminer les impuretés d'une barre de métal par chauffage localisé (une zone fondue
mobile fait se déplacer avec elle les impuretés). Il a fait 1’objet de nombreux articles et revues
[43]. Le laboratoire de Pharmacognosie de Reims a contribué de facon significative au
développement de cette méthode [74].

2.5.24.1.1. Domaine d’application

Sa description nécessite d’emblée de mentionner que ce n’est pas un mode
chromatographique universel, mais qu’il ne s’adresse qu’a certains composés. En effet, les
composés séparables par pH-zone refining doivent étre ionisables, c’est-a-dire pouvant exister
sous deux formes, ionisée ou non. Il faut de plus que ces deux formes montrent une différence
de polarité suffisante pour présenter, dans un systéme biphasique donné, des constantes de
distribution tres différentes 1'une de l'autre. Les molécules satisfaisant ces conditions sont
néanmoins trés nombreuses et diverses. Elles peuvent étre acides ou basiques, présenter des
charges multiples et des masses moléculaires variées [54, 57]. Outre un aspect académique,
cette méthode peut s'appliquer a des molécules d'intérét thérapeutique : parmi les substances
naturelles, les métabolites secondaires issus du régne végétal en particulier regroupent de
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nombreuses molécules correspondant a cette description, comme les alcaloides ou les acides
organiques.

La propriété qu'ont les alcaloides de changer significativement de polarité selon leur
¢état d'ionisation est d'ailleurs mise a profit lors de leur extraction. En effet, aprés une
extraction solide-liquide en milieu basique par un solvant organique, une étape classique de
leur purification consiste a soumettre 1'extrait a une extraction liquide-liquide par une solution
aqueuse acide. La phase aqueuse est ensuite alcalinisée puis extraite par un solvant organique.
Ces étapes répétées d'extraction en milieu basique puis lavage aqueux en milieu acide, se font
en ampoule a décanter (nombre de plateaux théoriques N=1). Une chromatographie liquide-
liquide revient a réaliser ces séparations dans une "série d'ampoules a décanter", augmentant
le nombre de plateaux théoriques jusqu'a séparer les alcaloides entre eux.

2.5.2.4.1.2. Principe

Bien qu’on puisse le considérer comme un mode par déplacement, le pH-zone refining
ne requiert pas 1’'usage d’un échangeur distinct dans la phase stationnaire. La force motrice
qui va provoquer le processus chromatographique est le changement de 1’état d’ionisation des
solutés eux-mémes. Comme dans toute chromatographie, c’est la différence de comportement
entre les solutés qui va étre a 1’origine de la sélectivité chromatographique (la capacité a
séparer les composants d’un échantillon). Dans le cas du pH-zone refining, cette différence
résulte de deux propriétés des molécules : leur pKa et leur Kp. Ito et al. proposent de
représenter ces deux parameétres-clés sur un graphique de fagon a former une courbe analogue
a une isotherme de distribution pour une espéce donnée (voir figure 22) [13].

Le Kp dépend du pH de la phase aqueuse (dans notre exemple, la phase mobile). Pour
une valeur donnée de Kp, déterminée par la concentration en reteneur, la droite de
fonctionnement donne le pH de 1'¢luat pour chaque plateau de solutés.

pH de la Droite de fonctionnement

) Profil d’élution
phase mobile

Reteneur

Rete
/W, \ﬁl\se 1

Base 2

Déplaceur

Déplaceur K,

K Vol. d’éluat

Dreteneur
Figure 22 : détermination du pH de l'éluat et de l'ordre de sortie pour des analytes basiques en pH-
zone refining en mode descendant.

2.5.24.1.3. Déplaceur et reteneur en pH-zone refining

En pH-zone refining, le déplaceur est une espece présente dans la phase mobile, qui
force 1’analyte a passer dans la phase mobile, en faisant changer son état d'ionisation par des
réactions acido-basiques. Dans le cas d'une séparation d'alcaloides (tableau 3), si la phase
mobile est organique, le déplaceur doit étre une espece liposoluble, de pKa supérieur aux
alcaloides (généralement une base forte organique). Dans ces conditions, le déplaceur est
capable de neutraliser les analytes et de diminuer leur rapport de distribution D. Si la phase
mobile est aqueuse, le déplaceur doit étre une espéce hydrosoluble, de pKa inférieur aux
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alcaloides salifiés (généralement un acide fort minéral) capable de protonner les analytes et
d'augmenter leur D. Le déplaceur est forcément ajouté a la phase mobile, il ne peut pas étre
injecté avec I'échantillon. C'est sa concentration qui détermine la vélocité des analytes dans la
colonne.

On donne le nom de reteneur a une espéce de méme caractére acido-basique que les
analytes, mais montrant une plus grande différence de pKa avec le déplaceur que toutes les
especes présentes. Le reteneur maintient I’analyte dans la phase stationnaire. Le reteneur peut
étre présent préalablement dans la phase stationnaire ou étre injecté avec I'échantillon. Dans le
cas d’un analyte basique (tableau 3), si la phase stationnaire est aqueuse, le reteneur doit étre
un acide fort hydrosoluble, capable d’ioniser 1’analyte afin de favoriser son partage dans la
phase stationnaire (en augmentant son rapport de distribution D qui doit étre >> 1). Si la
phase stationnaire est organique, le reteneur doit étre une base forte liposoluble capable de
neutraliser 1’analyte.

Le pH-zone refining peut donc étre appliqué a des analytes acides ou basiques, en
mode ascendant ou descendant. Ces alternatives permettent des conditions expérimentales
variées, résumées dans les tableaux 3 et 4.

Tableau 3 : nature du déplaceur et du reteneur dans le cas de I’application du pH-zone
refining a des analytes basiques. On considere que la phase organique est la phase
supérieure (ce qui n’est pas le cas pour les solvants chlorés).

Déplaceur dans la phase mobile aqueuse : acide fort hydrosoluble

Mode descendant
Reteneur dans la phase stationnaire organique : base forte liposoluble

Déplaceur dans la phase mobile organique : base forte liposoluble

Mode ascendant
Reteneur dans la phase stationnaire aqueuse : acide fort hydrosoluble

Tableau 4 : nature du déplaceur et du reteneur dans le cas de I’application du pH-zone
refining a des analytes acides. On considere que la phase organique est la phase supérieure
(ce qui n’est pas le cas pour les solvants chlorés)

Déplaceur dans la phase mobile aqueuse : base forte hydrosoluble

Mode descendant
Reteneur dans la phase stationnaire organique : acide fort liposoluble

Déplaceur dans la phase mobile organique : base forte liposoluble

Mode ascendant

Reteneur dans la phase stationnaire aqueuse : acide fort hydrosoluble

On remarque que les acides et les bases peuvent indifféremment jouer le role de
déplaceur ou de reteneur selon les conditions expérimentales choisies. Il faut néanmoins que
leur lipophilie/hydrophilie corresponde a la phase dans laquelle ils doivent se trouver. Cette
versatilit¢ du pH-zone refining présente l'intérét de permettre d'éluer les analytes sous la
forme désirée : on peut obtenir un ¢éluat organique facile a évaporer, contenant des analytes
neutres, ou une phase aqueuse, lyophilisable, contenant des sels. Dans le cas des alcaloides,
cet aspect peut étre important. En effet, on peut obtenir directement un sel donné (d'intérét
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thérapeutique par exemple) en utilisant comme reteneur 1'acide correspondant. Par ailleurs, les
alcaloides sont souvent plus stables sous leur forme salifiée.

Ainsi, le choix des déplaceurs et reteneurs peut se faire parmi la classification
suivante :
- acides forts hydrosolubles : acides minéraux (HCI, HBr, acide méthane-sulfonique,
etc)
- acides forts liposolubles : acides organiques, acide trifluoroacétique, etc
- bases fortes hydrosolubles : bases minérales (NHj3, etc)
- bases fortes liposolubles : bases organiques (tri¢thylamine, etc)

2.5.24.1.4. Formation du train isotachique en pH-zone refining

2.5.2.4.1.4.1. Le cas d'un analyte

Prenons I’exemple d’un seul analyte basique B, soumis a une chromatographie en
mode pH-zone refining en mode ascendant (phase mobile supérieure organique). Sa forme
neutre B est liposoluble (Kp<<I au sens de I'équation 3), sa forme protonnée BH' est
hydrosoluble (Kp>>1). On note les espéces dans la phase organique par une barre au-dessus
du symbole de I’espéce :

B < BH*

Le déplaceur est une base de pKa supérieur a celui de 'analyte le plus basique, et dont
au moins la forme neutre présente une forte lipophilie (Kp<<1) :

D < DH*

Le reteneur est un acide de pKa inférieur a celui du sel de 'analyte le moins basique, et
dont la forme neutre présente une forte hydrophilie (Kp>>1) :

R =< RH

Si on considére le cas simple d’un seul analyte présent au départ dans la phase
stationnaire aqueuse avec le reteneur sous sa forme acide, on peut artificiellement décomposer
le phénomene dynamique en plusieurs étapes (figure 24) :

1) L’entrée dans le systeme de la phase mobile contenant du déplaceur basique D conduit a
une neutralisation des especes a caractere acide, et préférentiellement de 1’acide le plus
fort : le reteneur RH (fleche bleue sur le schéma de la figure 23) ; ce reteneur forme un
front neutre dans la phase mobile et retient les alcaloides dans la phase stationnaire. La
concentration du déplaceur D ne permet pas la neutralisation de toutes les espéces. Par
conséquent, un phénoméne de compétition, a l'origine du développement par
déplacement, apparait. Des analytes a caractére acide plus faible (les alcaloides
protonnés) peuvent étre neutralisés en méme temps que le reteneur et sont entrainés plus
loin par la phase mobile (fleche rouge 1 sur la figure 23).
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Figure 23 : Les différents chemins possibles depuis l'injection du déplaceur D jusqu'au
déplacement du reteneur R. On voit que l'ordre des neutralisations n'influence pas le résultat

final.

2)

3)

4)

Dans ce cas, ils neutralisent immédiatement le reteneur présent en avant dans la phase
stationnaire (fléche rouge 2). Quelle que soit l'espeéce neutralisée par le déplaceur, c'est
le reteneur qui montre la réactivité la plus grande et se déplace le plus vite.
Simultanément, le front de phase mobile se neutralise, perd son déplaceur qui passe
dans la phase stationnaire aqueuse sous sa forme DH' ; le front de phase mobile n’est
donc plus actif et ne neutralise plus la phase stationnaire en avant de 1’analyte ;

Une fois le reteneur neutralisé, le déplaceur apporté par la phase mobile déprotonne
’analyte, qui passe dans la phase mobile organique sous sa forme neutre B ;

L’analyte se trouve dans la phase mobile, entre un front en avant avec le segment de
phase mobile neutralisée, inactive, et le front en arriere avec la phase mobile contenant
du déplaceur actif qui maintient I’analyte B sous sa forme neutre mobile ;

Déplacé par la phase mobile, I’analyte rencontre un segment de phase stationnaire

contenant le reteneur RH non neutralisé par la phase mobile ; I’analyte est protonné par
le reteneur acide, et passe dans la phase stationnaire.
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Figure 24 : représentation du front dynamique dans le cas d’un analyte basique soumis a un
développement par pH-zone refining en mode ascendant. En vert : probabilité (plus colorée =
plus grande) de trouver [’analyte B.

La vélocité du front “phases actives”/“phases inactives” n’est pas superposable a celle
de la phase mobile. Ce front progresse a une vélocité inférieure a la phase mobile, et dont la
valeur est donnée par le rapport steechiométrique entre la concentration de reteneur et la
concentration de déplaceur.

2.5.2.4.1.4.2. Le cas de plusieurs analytes

Si on considére a présent le cas de plusieurs analytes, le phénomeéne observé entre eux
est le méme que celui observé entre analyte et reteneur/déplaceur. Chaque analyte joue le role
de déplaceur pour I’analyte qui le précéde, et de reteneur pour I’analyte qui le suit. Les
analytes sont ordonnés entre eux selon leur pKa et leur hydrophobicité. La contribution
respective de chacun de ces caractéres sur la séparation est discuté plus en détail dans la
section 4.1.3.3. Enfin, en raison de la nature acide ou basique des solutés, le pH de 1’¢luat
varie graduellement avec I’apparition de solutés de pKa' apparents croissants ou décroissants
selon les conditions expérimentales. La détection du pH peut donc étre un moyen de suivre
indirectement la progression de la séparation.

2.5.24.1.5. Analogie entre pH-zone refining et échange d'ions

La figure 24 permet de comprendre pourquoi le développement par pH-zone refining
peut étre décrit comme un mode par déplacement. On a vu que le mode par déplacement
nécessitait de se trouver en régime non linéaire, c’est-a-dire lorsque les especes entrent en
compétition les unes avec les autres (ou avec elle-méme s'il n'y a qu'un analyte) pour une
¢tape donnée du processus. En pH-zone refining, 1’analyte B est forcé de se trouver a
I’interface entre le front avant de phase mobile active, contenant le déplaceur, et le front
arriere de phase stationnaire active, contenant le reteneur. L'analyte est concentré jusqu'a
saturer la phase stationnaire. Il se produit donc un effet de compétition entre les espéces en
présence (analyte et déplaceur) pour 1’étape d’immobilisation par le reteneur, ce qui explique
les caractéristiques de déplacement de ce mode par pH-zone refining.
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En outre, la relation steechiométrique évoquée plus haut entre le déplaceur et I’analyte justifie que
le mode de développement par pH-zone refining se rapproche du développement par déplacement par
échange d’ions. D'une part, en ce qui concerne les concentrations au plateau des analytes : en pH-zone
refining, ces concentrations sont liées a celles du déplaceur, impliquant une concentration au plateau
identique pour tous les analytes. D'autre part, il est possible de distribuer les roles des acteurs d'un
développement par déplacement tels qu'ils sont décrits plus haut (reteneur, déplaceur, échangeur) a des
especes distinctes. Une analogie peut étre proposée de la fagon suivante :

- Dans le cas d'analytes basiques séparés en mode ascendant (figure 25), le reteneur est une
espece de méme nature que ceux-ci mais moins réactive vis-a-vis de 1'échangeur, une base
tres faible (Cl). Le déplaceur est bien une espece de méme nature que les analytes, mais
moins réactive avec l'échangeur : c'est une base forte (triéthylamine Et;N). L'échangeur est
l'espéce échangée par les analytes (1'ion H").

- Dans le cas d'analytes acides séparés en mode ascendant (figure 27), le reteneur est un acide
trés faible (Na"), le déplaceur un acide trés fort (acide trifluoroacétique TFA) et I'échangeur
une espece capable de neutraliser les acides (OH).

Une particularité du pH-zone refining est que l'échangeur n'est pas forcément dans la phase
stationnaire, mais peut se trouver dans la phase mobile également.

Enfin, on remarque que la capacité (en d’autres termes, la quantité maximale d’échantillon injectable)
de la méthode est liée a la concentration en reteneur. Or le reteneur est généralement un acide ou une
base treés soluble dans la phase stationnaire. On peut par conséquent utiliser des concentrations en
reteneur trés élevées conduisant a une grande capacité de la méthode, dans la mesure ou les espéces
reteneuses et déplaceuses ne déséquilibrent pas le systéme biphasique. La capacité maximale semble
donc davantage liée a des capacités de solubilisation de I’échantillon lors de 1’injection (qui sont
généralement limitées), et des solutés lors du développement, plutdt qu’a des parametres intrinséques du
systéme. Le pH-zone refining est donc une méthode pouvant présenter une trés grande capacité.

2.5.24.1.6. Les différentes mises en ceuvre du pH-zone refining

Le mode pH-zone refining montre la possibilité¢ d'opérer avec une phase mobile organique ou
aqueuse. A cette versatilité s'ajoute celle de la chromatographie sans support solide, qui permet d'opérer
en mode ascendant (avec une phase mobile 1égére) ou descendant (avec une phase mobile dense). La
conséquence en est une multiplicité des protocoles envisageables. Les différents cas possibles pour la
séparation de bases ou d'acides avec des systémes biphasiques pour lesquels la phase organique est la
phase supérieure sont illustrés par les figures suivantes (25 a 28).

2.5.2.4.1.7. Applications

Les applications du pH-zone refining se sont multipliées ces dernieres années. Les articles parus
récemment portent essentiellement sur des métabolites secondaires végétaux ou issus de
biotechnologies : alcaloides ou apparentés [7, 71, 101], phénols [70], polyacétates [30]. Les colorants
acides font toujours 1’objet de travaux [98, 99]. Par contre depuis les premiers articles sur la séparation
de peptides (essentiellement des dipeptides protégés [56, 57]) aucun article dans cette application n’a été
publié. Les utilisations du mode pH-zone refining avec adjonction d’un ligand tel que l'acide
diéthylhexylphosphorique (DEHPA) ou un alcaloide chiral tel que ceux issus du genre Cinchona dans la
phase stationnaire sont intermédiaires entre pH-zone refining et échange d’ions [23, 55, 58].
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Figure 25 : progression du train isotachique dans le cas de trois solutés basiques soumis a une
séparation par pH-zone refining en mode ascendant, et pour lesquels pKaacize 1 < pKaacide 2 < pKaacide n-
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Figure 26 : progression du train isotachique dans le cas de trois solutés basiques soumis a une
séparation par pH-zone refining en mode descendant, et pour lesquels pKagcize 1 < pKaacide 2 < pKaacide n-
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Figure 27 : progression du train isotachique dans le cas de trois solutés acides soumis a une séparation
par pH-zone refining en mode ascendant, et pour lesquels pKaacidze 1 > pKaacide > > PKaacide n-
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L’objectif des travaux relatés dans la premicre partie de la section 4. a été d’appliquer
ce mode de déplacement a 1’isolement d’alcaloides isoquinoléiques. Les développements
originaux qui ont été nécessaires dans le cadre de ce travail seront décrits, de méme que leurs
implications industrielles.

2.5.24.2. L’échange d’ions

Si le pH-zone refining peut étre formellement considéré comme une chromatographie par
¢change d'ions, il garde des spécificités propres éloignées d'un développement par échange
d'ions. Parallelement, I’échange d’ions en chromatographie sans phase solide existe dans sa
forme classique. Ce chapitre est destin¢ a décrire et commenter les travaux dans ce domaine.

2.5.24.2.1. Les différences fondamentales avec le pH-zone refining

D’abord, le prérequis principal pour les solutés est simplement de présenter une fonction
ionisée. Le champ d’action de 1’échange d’ions est donc plus large que celui du pH-zone
refining. Il faut néanmoins que les solutés soient “extractibles” par I’échangeur. Mais, étant
donné que la capacité de I’échangeur a extraire un soluté dépend du systéme biphasique
utilisé, et que la chromatographie de partage liquide-liquide sans support solide permet
I’usage de n’importe quel systéme biphasique, ce deuxiéme prérequis ne présente pas de
caractere rhédibitoire.

Une différence majeure avec le pH-zone refining réside en outre dans le fait que ce n’est
plus le choix du déplaceur et du reteneur qui dicte le mode chromatographique, mais le choix
de I’échangeur. Les deux modes de mise en ceuvre de la chromatographie, ascendant ou
descendant, ne sont pas interchangeables pour chaque échangeur. Comme on le verra plus
loin, 1’étape d’immobilisation des solutés en déplacement par échange d’ions en phase liquide
revient toujours a former une paire d’ions dans la phase organique. Il faut donc que la phase
stationnaire soit organique, ce qui implique de procéder en mode descendant si I’on utilise des
solvants organiques courants (de densité inférieure a 1), ou en mode ascendant si I’on utilise
des solvants halogénés. Par conséquent également, la phase mobile sera toujours la phase
aqueuse.

Enfin, étant donné que les analytes ne changent pas d'état d'ionisation, les constantes de
dissociation des espéces acides ou basiques n'entrent pas en jeu dans les phénomenes de
partage.

2.5.2.4.2.2. Les échangeurs

La polyvalence de la méthode dépend de la variété des échangeurs disponibles. En
chromatographie sur support solide, les échangeurs sont nombreux. Des phases échangeuses
variées peuvent étre obtenues en greffant des fonctions ionisées sur une phase solide qui peut
étre toujours la méme. Dans le cas de la chromatographie sans support solide, une difficulté
supplémentaire restreint drastiquement le choix de 1’échangeur : il doit avoir une structure
moléculaire qui, tout en comprenant une fonction ionisée, présente une forte affinité pour un
solvant organique non-miscible a ’eau. Ces caractéristiques se recoupent avec celles des
tensioactifs anioniques ou cationiques. On retrouvera donc des notions communes aux
champs de recherches utilisant ces molécules, I’extraction liquide-liquide et la catalyse en
transfert de phase ("Phase Transfer Catalysis", PTC). En chromatographie de partage sans
support solide, le choix d’échangeurs est limité. A 1’heure actuelle ont été utilisés :
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- Le DEHPA (acide diéthylhexylphosphorique, ou BEHPA) comme échangeur anionique
faible.

Il est treés utilisé pour 1’extraction et la séparation de métaux, terres AN

rares, lanthanides, etc. Une littérature abondante existe sur le sujet [47]. 11 oo
a ¢té utilisé comme échangeur au laboratoire pour séparer des \/\/>V
anthocyanes. C’est un échangeur dont la fonction acide est susceptible
d’étre neutralisée. D 2oy Mgy e eid
- L’ Amberlite LA2 (N-lauryl-N-trialkylméthylamine) comme échangeur cationique faible.

C’est une amine secondaire lipophile (une résine liquide) qui a été (),
utilisée comme échangeur de cations faible pour séparer des
polysaccharides sulfatés (fucanes [8, 9], héparines [40]) et des isomeres \M;\u n
de I’acide naphtalénesulfonique [71]. Elle présente une capacité ( )n
échangeuse sous sa forme protonée quaternaire, qui s’annule lorsqu’elle

Amberlite LA2: N-lauryl-trialkylmethylamine

se trouve sous sa forme neutre. CAS 11128-96-4

- Le chlorure de benzalkonium comme échangeur cationique fort.

Le développement de cet échangeur cationique fort, a été 1’objet des

travaux présentés dans la deuxieme partie du chapitre 4 de cette these. %/
Quelques travaux préliminaires avaient été réalisés auparavant dans le / ,
Me Me

laboratoire [50], mais une caractérisation détaillée s’avérait nécessaire, et a
justifié le démarrage de ce projet. Nous avons cherché a tester la faisabilité
et les limites d’une telle approche, et a comprendre les mécanismes de  Chlorure de benzalkonium
séparation ainsi que I’influence des divers paramétres sur la qualité de la CAS 800154
séparation.

Enfin, a I’heure actuelle, aucun échangeur anionique fort n’a été utilis€ en
chromatographie sans support solide.

2.5.2.4.2.3. Principe

Le principe d’une chromatographie par déplacement par échange d’ions differe
quelque peu selon que 1’on considére un échangeur faible ou fort.

2.5.2.4.2.3.1. Echangeurs faibles

Le mécanisme chromatographique peut se décrire de la maniére suivante [8, 40] :

- Les solutés a séparer sont initialement introduits dans la colonne sous leur forme
ionisée, en solution dans la phase mobile aqueuse. La phase stationnaire contient de
I’échangeur sous sa forme ionisée active. Les analytes sont immobilisés par extraction
dans la phase stationnaire, ou ils forment des paires d’ions avec 1’échangeur ;

- Une phase mobile capable de neutraliser 1’échangeur est introduite dans la colonne.
Cette phase mobile contient une base dans le cas de I’utilisation du DEHPA, ou un acide
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dans le cas ou I’échangeur est la LA2. Cette phase mobile annule la capacité d’échange
de I’échangeur, qui libére I’analyte de la paire d’ion.

- L’analyte libéré passe dans la phase mobile aqueuse : il est entrainé en face d’un
segment de phase stationnaire non neutralisée. Les analytes entrent en compétition entre
eux vis-a-vis de I'échangeur. A 1’équilibre, les analytes non appariés sont entrainés plus
avant dans la colonne ou ce processus se répéete.

Dans le cas de I’échange d’ions avec des échangeurs faibles, la force motrice est donc la
désactivation de 1’échangeur. En effet, si I’on prend comme exemple le cas de la résine
¢changeuse Amberlite LA2 (R3N) et d’un analyte (Analyte), on peut décrire le déplacement
de ’analyte de la paire d’ions par la réaction chimique globale suivante, dans laquelle une
base B™ neutralise la résine :

R,NH", Analyte” + B~ < RN + Analyte” + BH (Equation 16)

La paire d’ions amine/analyte peut donc étre considérée comme un acide faible
neutralisé par une base forte. Le front avant du segment de phase mobile contenant 1’analyte
est le lieu de la compétition entre I’analyte et le reteneur, c'est-a-dire le contre-ion initial de
I’échangeur, par exemple 1’ion chlorure :

R,NH",CI" + Analyte™ <& R ,NH", Analyte™ + CI" (Equation 17)

Entre chaque analyte, il apparait de la méme manicre un équilibre entre 1’association de
chacun d’eux avec I’échangeur :

R.NH", Analyte] + Analyte;,, <> R,NH*, Analyte;,, + Analyte; (Equation 18)

Les résultats expérimentaux [8, 40, 71] montrent qu’il existe une sélectivité

chromatographique correspondant a ce processus, et permettant une séparation. Par

conséquent, les constantes d’équilibre des équations précédentes sont toutes différentes les

unes des autres. La constante d’équilibre de 1’échange entre deux analytes, K", exprimée par
I’équation

" _ [R3NH+,Analytei’+1][Analytei‘] (Equaﬁon 0
[R ,NH", Analyte; ][Analytef ]

i+l

varie pour chaque paire d’analytes voisins. La variation de cette constante d’équilibre, a
I’origine de la séparation observée, peut s’expliquer de la fagon suivante :

La constante de dissociation K, de 1’échangeur, que I’on peut tirer de 1’équation de
neutralisation :

R,NH* + OH" ——R ,N+H,0 (Equation 20)

est invariable et trés grande.
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Par conséquent, c’est I’acidité conditionnelle de 1’échangeur en présence d’un analyte
associ¢ qui varie selon I’analyte associ¢ dans la paire d’ions. On peut exprimer cette constante

d’acidité apparente Ka,mlm_ a partir de 1’équation :

R,NH", Analyte™ < R,N + H" + Analyte™ (Equation 21)

dou K = (RN Analyte” JF°] (Equation 22)
aanatyte: [RSNH",Analyte']

Cette constante peut ¢galement étre interprétée comme une constante de stabilité de la
paire d’ions échangeur/analyte. La différence de valeur de cette constante entre différents
analytes exprime la différence d’affinité de 1’analyte pour la résine. La raison physique de la
variation de la stabilité de la paire d’ions en fonction du contre-ion n’a pas été explorée. On
peut émettre I’hypothése que c’est vraisemblablement la polarité de 1’analyte qui influence la
stabilité de cette paire d’ions : plus 1’analyte est hydrophobe, plus la paire d’ions est stable.

D'autre part, contrairement au pH-zone refining, les analytes ne changent pas d'état
d'ionisation. Par conséquent leur pKa n'entre pas en ligne de compte dans la compétition avec
le reteneur. Pourtant, on observe expérimentalement une diminution du pH de 1’¢luat.
L’équation (22) permet de décrire le pH de la solution d'analyte a la sortie de la colonne. Si on

néglige I’autodissociation de 1’eau, on peut considérer que [R,N]= [H*], d’ou :

_ +1?
_ [Analyte’ [H ] (Equation 23)
[R3NH+,Analyte ]

a,analyte”

Par ailleurs, la constante de distribution K _ d’un analyte donné, exprimée par :

aly

K _[R.NH", Analyte™]
D.analyte™ [ Analyte']

(Equation 24)

étant constante, on peut donc obtenir le pH de 1'¢luat par 1’équation suivante :

1 . .
pH = > ( pK wanaye logK Danaiyre- ) (Equation 25)

Etant donné que la valeur de K

a,analyte”

constate effectivement que le pH de I’¢luat augmente au cours de la chromatographie.

augmente pour des analytes plus retenus, on

Une représentation schématique de 1’échange d’ions utilisant les deux échangeurs cités
ci-dessus est donnée plus loin (voir les figures 31 et 32).
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2.5.2.4.2.3.2. Echangeurs forts

Nous avons développé ce type d’échangeur au laboratoire [59]. Le principe en est
décrit brievement ici, et ses caractéristiques sont discutées en détail dans la deuxieéme partie
du chapitre 4.

Un échangeur fort est en permanence ionis¢, et donc actif. Par conséquent, la force
motrice de la chromatographie découle directement de I’appariemment du déplaceur avec
I’échangeur.

La sélectivité chromatographique sera donc une conséquence de la différence
d’affinité des différentes espéces pour 1’échangeur, autrement dit la stabilité des paires d’ions
entre 1’échangeur et ces espeéces. Dans le cas d’un analyte A™ soumis a ce mode de
chromatographie en utilisant un échangeur Ech® conditionné par un reteneur R’, et un
déplaceur D7, les équilibres suivants apparaissent :

(Ech*,R™)+ A"—==>(Ech",A")+ R~ (Equation 26)
(Ech*,A™)+ D" K"%>(Ech+,D-) +A (Equation 27)

Les constantes d’équilibre de ces €quations peuvent étre considérées comme des
constantes de sélectivité, si on les exprime en référence au déplaceur :

[R‘][Ech*,A‘] .
K =t —F7———= (Equation 28)
[A7][Ech*.R7]
et -
[A™][Ech*.D"] .
Ky =t————s (Equation 29)
[D7][Ech*,A7]

Le déplaceur est pris comme référence car

K, = M =1 (Equation 30)
[D~][Ech*.D"]

Si on choisit le reteneur et déplaceur tels que K - <K <K __, alors en d’autres

termes les paires d’ions présentent une stabilité ordonnée de la maniere suivante :
Ech*,R™ <Ech*,A” <Ech",D” (Equation 31)

De¢s lors, si différentes espéces sont en compétition pour 1’échangeur, c’est la paire
d’ions la plus stable qui va se former de préférence. C’est ce phénoméne de compétition qui
est a ’origine des caractéristiques de déplacement de ce type de chromatographie.

Le mécanisme est décrit dans le schéma de la figure 29, en prenant I’exemple du
chlorure de benzalkonium et de trois analytes, en mode ascendant (phase stationnaire
organique halogénée).
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Schéma de l'appareil de chromatographie centrifuge
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6 - Dans la zone B, les iodures déplacent les anions 1.
lIs passent dans la zone C ou ils entrent en
compétition avec les anions 2.Dans la zone D les
anions 3 entrent en compétition avec les chlorures.
Le train isotachique est formé, il se déplace a une
vélocité égale au débit d'introduction du déplaceur.

commencant par les anions les moins liés a I'échangeur (2).1ls se
retrouvent dans la phase mobile, sont entrainés plus loin dans la
colonne, dans une zone B ou ils entrent en compétition avec des

anions 2 et 3 déja appariés avec I'échangeur.

Figure 29 : principe de la chromatographie par déplacement par échange d'ions sans support solide.



2.5.3. Le déplacement en chromatographie liquide-liquide sans support solide :
un principe, quatre déclinaisons

Le déplacement en phase liquide-liquide sans support solide peut donc, a partir d’un concept général,
se décliner pour I’instant en quatre types de modes opératoires différents. Les nuances entre ces quatre
protocoles, sont résumées ici (Figure 30 a 33).

2.5.3.1. Identité moléculaire et role du reteneur, du déplaceur et de
I'échangeur

Le reteneur est en général un petit ion (H', Na" ou CI’), faiblement li¢ aux solutés ou a 1’échangeur.
Dans certains cas du pH-zone refining, il peut étre un acide fort ou une base forte lipophile. C’est le premier a
réagir dans les réactions acido-basiques ou d’échange. Il est réparti dans toute la colonne au début de la
chromatographie et en est complétement déplacé a la fin de la chromatographie.

Le déplaceur est en général une espece active (un acide ou une base forte, ou un ion de forte affinité
pour I'échangeur). Dans certains cas du pH-zone refining, il peut étre un ion passif (Na" ou CI). Il est
toujours introduit dans la colonne par la phase mobile. Il modifie directement soit les solutés, soit
I'échangeur. Le déplaceur inactivé peut se retrouver dans les deux phases.

Reteneur et déplaceur tiennent le premier réle en pH-zone refining.

L'échangeur est l'espéce que les analytes s'échangent mutuellement. En pH-zone refining il est
simplement un H™ ou un OH, et peut se trouver dans les deux phases. En échange d'ions proprement dit,
I'échangeur joue le role primordial dans la chromatographie.

2.5.3.2. Nature de la force motrice et origine de la sélectivité

En pH-zone refining, c’est le changement d’état d’ionisation des solutés qui est a 1’origine de leur
mobilisation. Parmi les facteurs déterminant la sélectivité, les pKa peuvent étre affectés différemment par la
nature du solvant, par contre les Kp des solutés sont directement liées au systeme utilisé¢. La nature du
systéme de solvants est donc un facteur important sur la sélectivité.

Avec des échangeurs faibles, la mobilisation des solutés est la conséquence de la neutralisation acido-
basique de I’échangeur. La sélectivité découle des différences d'interaction entre 1'échangeur et les analytes.

Pour un échangeur fort, c’est la différence de stabilité¢ entre les paires d’ions échangeurs/reteneur,
échangeur/solutés ou échangeur/déplaceur qui gouverne la mobilisation des solutés et leur ordonnancement.
Dans ces deux derniers cas, c'est donc la nature de l'échangeur qui est essentiellement a 1'origine de la
sélectivité. Par ailleurs, les prérequis imposés par I'échangeur au systéme de solvants limitent drastiquement
les choix. Par conséquent, le systeme de solvants ne peut pas vraiment étre considéré comme une variable
permettant de moduler la sélectivité.

2.5.3.3. Saturabilité de la phase stationnaire

En déplacement par échange d'ions proprement dit, c’est la quantité totale en échangeur présent dans
la colonne qui donne la capacité maximale de la colonne. Cette quantité est limitée, en particulier si la résine
modifie les propriétés physico-chimiques de la phase stationnaire (vide infra). Par contre, en pH-zone
refining, c’est la quantité de protons ou d’hydroxyles disponibles dans la colonne qui détermine sa capacité.
Cette capacité dépasse en général les limites de solubilité de I’échantillon. Par conséquent, le pH-zone
refining est la méthode la plus capacitive, qui présente donc le plus grand intérét en chromatographie
préparative.
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2.5.4. Conditions nécessaires au développement par déeplacement

Ce schéma résume les caractéristiques des modes par déplacement en adsorption, partage ou échange d'ions dans le cas d'une
chromatographie avec ou sans support solide.

Phase stationnaire solide

Adsorption/partage

/ La phase mobile contient un déplaceur

Echange d'ions

Echange d'ions

Phase stationnaire liquide

La surcharge massique n’est pas nécessaire dés l'injection.
Le déplaceur doit également surcharger la phase stationnaire.
Les analytes sont élués a une concentration déterminée par la
droite de fonctionnement.

La phase mobile est éluante sans déplaceur

L’échantillon doit étre suffisamment concentré
pour provoquer une surcharge massique de la

phase stationnaire dés l'injection.
Le phénomeéne de déplacement peut disparaitre
au cours de la chromatographie.

La phase mobile contient un déplaceur |—

La surcharge massique n’est pas nécessaire dés
l'injection. Le systéme évolue de lui-méme vers un
régime de surcharge (I’échantillon peut étre concentré
dans la colonne au début de la chromatographie).

Les solutés sont élués a la concentration du déplaceur.

Partage
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2.5.5. Utilite du mode par déplacement

Le mode par déplacement est utilisé industriellement a I’échelle préparative,
majoritairement dans le domaine biotechnologique, d’autant plus que les solutions de départ
sont souvent des solutions complexes diluées : par échange d’ions, on associe simultanément
extraction, concentration et séparation. Ces méthodes sont jusqu'a présent uniquement
effectuées sur des phases solides.

A I’échelle analytique ou semi-préparative :

Horvath et al. puis d'autres auteurs ont démontré 1’applicabilité du déplacement par
partage sur des phases stationnaires de silice greffée [24, 72]. Des composés divers tels que
des lactones, des antibiotiques, des diastéréosisomeres peptidiques et des homologues de
polyéthyléne glycol ont été séparés avec succes a 1’échelle de la dizaine de mg sur des
colonnes de CLHP greffées C18. Les déplaceurs sont des éthers de glycol ou des alcanols.
L’importance relative des différents parametres de la chromatographie a été décrite dans ces
travaux. D’autres travaux sur des acides aminés confirment la meilleure efficacité des phases
stationnaires de faible granulométrie. Des peptides, des antibiotiques ont été purifiés a partir
de milieux de culture bruts. Le développement par déplacement est un procédé de choix pour
la purification de protéines, et la majorité des travaux portant sur la chromatographie par
déplacement concernent des protéines.

A I’échelle préparative :

La chromatographie est un outil trés utilisé¢ dans 1’industrie pharmaceutique, et qui
représente une étape critique et coliteuse dans I’obtention de principes actifs. La puissance
séparative communément atteinte a 1’échelle analytique est néanmoins souvent largement
diminuée lors d’une transposition a 1’échelle préparative, en raison des phénoménes de
surcharge de I’échantillon mis en ceuvre pour augmenter la productivité. Les industriels
tolerent cette perte de rendement, et il est admis que la proportion de produit fini obtenu avec
la pureté¢ imposée par les autorités sanitaires peut descendre jusqu’a 20 % de la quantité
initialement soumise a la chromatographie. D’autre part, les entreprises cherchent dprement a
diminuer les colts des procédés. Ainsi les méthodes augmentant les performances de la
chromatographie préparative sont appréciées, comme les méthodes en continu (la technique
du lit mobile simulé notamment) ou permettant de traiter des milieux de cultures directement
en une étape (technique des lits expansés, dans lesquels la colonne de silice n’est pas fermée
par un fritté¢) [28]. Dans ce contexte, le développement par déplacement montre de grands
potentiels industriels. L’augmentation de la granulométrie imposée par la transposition nuit
peu a la séparation, et le procédé reste intéressant en chromatographie préparative [14]. De ce
fait, le déplacement est probablement compétitif par rapport a 1I’¢lution dans de nombreux cas.

L'étendue de 1'usage du mode déplacement dans l'industrie reste néanmoins difficile a
¢valuer, étant donné que ces utilisateurs ne publient que trés rarement dans la presse
scientifique.

A



2.5.6. Comparaison des modes élutions et déplacement

Tableau 5 : comparaison des modes élution et déplacement.

Elution

Déplacement

Profil de sortie des solutés dans 1’éluat

Pics gaussiens tendant a s’aplatir lors de la progression dans la colonne

Blocs contigus (de type fonction de Dirac) conservés lors
de la progression dans la colonne

Distinction des pics

Facile, par le temps de rétention T,

Difficile, par I’ordre des solutés

Facteurs influengant la rapidité de la
séparation et son efficacité

Nature et force éluante de la phase mobile

Nature et concentration en déplaceur

Conditions nécessaires particuliéres pour la
phase mobile (conditions communes :
viscosité convenable, compatibilité avec le
systéme de détection, toxicité et réactivité
avec I’échantillon minimales)

Dissolution de I’échantillon, permettant une élution modérée et
controlable des solutés a séparer, compatibilité avec la phase
stationnaire (pH notamment).

En CCC, biphasique avec la phase stationnaire, permettant un partage
des solutés entre phase mobile et phase stationnaire (K4 solutés =1)

Dissolution de I’échantillon.

En CCC, biphasique avec la phase stationnaire, empéchant
le partage des solutés et de I’écahngeur entre phase mobile
et phase stationnaire (Ky échangeur ~oo, K4 solutés =0)

Recouvrement quantitatif

Possible si a assez grand

Impossible, récupération partielle uniquement (a cause des
zones de recouvrement)

Capacité

Faible et déterminée empiriquement

Grande et déterminée

Evolution de la concentration de
I’échantillon dans la colonne

Dilution progressive importante

Absence de dilution,voire concentration par zones

recyclage Toujours préte a I’emploi (éventuellement, conditionnement par la Indispensable apres chaque usage dans le cas de I’échange
phase initiale en cas d’élution graduée) d’ions ou des chélatants
Aspect préparatif Possible mais limité : on atteint rapidement les conditions de surcharge Trés adapté : en pratique, plus on charge, meilleure est la

massique, que I’on peut gérer ou dont on peut tirer profit, mais pas
indéfiniment, et toujours avec perte d’efficacité.

séparation [24, 77], dans les limites de la capacité de la
colonne.

Concentration des solutés dans 1’éluat

Obligatoirement inférieure a 1’échantillon

Peut étre supérieure a I’échantillon

Intérét analytique

Majeur

Meéthode inadaptée a I’analyse

Usages préférentiels

Analytique, semi-préparatif, (préparatif dans certains cas)

Semi-préparatif, préparatif

Force motrice

La phase mobile éluante.

Le déplaceur. Peut étre spécifique des solutés d’intérét.

Paramétres a évaluer, optimisation

nature de la phase stationnaire et de 1’éluant, température, pH, force
ionique de 1’éluant, débit.
Optimisation facile.

Nature et concentration de I’échangeur, du déplaceur, débit.
Optimisation délicate.

Progression des analytes dans la colonne

A des vitesses différentes. Pas d’état stationnaire

Une fois 1’état stationnaire atteint, isotachique

Phénomeénes dispersifs

Dispersion axiale et longitudinale

Pas de dispersion

Contamination des soluté élués

Solutés ¢élués dans la phase mobile pure, pas de contamination

Les soluté peuvent contenir du déplaceur
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3. APPLICATIONS DU MODE PAR ELUTION
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Le mode de développement par élution est le plus utilis¢ en CPC. Il met en ceuvre des
phases généralement constituées uniquement de solvants purs. Dans certains cas, les phases
peuvent contenir des espéces supplémentaires visant a protéger les solutés (acide dans le cas
des anthocyanes) ou améliorer la séparation (sels inorganiques dans le cas des glucosinolates
[5]). Des applications récentes utilisent des phases modifiées par 1'ajout de solutés visant a
rendre ces phases plus sélectives (sélecteur tels que le N-dodecanoyl-L-proline-3,5-
diméthylanilide [17, 18, 23], I'albumine de sérum bovin [25] ou les alcaloides du genre
Cinchona [7]).

Notre objectif dans les travaux décrits dans ce chapitre a été¢ de proposer des systémes
peu utilisés pour ¢élargir le champ d'application du mode de développement par élution, en
utilisant des systémes sélectifs, présentant une faible toxicité et contenant des solvants a point
d’ébullition bas.

Deux familles de composés, 1'une d'origine végétale, I'autre d'origine synthétique, ont
fait I'objet de travaux, respectivement les saponosides et les alcaloides de type
benzo[ ¢ Jphénanthridine.

3.1. Un exemple de substances naturelles : les saponosides
de Bacopa monnieri

3.1.1. Introduction

Les extraits d'origine naturelle sont des mélanges complexes. L'isolement de
molécules pures a partir de ces extraits requiert généralement plusieurs étapes, mettant en
ceuvre des techniques différentes : extraction solide-liquide, liquide-liquide, précipitation,
dialyse, chromatographie sur différentes phases... Dans ce contexte, la CCC peut étre utilisée
a différents niveaux de purification. A titre d'exemple, 1'équipe du Professeur Verpoorte a
montré l'intérét de la CPC dans le fractionnement bioguid¢ d'extraits bruts, en utilisant des
systemes de solvants adaptés au fractionnement d'une large gamme de composés [10-12]. 11
reste que le recours a l'utilisation des techniques de CCC pour l'isolement de composés purs
est trés intéressant.

3.1.1.1. L'isolement de saponosides par CPC au laboratoire

Les méthodes classiques de chromatographie utilisées pour isoler les saponosides
restent longues et fastidueuses en raison des structures complexes de ces molécules et de leur
relative fragilité. En effet, il s'agit de composés hétérosidiques associant une génine soit
stéroidique (27 atomes de C) soit triterpénique (30 atomes de C) a caractere lipophile et une
ou plusieurs chaines osidiques hydrophiles liées par liaison éther ou ester a la génine. Il en
résulte un caractére amphiphile qui nécessite une extraction primaire solide-liquide au moyen
d'un solvant polaire (par exemple le méthanol ou I'é¢thanol). Ce dernier entraine a 1'évidence
d'autres composés indésirables (oligosaccharides, sucres, autres hétérosides) qui rendent
l'extrait primaire trés complexe. Les étapes ultérieures de fractionnement et d'isolement sur
support solide peuvent générer des artéfacts par réactions d'hydrolyse et/ou des
transestérifications. Pour pallier ces problémes et améliorer le rendement d'isolement,
différents auteurs ont eu recours aux techniques de chromatographie sans support solide. Les
systémes biphasiques utilisés sont pour la plupart des systeémes fondés sur le mélange binaire
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solvant chloré-eau, auquel sont rajouté un, deux ou trois alcools (méthanol, 1-propanol,
¢thanol, 1-butanol) [9]. Le laboratoire de Pharmacognosie de Reims a mis au point avec
succes une technique d'isolement par CPC en élution graduée avec le systéme acétate
d'éthyle/1-butanol/eau, appliquée a des saponosides a squelette dammarane issus du Ginseng
[13], ainsi que des écorces de racine d'une plante tunisienne, Zizyphus lotus, réputée
antidiabétique [24]. Dans ces deux exemples, la CPC a été utilisée comme outil final de
purification. Il faut souligner la sélectivité remarquable de la méthode, permettant la
séparation des composés 6 et 7 (voir figure 35) qui ne différent que par la configuration d'un
seul carbone de I'un des sucres (galactose dans 6 et glucose dans 7). Dans le cadre d'un stage
de DEA, l'analyse phytochimique des feuilles de cette plante a été réalisée en utilisant la CPC
comme outil de pré-fractionnement. Des étapes de purification ultérieures par les méthodes
classiques se sont avérées nécessaires. Cette partie de plante a livré, a c6té de deux
flavonoides hétérosidiques [20] une série de cinq autres saponosides a squelette dammarane
dont quatre sont nouveaux [21]. Leur analyse structurale a révélé que deux d'entre eux (3 et 5)
possedent un reste sulfaté (de pKa trés bas) li¢ a 1'un des sucres de la partie osidique, ce qui
leur confére un caractere ionisé.

Ces travaux ont toujours concerné des quantités faibles (de 1'ordre de la dizaine de
mg). Ultérieurement et dans le cadre de ce travail de these, nous nous sommes intéressés a
une plante de la pharmacopée indienne, Bacopa monnieri, avec comme objectif de tester la
CPC comme outil pour fractionner un extrait de saponosides en quantités plus importantes.

3.1.1.2. La plante : Bacopa monnieri (L.) Pennel (Scrofulariaceae)

= NHRE ; . B

o~

Figure 34 : rameau radicant et fleur de Bacopa monnieri (L.) Pennel (photo A.Maciuk)

Cette plante rampante des zones humides est réputée dans la médecine ayurvédique,
ou elle fait partie des plantes Medhya, une catégorie de plantes auxquelles on préte des
propriétés nootropes, c'est-a-dire stimulantes de l'attention et de la cognition. Une revue
bibliographique sur cette catégorie de plantes a fait I'objet de recherches personnelles
antérieures, a la base d'un mémoire de diplome d'état de docteur en Pharmacie de 1'Université
Louis Pasteur de Strasbourg [19]. Ces travaux, encadrés par le Docteur Marie-Jeanne
Bouchet, ont complété des travaux d'extraction et d'isolement bioguidés menés au Laboratoire
de Pharmacognosie de Strasbourg [2]. Il apparait que de nombreux travaux in-vivo sur des
souris soutiennent cette activité nootrope. Néanmoins, tous ces travaux ont été réalisés avec
des extraits, a l'instar de la plupart des explorations biologiques réalisées dans le domaine des
substances naturelles. D'autre part, la littérature relatant I'isolement de composés purs de B.
monnieri est dense et complexe, parfois méme contradictoire. La dizaine de saponosides
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Figure 35 : saponosides nouveaux isolés de l'écorce de racine 4, 6, 7 et des feuilles 1-3, 5 de

Zizyphus lotus par CPC.

1: 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranosyljujubogenin-20-O-(2,3,4-O-
triacetyl)-a-L-rhamnopyranoside

2: 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-B-D-glucopyranosyljujubogenin-20-O-o-L-
rhamnopyranoside

3: 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[(4-sulfo)- B-D-glucopyranosyl-(1—3)]-a-L-

arabinopyranosyljujubogénine

Jujuboside C

3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[(4-sulfo)-B-D-glucopyranosyl-(1—3)]-B-D-

galactopyranosyl-(20R,22R)-16,22: 16 a, 30-diepoxydammar-24-ene-3f3,20-diol

6: Lotoside 1

7: Lotoside 11

BN

identifiés sont des mono- ou des bidesmosides a génine de type dammarane (voir figure 36).
L'isolement de quantités significatives de ces différents composés est souhaitable, d'une part
dans un objectif de clarification structurale, et d'autre part pour permettre des études in vivo,
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R = H : Pseudojujubogénine

Génine jujubogénine R, R,
8 Bacoside Al a-L-arabinofuranosyl(1—3)-a-L-arabinopyranosyl H
9 Bacoside A3 B-D-glucopyranosyl(1—3)-O-[a-L-arabinofuranosyl(1—2)]-O-p-D-glucopyranosyl H
10 | Bacopasaponine A a-L-arabinopyranosyl a-L-arabinopyranosyl
11 Bacop asaponine E B-D-glucopyranosyl(1—3)[ a-L-arabinofuranosyl(1—2)]-O-a-L-arabinopyranosyl a-L-arabinopyranosyl
12 Bacop asaponine F B-D-glucopyranosyl(1—3)[ a-L-arabinofuranosyl(1—2)]-O-B-D-glucopyranosyl a-L-arabinopyranosyl
13 B-D-glucopyranosyl(1—3)[a-L-arabinofuranosyl(1—2)]-O-f-L-arabinopyranosyl H
Génine pseudojujubogénine R
14 Bacoside A, a-L-arabinofuranosyl(1—6)[ a-L-arabinopyranosyl(1—=5)]-a-D-
glucofuranosyl
15 Bacopasaponine B a-L-arabinofuranosyl(1—2)-a-L-arabinopyranosyl
16 Bacopasaponine C B-D-glucopyranosyl(1 —>3)La—L-arab1nofurano syl(1-2)]-o-L-
arabinopyranosyl
17 Bacopasaponine D a-L-arabinofuranosyl(1—2)]-B-D-glucopyranosyl

Figure 36 : structures de saponosides identifiés dans Bacopa monnieri ([17 ] et références
citees).

comme par exemple des études sur la métabolisation des saponosides aprés administration, ou
des études comportementales. Néanmoins, ce genre d'études nécessite plusieurs dizaines de
mg. L'objectif de ces travaux est donc de proposer un protocole d'isolement a I'échelle
préparative des saponosides de cette plante. Nous utilisons dans un premier temps la stratégie
"bon solvant" pour déterminer un systéme adapté.

3.1.2. La stratégie bon solvant

Un bon solvant des saponosides est le 1-butanol, en raison de son caractere a la fois
hydrophobe (avec une chaine alkyle a 4 carbones) et hydrophile (avec la fonction alcool
terminale). Cette nature amphiphile se manifeste surtout pour les alcools de trois a cinq
atomes de carbone. Nous avons donc évalué la possibilité d'utiliser ces alcools comme bon
solvants de facon systématique, gardant a l'esprit les caractéristiques physiques nécessaires et
souhaitables d'un solvant de CPC, c'est-a-dire le biphasisme avec I'eau, la non-toxicité, un
point d’ébullition bas, une faible viscosité.
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3.1.2.1. Les systemes a solvant pont alcool

3.1.2.1.1. Propriétés des alcanols

La miscibilités avec 1’eau, la viscosité et la température d’ébullition sont donnés dans le
tableau 6 pour tous les alcools de 3 a 5 atomes de carbones [15]. Le tableau 7 mentionne les
différents azéotropes connus, formés par ces alcools avec des solvants susceptibles d'étre
utilisés en CPC, permettant une évaporation des phases a température réduite.

Tableau 6 : propriétés physiques des alcools de 3 a 5 atomes de carbone.

Nom Synonyme Eb (°C)  Miscibilité avec l'eau N a 25°C (mPa.s)
1-Propanol 97,2 Trés soluble 1,95
2-Propanol Isopropanol 82,3 Treés soluble 2,04
1-Butanol Propylcarbinol 117,7 Soluble 2,54
2-Butanol sec-Butanol 99,5 Trés soluble 3,10
2-Méthyl-1-propanol Isobutanol 107,8 Peu soluble 3,33
2-Méthyl-2-propanol Tert-butanol 82,4 Treés soluble 4,31
1-Pentanol Alcool amylique 138 Insoluble 3,62
2-Pentanol Alcool sec-amylique 119,3 Treés soluble 3,47
3-Pentanol 116,2 Peu soluble 4,15
2-Méthyl-1-butanol 128 Peu soluble 4,45
3-Méthyl-1-butanol 131,1 ? 8,63
2-Méthyl-2-butanol tert-Pentanol 102,4 Soluble 3,55
3-Méthyl-2-butanol Isopropyléthanol 113 Peu soluble 3,51

Tableau 7 : azéotropes connus présentant un intérét dans le cadre de ce travail [16].

Solvant 1 Eb (°C) Solvant 2 Eb (°C) Eb de 'azéotrope (°C) Rapport molaire de
'azéotrope 1/2

Acétate d'éthyle 77,2 2-Propanol 82,3 74,8 0,77/0,23
Eau 100,0 70,4 0,919/0,081

Acétate de propyle 101,5 1-Propanol 97,2 93,9 0,37/0,63

Isobutanol 108,3 100,9 0,83/0,83

Eau 100,0 82,3 0,86/0,14
Acétate d'isopropyle 89,0 Isopropanol 82,2 80,0 0,474/0,526
Méthanol 64,7 64,0 0,298/0,702

3.1.2.1.2. Les diagrammes ternaires a solvant pont alcool

Les mélanges ternaires biphasiques a solvant pont alcool susceptibles de
présenter un intérét pour la séparation de saponosides en CPC sont décrits dans le
tableau 8. Les systémes de type 2 convergents sont particulierement intéressants car ils
permettent un gradient d'élution.

Nous avons en outre utilisé des systémes modifiés par I’addition d’un sel
inorganique. Il a été mentionné dans le chapitre I la faculté des sels inorganiques a
modifier par relargage le partage de solutés dans un systéme et les miscibilités entre
les différents solvants. En outre, I’addition d’un sel est un moyen de choix pour
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rompre des émulsions [1]. Or la mise en solution de I'extrait de saponosides dans un
systéme biphasique conduit a des émulsions difficiles a décanter, et dans certains cas a
une gélification de la phase aqueuse. C’est pourquoi nous avons testé des systémes
additionnées de sels inorganiques. Nous avons choisi le NaCl en raison de son effet de

relargage généralement plus marqué que le KCI.

Tableau 8 : caractéristiques des diagrammes ternaires a solvant-pont alcool.

systéme Type Convergence Gamme d’utilisation (% Référence
v/v en solvant pont)
EtOAc/1-BuOH/eau 2 oui 2-30 [26]
EtOAc /isoBuOH/eau 2 oui 2-30 cf EtOAc/1-BuOH/eau)
MTBE/1-BuOH/eau 2 oui 5-40 [14]
MTBE/isoBuOH/eau 2 oui 0-85 [14]
Heptane/1-BuOH/eau 2 oui 20-60 [26]
Heptane/isoBuOH/eau 2 oui 0-80 cf (Hept/1-BuOH/eau)
EtOAc /isoPrOH/eau 1 non 0-25 [8]
Aclsoprop/isoPrOH/eau 1 non 0-40 [8]
MTBE/isoPrOH/eau 1 non 5-25 [14]

3.1.2.2. Préparation de 1'échantillon

L’extrait utilisé est un extrait commercial obtenu par extraction méthanolique a partir
de la plante enti¢re seche (Amsar Pvt. Ltd, Indore - http://www.amsar.com/), dans lequel trois
groupes de saponines de R; différents ont été identifiés sur CCM en polarité de phase normale.
Dans une premicre étape, I’extrait butanolique est purifi¢ par des méthodes liquide-liquide
(figure 37).

10 g de poudre sont dissous dans 100 ml de méthanol. 400 ml d’éther diéthylique sont ajoutés de fagon
a précipiter les saponosides. Les composants tels que les cires et génines libres restent dans le surnageant.

L'ensemble est centrifugé a 3000 rpm pendant 15 min.

Le culot est lavé a l'éther, puis centrifugé dans les mémes conditions. Le surnageant est évaporé a sec.

Le précipité est dissous dans un mélange de 100 mL d'eau et 100 mL de 2-BuOH qui présente un point
d’ébullition plus bas (100°C) que le n-butanol (117°C). Les composés trés polaires tels que les sucres et les
tanins restent dans l’eau, les saponosides passent dans le 2-butanol. Aprés agitation et décantation dans une
ampoule a décanter, les phases sont séparées. Ce protocole est répété quatre fois.

Les phases organiques sont rassemblées et évaporées a sec a [’évaporateur rotatif. La phase aqueuse
est lyophilisée.
3.1.2.3. Choix d'un systeme

3.1.2.3.1. Méthodes d’évaluation de la sélectivité d’un systéme
biphasique

3.1.2.3.1.1. Evaluation des K;, par CLHP

L'utilisation de la CLHP pour la détermination des constantes de distribution permet
de déterminer des variations de Kp pour les différents constituants du mélange. Ces variations
de Kp sont a 'origine de la sélectivité en chromatographie de partage. Cette méthode est donc
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EXTRAIT BUTANOLIQUE COMMERCIAL (10,0 g)

MeOH (100 ml)
(E1),0 (500 ml)

PRECIPITE
8,33 g—-Rdt=83%
I
(Et),0 (lavage)

/\; SURNAGEANT

| PRECIPITE |

# séchage

| EXTRAIT SEC |

5 extractions liquide-liquide
H,O (100 ml) 2-BuOH (100 ml)

Phase aqueuse Phase organique

Evaporation 4 Extractions liquide-liquide

Evaporation

RESIDU 3,26 g EXTRAIT :
(Pas de saponosides) 5,07g Rdt = 50,7%

Figure 37 : diagramme des étapes de préparation de l'échantillon de B. monnieri enrichi en
saponosides.

sensée permettre une prédiction de la séparation. Cependant, la difficulté posée par les
saponosides est leur détection quantitative dans un €luat de chromatographie. Ces composés
présentent des chromophores de faible intensité. Nous avons donc eu recours a la méthode de
détection classique, basée sur l'absorbance des saponosides a 203 nm, pour établir des ratios
entre les aires sous la courbe pour certains pics pris comme témoins, pour chaque phase issue
de tests en piluliers (voir chromatogramme en figure 38).

Malheureusement, ce protocole s'est avéré peu reproductible et n'est donc pas
utilisable pour évaluer de facon précise la sélectivité. Il a permis néanmoins de vérifier que le
Kp des saponosides diminue si la teneur en alcool diminue.

Par conséquent, nous avons eu recours a la méthode d'évaluation des Kp par CCM,
moins précise mais plus fiable.

3.1.2.3.1.2. Evaluation de la polarité des composants de 1'échantillon par
CCM

La premicre étape consiste a préparer les phases constituant le systéeme. On prépare
des mélanges correspondants a des pourcentages croissants en solvant pont, dans la limite de
la zone biphasique du diagramme ternaire.
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Figure 38 : chromatographie CLHP de l'échantillon concentré en saponosides (zone témoin).
Conditions expérimentales : Colonne Interchrom UPSHDO-250S8 250 x 4,6mm (colonne CI18 sans traitement
des silanols libres mais avec un greffage haute densité : pourcentage de carbone 17 %, porosité 120 A). Volume
d'injection 20ul (solution témoin de 1 mg/ml). L éluant (eau milliporée) est modifié par de l'acétonitrile d'apres
le gradient suivant : de 30 a 35% en 19 min, stable pendant 14 min, puis a 100% en 10 min, stable pendant 10
min puis retour a 30% en 10 min stable pendant 10 min. Débit a 1 ml/min. Détection UV a 203 nm.
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Mode opératoire :

Dans le cas du systéme MtBE/isoBuOH/eau, 11 piluliers contenant 10 mL de différents systemes sont
préparés. L’isobutanol, solvant pont, est ajouté de facon a représenter des pourcentages de 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60).

- Une solution mére d'extrait enrichi en saponines dans le méthanol est réalisée (50 mg/ml) ;

- 50 ul de cette solution sont placés dans des piluliers puis évaporés au SpeedVac (40°C, sous vide,
centrifugation a 1200 rpm) ;

- ajout de 500 ul de chaque phase du systeme étudié ;

- dépot d'une quantité identique (10 ul) de chaque phase sur une plaque de CCM a polarité de phase
normale (silice Fluka 60 A4 250 um - éluant: CH,Cl,/MeOH/H,0 74:24:2) ou inverse (Merck RP-18 ;545
- éluant : MeOH/H,0 75:25) ;

- révélation par pulvérisation d'une solution d'acide sulfurique a 20 % v/v puis chauffage ;

- la proportion de saponoside dans chaque phase est évaluée visuellement.

Les systemes testés sont des gammes a proportion croissante d'alcool dans la limite inhérente a chaque
systeme :
- Acétate d'éthyle/isopropanol/eau : pourcentages en isopropanol : de 5 a 25 % v/v par paliers de 5 % ;
- Acétate d’éthyle/isobutanol/eau : pourcentages en isobutanol : 2, 5, 15, 30 % v/v
- MtBE/isopropanol/eau : pourcentages en isopropanol : de 5 a 25 % v/v par paliers de 5 % ;

- MtBE/isobutanol/eau : pourcentages en isobutanol de 5 a 60 % v/v par paliers de 5 % ;
- Heptane/l-butanol/eau : 20, 50, 60 % v/v.

Conclusions :
Les systémes a acétate d'éthyle ou heptane extraient les saponosides dans la phase
organique pour des trés faibles proportions en alcool ( < 10 %). Le seul systeme qui semble se

préter a une séparation des saponosides est le syst¢tme MtBE/isobutanol/eau, avec un gradient
en isopropanol compris entre 5 et 40 %.

3.1.2.4. Mise au point d'un gradient par étapes

La mise au point du gradient a été réalisée sur des échantillons de I'ordre de la centaine
de mg d'extrait enrichi en saponosides. Divers essais ont permis d'établir que 1'ajout de NaCl a
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la phase aqueuse, a raison de 1 %, était nécessaire pour permettre une bonne décantation de
I'échantillon avant injection, et une stabilité du systéme pendant la chromatographie.
L'efficacit¢ d'un gradient type pour un pré-fractionnement de l'extrait est illustré par
l'expérience décrite par le tableau 9 et la figure 39.

Tableau 9 : conditions expérimentales d'une élution graduée-type appliquée a un échantillon d'extrait enrichi en
saponosides de 200 mg.

Appareil

Phase stationnaire
Phase mobile initiale
Phase mobile finale
Gradient

Mode

Rotation

Débit

Perte de charge a I’équilibre
Masse échantillon
Echantillon

FCPC Kromaton®, capacité 200 ml

Phase aqueuse du systeme MtBE/isobutanol/eau 2/3/95 + NaCl 1 % m/v
Phase organique du systeme MtBE/isobutanol/eau 48,75/2,5/48,75
Phase organique du systeme MtBE/isobutanol/eau 40/20/40

Mis en route aprés une élution sans gradient pendant 40 min., voir fig. 39
Ascendant, phase stationnaire aqueuse

1700 rpm

5 ml/min

37 bars

200 mg

Dissolution de I’échantillon dans 8 ml de phase stationnaire + 2 ml de

phase mobile + 100 mg de NaCl

Mode d’injection sandwich
Fuite de phase stationnaire Non observée
Fraction 10 ml

Durée de la séparation 1H40

Masse des regroupements 76 mg soit :

(voir CCM en figure 39) - 20 premieres fractions sans gradient : 8 mg
- frla65:13mg

- fr66all0: 31 mg

- fri1ilal25: 10 mmg

- fri126al143: 6 mg

- fr144a160: 8 mg

Rendement par rapport a 76 %
l'extrait de départ

Gradient du syst¢me MtBE/IsoBuOH/Eau Sapon051des

(Bacopa 3) de faible polarité
100 —40 .
s Saponosides
PR < ~ de polarité
< 30 < | t ’ . 15
£ s 'y intermédiaire
60— e
= 25 2 ‘
né 20 g [
S 404 ) |
S s £
20 . * Saponosides
1 2 « .
de forte polarité
0 T T T Regroupements des fractions
0 50 100 150

BEEAE

temps (min)

Figure 39 : Gradient et fractogramme de l'élution graduée-type appliquée a un échantillon
(200 mg) d'extrait enrichi en saponosides.

Conditions de chromatographie : plaque de silice a polarité de phase normale (silice Fluka 60 4 250 um -
éluant: CH,Cl,/MeOH/H,0 74:24:2). De gauche a droite : regroupements des fractions : étape d'élution sans
gradient, 1-65, 66-110, 111-125, témoin produit de départ, 126-143, 144-160, dual-mode 1-9, 10-30, 31-50.
Révélation a l'acide sulfurique 20 % puis chauffage.
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Commentaires :

Une ¢élution graduée permet de pré-fractionner 1'extrait concentré en saponosides de
manicre satisfaisante, aboutissant a trois groupes de saponosides de polarités faible,
intermédiaire et forte. Ces trois groupes renferment chacun plusieurs composés. Une étape de
pré-fractionnement est par conséquent efficace pour obtenir des groupes de saponosides de
comportement proches, pour lesquels d'autres systemes adaptés pourraient aboutir a des
composés purs. Un tel pré-fractionnement est néanmoins intéressant dans une optique
préparative s'il permet de traiter en une fois des quantités importantes d'échantillon.

Des essais de préparation d'échantillons plus concentrés (m > 200 mg) ont conduit a un
phénoméne de gélification dans la phase stationnaire et a des émulsions trés stables, non
seulement au sein de 1'échantillon, mais aussi lors de la chromatographie, conduisant a une
vidange compléte de la colonne ("flooding"). Divers systémes de solvant ont été testés
(contenant du MtBE, I'heptane, de l'acétate d'éthyle ou de propyle) et ont conduit au méme
résultat.

Par conséquent, nous nous sommes tournés vers un systéme susceptible d'étre plus
capacitif.

3.1.3. Approche par le systeme THF/DMSO/eau

3.1.3.1. Le systeme THF/DMSOQO/eau

Le systetme DWT (dimethylsulfoxide/water/tetrahydrofuran) décrit par Foucault et al.
en 1993 est le seul systéme de type O connu a ce jour [3, 6]. Il est composé de solvants tous
miscibles deux par deux. Le biphasisme n'est donc pas susceptible de se former a priori.
Néanmoins, leur mélange dans des proportions données aboutit & un systéme biphasique, aux
lignes de conjugaisons non-convergentes (voir figure 40).
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Figure 40 : diagramme ternaire du systeme DWT [6].

Le DMSO présente, outre une atoxicité, une propriété solubilisante trés forte pour une
gamme tres large de composés, ce qui en fait d'ailleurs le solvant de choix pour les composés
de chimiothéques criblés sur des automates a haut débit, ou HTS ("High Throughput
Screening").
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Le systtme DWT ne présente aucune difficult¢ a décanter, qu'il soit pur ou en
présence de solutés. I1 se prétait donc a des essais avec I'extrait concentré en saponosides.

L’inconvénient majeur de ce systeme découle de la température d'ébullition élevée du
DMSO (Eb = 189°C).

3.1.3.2. Pré-fractionnement a I'échelle préparative

Des essais préliminaires de partage par CCM ont indiqué qu'un systéme
THF/DMSO/eau 42,5/15/42,5 convenait a un pré-fractionnement de l'extrait enrichi en
saponosides. Par conséquent, un développement par élution isocratique a été appliqué a cet
extrait. La collecte des fractions contenant les saponosides les plus polaires s'est fait par dual-
mode. Dans ce cas, le pompage de la phase mobile organique est stoppé, et de la phase
stationnaire aqueuse est pompée en mode descendant. Par conséquent, les composés de Kp
initial trés grand (molécules peu éluées) voient leur K inversé, et sont élués rapidement dans
une phase mobile aqueuse.

Trois expériences ont été réalisées pour évaluer la capacité de la méthode (500 mg ou
1 g). Les conditions expérimentales d'une expérience-type sur une quantité d'échantillon d'un
gramme sont données dans le tableau 10. Les fractions de saponosides obtenues par ces
différentes expériences sont illustrées par une CCM récapitulative (figure 41).

Tableau 10 : conditions expérimentales d'une élution isocratique-type appliquée a un échantillon de 1g d'extrait
enrichi en saponosides.

Appareil FCPC Kromaton®, capacité 200 ml

Systeme Phase aqueuse du systeme THF/DMSO/eau 42,5/15/42,5

Mode Ascendant, phase stationnaire aqueuse

Rotation 1500 rpm

Débit 4 ml/min

Perte de charge a I’équilibre | 26 bars

Masse échantillon lg

Phase de I’échantillon Dissolution de I’échantillon dans 20 ml de phase stationnaire + 4 ml de phase
mobile

Mode d’injection sandwich

Fuite de phase stationnaire Nulle a partir de la fraction 14

Fraction 8 ml

Durée de la séparation 1H20

Recouvrement 740 mg soit 74 %
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Figure 41 : résultat des préfractionnements réalisés par élution isocratique avec le systeme

DWT 42,5/15/42,5 sur des échantillons totalisant 2 g d'extrait enrichi en saponosides.
Conditions expérimentales : : plaque de silice a polarité de phase normale (silice Fluka 60 A 250 um - éluant:
CH,CIl,/MeOH/H,0 74:24:2) ; Révélation a l'acide sulfurique 20 %.

Commentaires

- Le systtme DWT est également limité en termes de capacité, mais des échantillons de
1 g sont injectables.

- La séparation des trois groupes de saponosides est rapide et reproductible. Les
fractions identiques dans les différentes séparations réalisées sur 500 mg et 1 g, sont
regroupées et comparées par CCM (voir figure 41). L'échantillon est efficacement
fractionné en trois groupes de saponosides.

- Un inconvénient réside en 1'évaporation de la phase aqueuse (eau + DMSO) lors du
mode dual. Cependant les volumes sont relativement faibles (< 50 ml), et il est
possible de lyophiliser ces fractions.

- Les rendements par rapport a I’extrait injecté sont les suivants :

Groupe 1 : 220 mg soit 11 %
Groupe 2 : 670 mg soit 33,5 %
Groupe 3 : 660 mg soit 33 %

Le rendement en saponosides par rapport a l'extrait enrichi en saponosides est de 1,55
g soit 77,5%. Cela permet d’évaluer le rendement en fractions de saponosides a partir de
I’extrait méthanolique commercial a 38,8 %. Les fractions ne contenant pas de saponosides
totalisent 342 mg, soit 17 %. Le rendement total par rapport a I'extrait brut est de 94,5 %.
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3.1.4. Conclusions

3.1.4.1. Des systemes a solvant-pont alcool peu capacitifs

Une démarche classique a permis d'aboutir a un systéme composé de solvants
atoxiques a température d'ébullition basse, et utilisable en mode élution graduée. L'ajout de
chlorure de sodium dans le systéme a résolu en partie les problémes d'émulsion et de
solubilisation de I'échantillon. Le systéme reste néanmoins trés limité quant a sa capacité, et
se montre inadapté a un pré-fractionnement préparatif de 1'extrait concentré en saponosides.

3.1.4.2. Le systeme DWT

Ce systeme particulier offre des résultats trés satisfaisants. Il offre I’avantage de
présenter une bonne rétention dans la colonne, une bonne décantation et une capacité a
dissoudre efficacement 1'échantillon (jusqu'a 1 g) sans conduire ni a une émulsion de
I'échantillon ni a un phénomeéne de "flooding" lors de l'injection.

Ce systéme est adapté a un préfractionnement des trois groupes de saponosides de
I'extrait. Par contre, sa sélectivité n'est pas suffisante pour permettre la séparation des
saponosides de chacun des groupes. Enfin, I’inconvénient majeur de ce systéme est la
difficulté a évaporer ou méme lyophiliser le DMSO a la fin de I’expérience.

Nous avons tenté ultérieurement de soumettre les groupes de saponosides
préfractionnés a une séparation par CPC. Malheureusement, les phénomeénes d'émulsion se
sont réveélés étre encore plus marqués pour ces échantillons. Ces travaux illustrent la
limitation classique des méthodes de chromatographie de partage liquide-liquide sans support
solide, liée a la solubilisation de I'échantillon et a la formation d'émulsion lors de la
chromatographie. Dans ces cas, le recours a d'autres techniques chromatographiques s'impose
pour une étape de purification finale, laissant néanmoins a la CCC un réle a jouer lors du
procédé global.

3.2. Isolement d'un composeé de type benzo[c |phénanthridine

3.2.1. Introduction

Il s'agit d'un travail réalis¢ dans le cadre d'une collaboration avec le Pr Duval
(Laboratoire des Substances d'Origine Naturelle et Analogues Structuraux (SONAS) UPRES
EA 921, Faculté de Pharmacie d'Angers) qui a mis au point une synthése de I'éthoxidine en
vue de faire évaluer les potentialités anticancéreuses de cette molécule. En effet, 1'éthoxidine
19 est un proche analogue structural de la fagaronine 18 (voir figure 42), alcaloide présent
uniquement dans les racines de Fagara zanthoxyloides (Lam.) et dont l'activité antitumorale
originale combine trois propriétés :

- une activité différenciante puissante et irréversible sur les cellules malignes

- une activité inhibitrice des topo-isomérases I et II
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- une activité inhibitrice de la transcriptase inverse.

L'étude particuliére de la fagaronine a fait I'objet d'une collaboration pluridisciplinaire
intitulée "Programme Fagara" regroupant trois équipes rémoises dont le laboratoire de
Pharmacognosie [4, 22]. Cette molécule, de méme que 1'éthoxidine et beaucoup d'autres
alcaloides de cette famille chimique, possede une fonction iminium sensible aux additions
nucléophiles en a de 1'atome d'azote générant des artefacts, notamment avec les solvants (voir
figure 42).

OMe

MeO

OMe OMe

MeO

19 Ethoxidine

OMe OMe

ROH

OMe —_—

OMe

H+

Figure 42 : les alcaloides d'intérét du type benzo[c Jphénanthridine, et addition nucléophile en
a de l'azote.

Pour pallier ce probléme, il importe de maintenir un pH acide dans les étapes
d'isolement. La purification par chromatographie liquide de ces composés ne peut donc se
faire par des méthodes acido-basiques tel que le pH-zone refining. C'est pourquoi notre choix
s'est porté sur une séparation en mode élution. Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire
ont abouti a la mise au point d'une méthode pour l'isolement de la fagaronine (travaux en
attente de publication). Cette méthode a été appliquée directement a 1'échantillon d'éthoxidine
issu de la synthése. Tout comme l'extrait de Fagara, le brut de synthése comporte des
composés de polarités trés différentes. C'est pourquoi nous avons mis en ceuvre une élution
graduée pour accéder a un produit pur en vue d'évaluer ses propriétés biologiques.
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3.2.2. Isolement de I'ethoxidine

C'est le systeme MsBE/1-butanol/eau qui est utilisé pour cette chromatographie (figure
43). Ce systéme présente divers avantages : transparence aux UV, facilité d’évaporation,
atoxicité. En outre c'est un systéme de type Il convergent, qui permet donc la réalisation
d'¢lutions graduées (tableau 12).

Conditions expérimentales

Appareil FCPC Kromaton®, capacité 200 ml

Phase stationnaire Phase aqueuse du systeme MtBE/1-butanol/eau 10/10/80

Phase mobile initiale Phase organique du systeme MtBE/1-butanol/eau 95,4/0/4,6 + MSA 646 ul

Phase mobile finale Phase organique du systeme MtBE/I-butanol/eau 25/61,5/13,5 + MSA 646 ul

Gradient Voir tableau 12

Mode Ascendant, phase stationnaire aqueuse

Rotation 1300 rpm

Perte de charge a I’équilibre | 55 bars

Masse échantillon 500 mg

Phase de I’échantillon Dissolution de I’échantillon dans 15 ml de phase stationnaire + 5 ml de phase
mobile

Mode d’injection sandwich

Fuite de phase stationnaire nulle

Fraction 10ml

Rendement par rapport a 63,6 %

l'extrait de départ

Tableau 11 : conditions expérimentales de l'élution graduée appliquée a l'échantillon d'éthoxidine d'origine
hémisynthétique.

"

Tableau 12 : gradientde - A
hase mobile et de débit WWWWﬁWWWWWWMWWW\
Temps | Débit | % PM | % PM | .| \
initiale | finale | ] / \
0 2 [ 100 0 | = f \
5 4 100 0 | - | \
10 | 8 [ 100 | 0 |~ / \
20 8 100 0 | = k‘/\“// |
50 | 8 50 50 | =, |
70 | 8 | 50 | 50 “W —]
100 | 8 0 0o |
110 | 8 0 0

Figure 43 : chromatogramme de la séparation de
l'éthoxidine par élution (détection UV a 280 nm).

L'expérience permet 1'isolement de 318 mg d'éthoxidine pure.

3.3. Conclusion sur le mode par élution

De ces deux brefs exemples, il ressort que le développement par élution, largement
utilisé en CCC, peut fournir de bons résultats, notamment lorsque l'outil CPC intervient dans
les étapes finales d'isolement. La CPC présente néanmoins dans certains cas des limites liées a
la nature méme de la technique et des composés a isoler, consistant en la formation
d'émulsions stables. Ces phénomeénes se produisent d'autant plus que l'échantillon est
concentré, alors méme que l'aspect préparatif est généralement l'objectif de la mise en ceuvre
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d'une séparation par CPC. Ce probléme a été rencontré lors du fractionnement des
saponosides de Bacopa monnieri dont le caractére amphiphile confére aux molécules des
propriétés tensioactives.

Dans le cas des composés ionisables ou ionisés, également susceptibles de provoquer
ce type de phénomene, un autre procédé¢ d'isolement par CPC peut étre envisagé : il s'agit du
mode par déplacement par échange d'ions qui fait 'objet du chapitre suivant.
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Le mode déplacement en chromatographie liquide-liquide montre des perspectives
intéressantes dans le domaine des substances naturelles. Nous avons consacré une grande
partie de notre travail au développement de cette thématique, dans le but d'améliorer les
méthodes existantes, de mettre au point des méthodes nouvelles susceptibles d'¢largir le
champ d'application du déplacement en chromatographie liquide-liquide sans support solide,
et de proposer des solutions a des problémes concrets de séparation, notamment dans une
optique industrielle.

La premicre partie de ce chapitre concerne les travaux sur l'isolement de la
galanthamine par pH-zone refining et les développements originaux qui en ont découlés. Un
dossier de valorisation a été validé par le CNRS (sa filiale FIST) sous le numéro 64042. Un
brevet est en cours de dépdt [76]. La deuxieme partie décrit le développement d'une nouvelle
méthode de chromatographie en mode déplacement, utilisant un échangeur cationique fort, le
chlorure de benzalkonium. Ces travaux sont relatés dans un article publié récemment [59].

4.1. Le pH-zone refining appliqué aux alcaloides de Leucojum
aestivum

La thématique “méthodologie de I'isolement” développée dans la FRE CNRS 2715 ces
derniéres années a conduit le laboratoire a acquérir une certaine expérience dans I’utilisation
de la CPC, et plus particulierement en mode déplacement par pH-zone refining [75, 77]. Ce
savoir-faire a été appliqué a une drogue d'intérét pharmaceutique majeur, Leucojum aestivum,
et ce dans le cadre d'une collaboration internationale. Ce projet a été a 1'origine de
développements originaux du mode pH-zone refining. Les différentes étapes de ce travail sont
présentées ici en tentant de souligner la progression du raisonnement a l'origine des
différentes expériences.

4.1.1. Introduction

4.1.1.1. Le contexte médical et pharmaceutique global

La molécule cible de ces travaux est la galanthamine (20) (voir figure 44), un
inhibiteur de l'acétylcholinestérase disposant d’'une AMM dans le traitement des symptomes
de la maladie d’Alzheimer. Cette pathologie, de méme que 1’ensemble des maladies neuro-
dégénératives, revét une importance majeure dans le domaine de la santé publique. Les
traitements disponibles actuellement sont seulement symptomatiques, et se basent tous sur
I’hypothése cholinergique de la maladie. Parmi les trois molécules sur le marché
actuellement, une seule, la galanthamine, est une substance naturelle. Le principe actif sur le
marché (Janssen) est néanmoins d'origine synthétique (Sanochemia Pharmazeutica AG,
Vienne, Autriche), et ce pour deux raisons principales : difficulté d’approvisionnement en
plante et difficulté de purification de la galanthamine naturelle. Son extraction a partir de
drogue végétale semble donc étre non compétitive par rapport a une synthese chirale totale,
d'autant plus que la présence de multiples dérivés dans l'extrait (voir figure 44) rend une étape
chromatographique nécessaire.

La déréplication d'un extrait de Narcissus "Sir Winston Churchill" par CPC (en mode
¢lution) a été réalisée par 1'équipe du professeur Verpoorte [38, 39]. En dehors de ces travaux
académiques, 1’application de la chromatographie liquide-liquide sans support solide n’a pas
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été envisagée a I'échelle de la purification préparative de galanthamine. C'est pourquoi il nous
a semblé opportun d'axer nos efforts sur un moyen efficace et rentable d’obtention de la
galanthamine naturelle par extraction et purification.

Dans cette partie sont relatés les travaux effectués pour évaluer 1’intérét d’une
production par extraction/chromatographie de la drogue végétale, gardant a ’esprit les
exigences ¢levées de 1’industrie pharmaceutique en termes de pureté et de procédé. Une revue
bibliographique sur la galanthamine, de méme que la description du contexte médical et
pharmaceutique global de ces travaux, fait l'objet de I'annexe 6.2.

R = Me : (-)-Galanthamine 20 R = Me : Galanthaminone (Narwédine) 22

R = H : Norgalanthamine 21 R = H : Norgalanthaminone 23 Ungiminorine 24

MeO MeO

MeO MeO

OMe

O-Methyllycorénine 25 N-Démeéthyl-7-déhydroxylycorénine 26

Figure 44 : alcaloides majeurs de Leucojum aestivum.

4.1.1.2. Le projet OTAN

La partie initiale de ce travail s’est effectuée dans le cadre d’un projet pluridisciplinaire
intitulé “Alternative approaches of bioproduction of alkaloids and active substances from
Bulgarian rare and threatened medicinal plants”. Ce projet (n® SfP 974453) s’intégre dans le
“Science for Peace Program” de I’OTAN, et implique des partenaires universitaires et
industriels de différents pays européens :

- Bulgaria Academy of Sciences, Bulgarie ;

- National Agency for Agricultural Sciences, Bulgarie ;

- Sopharma, deuxiéme entreprise pharmaceutique bulgare ;
- Université Paul Sabatier, Toulouse ;

- Université¢ de Reims Champagne-Ardenne.

Le but de ce projet est de développer la culture in vitro de cals de Leucojum aestivum pour la
production industrielle de galanthamine. Ce projet est motivé par les difficultés
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d’approvisionnement en drogue contenant de la galanthamine. Trente sites naturels ont été
relevés en Bulgarie, soit 150 hectares. De 1960 a 1989, I’exploitation industrielle non
controlée et intensive de ces sites naturels a conduit a décimer ces populations, et le statut
protégé de L. aestivum a été établi en 1989, imposant des régles strictes de collecte
comprenant un acces restreint a ces sites, la nécessité d’obtenir des autorisations et la mise en
place de quotas. Les sources végétales de galanthamine ont donc été réduites tandis que les
besoins en galanthamine se sont accrus. La production in vitro de cellules de L. aestivum
serait adaptée a une extraction industrielle de galanthamine. C'est dans ce cadre que notre
laboratoire a été sollicité pour la production de témoins a partir d’échantillons de L. aestivum.
L’utilisation de la CPC pour I’isolement des alcaloides s’est imposée tout naturellement.

4.1.1.3. Leucojum aestivum, la galanthamine et I’extrait
alcaloidique total

Figure 45 : Leucojum aestivum L. (nivéole).

Leucojum aestivum L. biosynthétise plusieurs alcaloides dans des proportions relatives
différentes selon les organes. Les teneurs varient selon les auteurs. Au cours des leurs études
sur la biosynthése de galanthamine, Eichorn et al. ont déterminé la teneur globale en
alcaloides (0,1 a 2 %) ainsi que leur répartition dans les différents organes de la plante [24]
(voir le tableau 13).

4.1.2. Extraction des alcaloides totaux

L'extraction des alcaloides totaux des parties aériennes de L. aestivum a été réalisé
selon un protocole mis au point et utilisé en routine par 1'équipe "Isolement et Structures de
Substances Naturelles" de notre laboratoire. Il consiste en une extraction solide-liquide des
alcaloides sous forme base par un solvant organique en milieu basique. L'extrait est ensuite
préfractionné par des étapes d'extraction liquide-liquide. Le résultat est un extrait alcaloidique
total enrichi en alcaloides bases et contenant une proportion réduite d'impuretés non azotées.
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Tableau 13 : teneur en différents alcaloides dans les différentes
parties de la plante, en % de masse seche (d'apres [24])
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paroi ovarienne (OW) | 27,4 22,0 3,1 1,2 32,0 6,1
pédoncule floral (FST) | 19,8 31,4 1,4 0,3 1,8 0,7
pétale (P) 3,1 9,2 10,1 1,7 0 0,5
tige (ST) 0 0 0 0 0 0
feuille (L) 0 5,0 0 0 0 0
bulbe (B) 0 0 0 0 0 0
racine (R) 0 0 0 0 0 0

4.1.2.1.1.1.1.1.1. Mode opératoire

La drogue utilisée au cours de ce travail ont été les parties aériennes de L. aestivum. Les différentes
étapes d’obtention d’'un extrait d’alcaloides totaux sous forme base sont les suivantes :

- broyage de la drogue, tamisage (grille 2 mm) ;

percolation ;
- extraction par une solution d’acide sulfurique a 2 % ;

- alcalinisation de la phase aqueuse avec de I’ammoniaque jusqu’a pH 9 ;

- extraction par du chloroforme ;
- séchage sur sulfate de sodium, évaporation.

Deux lots de parties aériennes séches ont été extraits.

humectage de la poudre avec de |’ammoniaque, macération 24 heures dans de [’acétate d’éthyle puis

Dans les deux cas, le méme protocole classique d’extraction des alcaloides a été utilisé. Les quantités utilisées et

les rendements sont regroupés dans le tableau 14.

Tableau 14 conditions et résultats des extractions sur les deux lots de L. aestivum.

Lot ] Lot 2
Masse de drogue 740 g 1660 g
Solution de NH,OH concentrée 440 ml 1000 ml
Acétate d’éthyle 151 301
H>S0,2% 3x21 3x3 1 puis 3x2'1
chloroforme 4x21 2x3 I puis 1x21
Masse d’alcaloides totaux 1,424 ¢ 3,639¢
Rendement par rapport a la drogue séche 0,19 % 0,22 %
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4.1.3. Echec du pH-zone refining avec un systeme de solvants
standard

4.1.3.1. Les systemes de solvants usuels

Les systémes utilisés en pH-zone refining ne font pas 1’objet d’un développement dans
la littérature aussi fourni que les systemes destinés a 1’¢lution. La raison en est qu'il est
difficile d'évaluer la sélectivité par des méthodes simples dans le cas de Kp trés grands ou trés
petits, comme c'est nécessairement le cas en pH-zone refining (voir la section 2.5.2.4.1). La
réalisation de la chromatographie est le moyen le plus sir de connaitre le résultat pour un
systéme de solvants et un échantillon donnés. Les systemes de solvants utilisés en pH-zone
refining jusqu'a présent sont donc limités en nombre. Ils sont récapitulés par le tableau 15. Le
systtme M¢BE/eau et ses variantes ternaires ou quaternaires sont les plus utilisés. Cela
s’explique par les impératifs particuliers qui déterminent le choix d’un systéme : il faut que
les solutés se répartissent préférentiellement dans la phase aqueuse a 1’état ionisé, et trés
préférentiellement dans la phase organique a 1’état neutre. Cette obligation exclue précisément
tous les systémes qui seraient propices a une séparation par €lution.

4.1.3.2. Résultats décevants avec le systeme conventionnel des
alcaloides

Le systeme M/BE/acétonitrile/eau 4/1/5 a montré une grande polyvalence pour les
substances naturelles, notamment les alcaloides. Il a par conséquent été utilisé en premiere
intention.

Apres des essais préliminaires vérifiant la solubilité des alcaloides sous forme de sels
dans la phase aqueuse et de leur forme base dans la phase organique, nous avons testé ce
systéme en mode ascendant (phase mobile organique), avec comme reteneur l’acide
méthanesulfonique et la triéthylamine comme déplaceur.

Conditions expérimentales :

Masse d'extrait : 500 mg

Phase d'injection : phase mobile/phase stationnaire 50/50

Systeme de solvant : MtBE/acétonitrile/eau 4/1/5

Reteneur dans la phase aqueuse : acide méthanesulfonique 10 mM (650 wl/l)
Déplaceur dans la phase organique : triéthylamine 8 mM (1,12 ml/l)

Débit : 5 ml/min ; Rotation : 1400 rpm ; Mode ascendant.

Conditions de CCM : plaque de silice 250 um , éluant Chloroforme/Méthanol 9 %.

Dans ces conditions expérimentales, aucune séparation des alcaloides n’a été relevée :

le systéeme ne présente donc aucune sélectivité. Ce cas n’est pas courant et constituait une
occasion d’étudier ce phénomene de fagon approfondie.
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Tableau 15 : systemes biphasiques utilisés pour le pH-zone refining.

Systéme Composés isolés
Acides aminés N-protégés [42, 54, 86], catécholamines [55],
dérivés de fluorescéine [97], dérivés d'acide
méthoxybenzoique [23], acides hydroxybenzoiques [7],
MBE/eau dihydrodipyridopyrazines [32], alcaloides de Sophora

flavescens [103], alcaloides de Crinum moorei [56], alcaloides
du thé vert [106], lignanes de Larrea tridentata [58], isomeres
poly-aza hétérocycliques [32], article de revue [43]

MBE/acétonitrile/eau

Dérivés de fluorescéine [96, 98], dérivés de l'acide
chlorobenzoique [57], alcaloides de Catharanthus roseus [77],
acides aminés DNP-protégés [101], acides
hydroxycinnamique [83], curcuminoides [70, 71], article de
revue [43]

MBE/n-butanol/eau

Colorants sulfonés de type xanthéne [68], acides
sulfophtaliques [100]

MBE/n-butanol/acétonitrile/eau

Peptides [52], [53], acide carminique [19]

MBE/THF/eau

Lappaconitine [102]

Diéthyléther/acétonitrile/eau

Dérivés de fluorescéine [84, 97, 101]

Diisopropyléther/eau

Acides aminés N-protégés [27]

MiBK/eau

Acides aminés N-protégés [27], polyacétates glycosylés [31]

MiBK/acétonitrile/eau

Polyacétates glycosylés [31]

Hexane/acétate
d’éthyle/méthanol/eau

Dérivés d'acides hexanecarboxyliques [20], article de revue
[43]

Chloroforme/eau Alcaloides d'Hydrastis canadensis [11]
Dichlorométhane/eau Polyacétates glycosylés [31]
Alcool i lique/MBE .

,COO ‘1s.oamy ique/M/BE/ Colorants sulfoniques [99]
acétonitrile/eau

Alcool ter-amylique/méthanol/
heptane/eau

Acides aminés N-protégés [27]

4.1.3.3. Sélectivité en pH-zone refining

Une caractéristique importante du pH-zone refining réside dans le fait que la
séparation fait intervenir simultanément les constantes d’acidité pK, et les constantes de
distribution Kp; des solutés [7, 44, 75]. Une fagon simple de décrire ce phénomene
(moyennant quelques approximations) consiste a écrire les équations caractérisant le
"comportement" d'un composé ionisable (un acide faible ou une base faible) dans un systéme

biphasique.

Considérons la base faible B, soumise a un équilibre acido-basique en milieu

biphasique :
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B+H" < BH*

On consideére que la forme neutre B se partage majoritairement dans la phase
organique, et que la forme protonnée se partage exclusivement dans la phase aqueuse. Dans
ce cas, on peut exprimer la constante de dissociation K, et de distribution Kp de I'espeéce B par
les relations

B
B

| |
—_

. [B][H]
- [

et K, =

| |
—_

De méme, une équation de conservation permet d'exprimer la quantité totale d'analyte
B par unité de volume (une cellule par exemple), ce volume comprenant un volume de phase
organique Vg et aqueuse Vyq:

n=V,,[B]+V,([B]+[BH"]) (Equation 32)
Si on note —% Vou _ v, et qu'on pose ¢ = ——, alors on peut écrire :
aq aq
c = v[B]+([B]+[BH")) (Equation 33)
¢ =vK,[B]+[B]+ [BH*] (Equation 34)
c=[B](1+vK,)+ [BH+] (Equation 35)
- [BH*] 1+ (1+ VKD)% (Equation 36)
£ =0), on aurait la relation :
aq
c= [BH+] 1+ X, (Equation 37)
[H°]

On voit que dans I'équation (37) appliquée a un systéme biphasique, la valeur de K,
peut étre ramenée a un K,' "apparent" de valeur K,(1+vKp). Dans le cas des conditions du pH-
zone refining en CPC, on peut faire les approximations v=1 et Kp>>1, qui permettent
d'exprimer le K,' par le produit K,Kp.

Pendant la chromatographie, le pH de 1'¢luat passe du pH du reteneur au pH du
déplaceur. Les pH intermédiaires pour chaque analyte élué sont la conséquence de ce Ka
apparent. C'est ce K,Kp qui déterminera I'ordre de sortie des composés. Pour deux analytes,
trois cas peuvent donc se présenter. Illustrons ces cas par I’exemple d’une séparation
d’alcaloides en mode ascendant (phase mobile organique contenant un déplaceur basique).

Soient les deux alcaloides (R;);N et (R2)3N, de Kp; et Kp, et pKa; et pKa, respectivement,
pour lesquels pK,, <pK,, (alcaloide 2 le plus basique).
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Les trois cas suivants sont possibles selon les valeurs des Kp des alcaloides :
I<DII<al > KDZKaZ :

C'est le cas le plus fréquent, celui rencontré quand les Kp sont voisins et les K, différents
(Kar> Ka2), ou lorsque 1’alcaloide 2, le plus basique, est aussi le plus hydrophile (Kp;> Kpy).
Dans ces cas, les deux termes du K,' apparent vont dans le méme sens, l'alcaloide 1 a le K,' le
plus grand. L'alcaloide 1 est donc ¢lué en premier, suivi de l'alcaloide 2. Les alcaloides sont
¢lués dans 1'ordre croissant des pK,, dans un éluat de pH croissant.

Kp K, =KpK,:

Dans le systeme considéré, 'alcaloide 2 se partage davantage dans la phase organique que
l'alcaloide 1, dans une mesure compensant la différence des pK,. Dans ce cas, aucune
sélectivité n'est observée, et les alcaloides sont co-élués.

KpKy <KpKp !

Dans certains cas, 1'alcaloide 2 peut étre davantage lipophile que l'alcaloide 1 au point que son
Ka' "apparent" devienne supérieur a celui de l'alcaloide 1. Dans ce cas, les alcaloides sont
¢lués dans 1'ordre décroissant des pK,, mais toujours dans un éluat de pH croissant.

Il apparait donc clairement que deux composés ayant des propriétés physico-
chimiques conduisant a des valeurs égales pour le produit K,Kp auront des comportements
identiques. C'est vraisemblablement le cas pour les alcaloides de L. aestivum dans le systéme
M¢BE/acétonitrile/eau 4/1/5. Ces alcaloides sont structurellement proches, et la modification
d’un substituant peut a la fois modifier la basicité¢ de I’amine et le partage de la molécule dans
le systeéme choisi de fagon a la rendre équivalente au point de vue du pH-zone refining.

Le pK, des alcaloides n'est pas modifiable. Par conséquent, le seul moyen de modifier
la sélectivité en pH-zone refining réside dans le choix du systéme de solvants, qui détermine
directement les constantes de distribution.

Or, comme nous l'avons dit plus haut, 1'évaluation de la sélectivité pour des valeurs
extrémes de Kp telles que celles utilisées en pH-zone refining est difficile. Ce probléme, en
plus des impératifs liés au projet OTAN nous ont amenés a évaluer une approche par élution
pour l'obtention de galanthamine.

4.1.4. L'alternative elution

Dés lors qu'on envisage une séparation par élution, il faut trouver un systéme
biphasique permettant un partage global de I'échantillon de fagon a peu pres identique dans les
deux phases (KD ~1). Nous avons vu dans la section 2.5.1 les différentes approches possibles

pour trouver un systéme adéquat. Nous proposons ici une approche combinant les avantages
de I'approche par solvant pont avec la mise au point d'une gamme particulie¢rement adaptée a
la séparation d'échantillons d'origine végétale.
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4.1.4.1.1. L’acétone, bon solvant des substances naturelles

Dans une optique préparative, il faut garder a l'esprit les problémes liés a la
solubilisation de 1'échantillon. Or, dans le cas des substances naturelles, il est remarquable que
de nombreux métabolites secondaires présentent une bonne solubilité dans 1’acétone, a
I’exception des glycosides notamment, tels que les saponosides. En effet, selon la régle
empirique “similia similibus solvuntur” (on dirait aujourd’hui “l/ike dissolves like”), on peut
considérer I’acétone comme un solvant polaire oxygéné, carbonylé, porteur de deux fonctions
méthyle et favorable a la solubilisation de molécules de polarité¢ intermédiaire. Les
métabolites secondaires sont souvent polyhydroxylés et/ou méthylés et/ou méthoxylés.
L’acétone est donc un solvant pont de choix pour les substances naturelles [92].

En outre, I'acétone est un solvant atoxique et bon marché. Il est intégrable a un
procédé indutriel, dans la mesure ou on vérifie que le procédé ne conduit pas a la formation
d'isophorone.

4.1.4.1.2. Les systémes de solvants contenant de l'acétone comme bon
solvant

Les systémes biphasiques a solvant pont acétone sont tous des systemes de type 1. Ils
ont la particularité de pouvoir contenir de fortes proportions d'acétone. Ceci augmente les
chances de solubiliser I'échantillon dans le systéme biphasique final.

Dans notre cas, les systémes ternaires biphasiques doivent présenter les
caractéristiques suivantes :

- Une phase doit étre aqueuse, 1’autre organique ;

- Les solvants doivent étre utilisables en CPC (faible toxicité, propriétés physico-
chimiques compatibles : viscosité, tension interfaciale...).

Les sytémes pouvant satisfaire ces conditions ne sont pas nombreux. IIs sont listés dans le
tableau 16. Néanmoins, dans la plupart de ces systémes, l'acétone se partage nettement dans
I'une ou l'autre phase. Aucun de ces systémes ne permet vraisemblablement d'obtenir un
¢quilibre de polarité satisfaisant pour séparer les alcaloides de L. aestivum avec un
développement par ¢élution.

C'est pourquoi nous avons tenté de moduler le partage de 'acétone, en combinant
deux de ces systemes biphasiques présentant des lignes de conjugaison d'orientation opposée.
La constitution d'une gamme, présentant des mélanges en proportions différentes de ces deux
systémes, fournit un ensemble de systémes ternaires ou quaternaires, dans lesquels I'acétone
montre un partage préférentiel variant d'une extrémité de la gamme a l'autre.
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Tableau 16 : les systemes biphasiques ternaires a solvant-pont acétone.

Solvant 1 Solvant pont Solvant 2 Phase du solvant pont
acétate d'éthyle acétone eau organique
acétate de méthyle acétone eau organique
acétate de pentyle acétone eau organique
acétate de propyle acétone eau organique
butanoate d'éthyle acétone eau organique
propanoate d'éthyle acétone eau organique
1-butanol acétone eau organique
hexanol acétone eau organique
heptanol acétone au organique
octanol acétone eau organique
3-butén-2-one acétone eau organique
chloroforme acétone eau organique
méthyléthylcétone acétone eau organique
MiBK acétone eau organique
diéthyléther acétone eau varie
pentane acétone eau varie
hexane acétone eau varie
toluéne acétone eau varie
heptane acétone eau aqueuse
4.1.4.1.3. Une gamme de systémes de solvants a solvant pont acétone
pour Iélution

Dans cette approche combinée, chaque extrémité de la gamme est constituée par un
systéme ternaire dans lequel le solvant pont se répartit dans les phases opposées. Des
systemes intermédiaires sont constitués par mélange en proportions variables de ces deux
systémes limites. Dans cette gamme, on peut donc considérer que le solvant pont va
“naviguer” entre les deux phases, entrainant avec lui les solutés a séparer. On peut s’attendre a
ce que dans une zone de la gamme, les solutés se répartissent également entre les deux phases.
Il est ensuite possible de changer la proportion de solvant pont pour modifier le Kp des
solutés, en conservant la sélectivité globale du systéme.

Différents systémes sont donc envisageables dans la perspective d’une combinaison
mutuelle :

- L’heptane s’impose pour le systéme apolaire. C’est le seul systéme dans lequel
I’acétone ne se partage pas préférentiellement dans la phase organique. L’inclinaison
des lignes de conjugaison montre que la proportion en acétone est plus grande dans la
phase aqueuse (voir figure 46). Il présente I’avantage d’une trés faible toxicité (voir
l'annexe 6.1)

- Nous avons choisi par ailleurs le toluéne pour I’autre extrémité de la gamme en raison
de son caractere solubilisant de nombreux composés naturels. Dans ce systéme, les
lignes de conjugaison montrent que 1’acétone se répartit équitablement dans les deux
phases pour des faibles teneurs en acétone, tandis qu’il préfére la phase organique
pour des teneurs en acétone €levées (voir figure 46). Le tolueéne est par ailleurs un
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solvant utilis¢ industriellement, bien que présentant une certaine toxicité (voir I'annexe
6.1).

Les diagrammes ternaires de ces deux systémes sont représentés sur la figure 46.

La polarité des solvants biphasiques des systémes (heptane/eau et toluéne/eau) étant trés
différentes, la solubilisation de ’extrait dans les deux phases a la fois nécessite une forte
proportion d’acétone. Nous avons donc décidé de constituer une gamme a 50 % d’acétone.

Les systemes limites sont des mélanges ternaires heptane/acétone/eau 35/50/15 % v/v et
toluéne/acétone/eau 20/50/30 % v/v. Les systemes intermédiaires sont des combinaisons
graduelles de ces deux systémes limites, dans des proportions 1:7, 1:3, 1:1, 3:1 et 7:1. Nous
avons constitu¢ 5 systemes intermédiaires, la gamme présentant au final 7 systémes a tester
(voir figure 47). Les proportions données ici sont choisies de maniere a aboutir a des systémes
dont les volumes des deux phases sont équivalents lors de leur préparation.

Par ailleurs, dans notre cas, les solutés étant des alcaloides, nous avons choisi de les
¢luer sous forme neutre, en utilisant des phase neutres. Ils sont ainsi élués dans un solvant
organique facilement ¢liminable par évaporation.

Diagramme ternaire Heptane/Acétone/Eau (% vol.) Diagramme ternaire Toluéne/Acétone/Eau (% vol.)
(source : Sgrensen & Arlt) (source : Sgrensen & Arlt)
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Figure 46 : diagrammes ternaires des systemes heptane/acétone/eau et toluene/acétone/eau.
Les + désignent les coordonnées des systemes limites utilisés dans les gammes de systeme
décrites ci-dessous.
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Tableau 17 : proportions des solvants dans les différents systemes de la gamme riche en
acétone.

1 2 3 4 5 6 7
acétone | 50 50 50 50 50 50 50

eau 15 16 19 225 26 28 30
heptane | 35 30 26 17,5 9 4 0
tolueéne 0 4 5 10 15 18 20

Composition des systeme de la gamme a 50% d'acétone

Otoluene
O heptane
M eau

M acétone

Systéme

Figure 47 : représentation graphique des proportions de solvants pour chaque systeme. Noter
la teneur constante et élevée en acétone.

4.1.4.1.4. Mise en ceuvre expérimentale

Nous avons testé cette gamme de systémes sur 1’extrait alcaloidique de L. aestivum.
Suivant cette stratégie, avec des systémes limites légérement différents de ceux décrits ci-
dessus, des essais de partage en piluliers (dissolution d’une petite quantité d’extrait dans un
petit volume de systéme biphasique, dépot de chaque phase sur CCM, migration puis
évaluation de la répartition des alcaloides entre les deux phases) ont indiqué qu’un systéme
heptane/toluéne/acétone/eau 4/12/50/34 était efficace pour solubiliser I’échantillon et
permettre une répartition équitable des acaloides entre les deux phases. Une séparation par
¢lution a été entreprise (figure 48), destinée a purifier essentiellement la galanthamine. Un
suivi de la chromatographie par UV n’est pas possible en raison de 1’'usage de tolueéne. Les
résultats des séparations sont donc suivis par CCM.
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Conditions expérimentales :

Appareil FCPC Kromaton®, capacité 200 ml
Systeme de solvant toluéne/heptane/acétone/eau 12/4/50/34
Mode Ascendant, phase stationnaire aqueuse
Rotation 1400 rpm

Débit 10 ml/min

Perte de charge a [’équilibre 43 bars

Masse échantillon 900 mg (lot 1)

, . i . Extrait basique dans
Préparation de I’échantillon 1

20 phase aqueuse + 2 ml phase mobile organique

Mode d’injection sandwich
Fraction 10 ml
Durée de la séparation 1 heure
Masse de galanthamine pure 253 mg
fiztcfzzent par rapport a 28.1%
Toluene : env. 200 ml
Consommation de solvants Heptane : env. 60 ml

Acétone : env. 350 ml

¢! p

Extrait alcaloidique total

. Galanthamine = /

1 [l

Figure 48 : fractogramme de la séparation par élution des alcaloides de Leucojum aestivum.
Conditions de CCM : plaques de silice normale (granulométrie 60 um, épaisseur 250 um). Eluant CHCl;/MeOH
91/9. Révélation a I’aide du réactif de Dragendorff.

4.1.4.1.5. Résultats et discussion

L’analyse des résultats de cette séparation présentés en figure 48 conduit aux observations
suivantes :

- La sélectivité de ce systeme vis-a-vis des différents alcaloides est suffisante pour
purifier le composé d'intérét : la galanthamine. Nous avons donc tiré avantageusement
partie de la possibilité qu’offre la CPC de créer des systémes de solvants pour un
probléme de séparation particulier ;

- Lamasse injectée (900 mg) n'est pas trés importante ;

- Le rendement est faible : 28,1% de galanthamine par rapport a I’extrait total, qui en
contient 46 % (titre CLHP) ;
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- Sil’on exprime le colit de la séparation en termes de consommation de solvants et en
temps, on obtient une consommation de 2,4 1 de solvants/gramme de galanthamine
pure en 1 heure.

Ces résultats sont suffisants pour la fourniture d’un témoin de galanthamine aux
partenaires du projet. Néanmoins, les produits minoritaires ne sont pas isolés. En outre, un tel
protocole par ¢élution ne pourrait en aucun cas se préter a une industrialisation. Persuadés des
avantages d'une séparation par déplacement, nous décidons donc de reconsidérer 1'utilisation
du pH-zone refining pour séparer ces alcaloides, ayant a notre disposition un systéme de
solvant pour 1'élution montrant une sélectivité significative pour cette famille d'alcaloides.

4.1.5. Le pH-zone refining avec la gamme acétone

4.1.5.1. Une gamme de systemes de solvants a solvant pont
acétone pour le déplacement

Le systéme de solvants développé permet d'accéder a des sélectivités intéressantes
pour cette famille de composés. Il nous a semblé intéressant de le transposer au mode
déplacement. Naturellement, le méme systéme ne peut pas étre utilisé directement, et une
adaptation de ce systéme aux caractéristiques propres du pH-zone refining est nécessaire. Ce
mode de développement requiert I'utilisation d’un systéme de solvants dans lequel les solutés
a séparer se partagent soit trés majoritairement dans une phase (par exemple dans la phase
aqueuse sous leur forme salifiée) soit dans 1’autre (dans la phase organique sous leur forme
neutre). La polarité des solvants biphasiques des systémes (heptane/eau et toluéne/eau) étant
trés différente, ce but est a priori facile a atteindre. Il faut cependant garder une certaine
proportion d’acétone pour solubiliser I’échantillon dans ces phases. Prenant en compte ces
considérations, nous proposons une gamme analogue a la précédente, mais avec une teneur en
acétone réduite. Ainsi, la sélectivité apportée par les deux solvants générant le systeme
biphasique est conservée, mais l'effet de solvant pont est réduit, et le partage de 1'échantillon
conduit a des Kp trés différents selon 1'état d'ionisation des alcaloides.

La gamme a solvant pont acétone pour le déplacement est une série de 7 systémes, les
systémes-limites étant des meélanges ternaires heptane/acétone/eau 50/10/40 % v/v et
toluene/acétone/eau 45/10/45 % v/v. Les systémes intermédiaires sont des combinaisons de
ces deux systémes limites, dans des proportions 1.7, 1.3, 1.1, 3.1 et 7.1 (voir figure 49). Les
proportions données ici sont choisies de manicre a aboutir a des systémes dont les volumes
des deux phases sont équivalents lors de leur préparation (voir tableau 18).

Dans ce systéme, les alcaloides sous forme sels sont destinés a se partager en grande
majorité dans la phase aqueuse, et les alcaloides sous forme base a se partager en grande
majorité dans la phase organique.

Pour la séparation des alcaloides de L. aestivum, nous avons repris le systéme ayant
montré une bonne sélectivité en élution, en diminuant sa teneur en acétone a une proportion
proche de 10 % (13 %, valeur correspondant & une gamme initialement constituée) (figure
50).
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Tableau 18 : proportion en solvants des différents systemes de la gamme pauvre en acétone.

2 3 4 5 6 7

1
acétone |10
cau 40
heptane |50
toluéne |0

10 10 10 10 10 10
41 41 42,5 44 44 45
44 37 25 12 6 0

5 12 22,5 34 40 45

Composition des systemes de la gamme a 10 % d'acétone

—

Otoluéne

1 2 3 4 <

Oheptane
Heau
M acétone

Systeme

Figure 49 : représentation graphique des proportions de solvants pour chaque systeme. Noter
la teneur constante et faible en acétone.

4.1.5.2. Mise en ceuvre expérimentale

Conditions expérimentales :

Nom de |’expérience

PH-zone refining 1

Appareil FCPC Kromaton®, capacité 200 ml

Systéme de solvants toluene/heptane/acétone/eau 32/10/13/45
reteneur Acide méthanesulfonique 13,25 mM (0,86 mi/l)
déplaceur Triéthylamine 8 mM (1,12 ml/l)

Mode Ascendant, phase stationnaire aqueuse
Rotation 1700 rpm

Débit 8 ml/min

Perte de charge a [’équilibre 68 bars

Masse de [’échantillon 2772 mg (lot 2)

Préparation de I’échantillon

Dissolution de I’échantillon dans méthanol, ajout de quelques gouttes
de TFA ; évaporation partielle jusqu’a obtenir un extrait fluide
+ 15 phase aqueuse acide + 2 ml phase mobile pure

Mode d’injection sandwich
Fuite de phase stationnaire nulle
Fraction 8 ml
Durée de la séparation 5 heures

Masse d’alcaloides recueillie

2114 mg dont : galanthamine(20) : 1328 mg
galanthaminone (22) : 57 mg

Rendement par rapport a l’'extrait

76 % dont galanthamine : 44,0 % (0,81g/kg de plante)

Consommation de solvants

Toluéne : env.1,5 | (heptane : env. 500 ml, acétone : env. 300 ml)
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Galanthaminone
Iﬁ E Galanthamine -

\ Extrait alcaloidique total/ ,

Figure 50 : fractogr;mme de la chromatographie d'un extrait dlcaﬁ)i'dique total de L.

aestivum par pH-zone refining utilisant la gamme a faible teneur en acétone.
Conditions de CCM : plaques de silice normale (granulométrie 60 um, épaisseur 250 um). Eluant : mélange
CHCI3/MeOH 91/9. Révélation a I'aide du réactif de Dragendorff-

4.1.5.3. Reésultats et discussion

L’analyse des résultats correspondants au fractogramme CCM de la figure 50 montre
que la séparation est un succes. Les observations suivantes peuvent étre faites :

- Le mode par pH-zone refining se montre beaucoup plus performant que le mode par
¢lution : la masse injectée est plus importante, le rendement est meilleur et la
consommation en solvants est plus faible. Le tableau 19 compare ces caractéristiques.

Tableau 19 : comparatif du mode élution et pH-zone refining pour l'isolement de
galanthamine.

¢lution  pH-zone refining Gain apporté par le pHZR
Masse injectée (g) 0,9 2,772 x 3
Rendement (%) 28,1 44 + 64 %
Consommation en solvant (I/g de gal.) 2,4 1,71 -30%
Temps 1H SH x5

- La galanthamine isolée présente une grande pureté (elle cristallise dans les
regroupements de fractions obtenues a la sortie de la colonne de CPC) : I’analyse
CLHP de la galanthamine obtenue confirme cette pureté par 1’absence de pics annexes
détectables par le détecteur a barette de diodes (200-400 nm) (voir chromatogramme
en figure 51). La puret¢ CLHP de la galanthamine base purifiée par pH-zone refining
atteint 98 %. Une recristallisation sous forme de bromhydrate (la forme commerciale)
augmente la pureté a 99,5 %.

- Un travail préliminaire sur la sélectivité du systeéme de solvants s’avere étre pertinent
en mode pH-zone refining. Cet aspect n’est généralement pas discuté dans les articles
décrivant des séparations par pH-zone refining ;

- Le temps de développement est long, comme tout développement par déplacement. I1
faut noter cependant que les conditions n’ont pas été optimisées. Il est possible de
diminuer le temps total de séparation, spécialement si la galanthamine est le seul
alcaloide visé. Cet aspect est discuté en conclusion ;
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Figure 51 : chromatogramme CLHP de la galanthamine obtenue par CPC.

Conditions expérimentales : Colonne Interchrom UP5SHDO-250S 250x4,6mm (colonne CI18 présentant une
haute sélectivité pour les composés peu polaires, sans traitement des silanols libres mais avec un greffage haute
densité : pourcentage de carbone 17 %, porosité 120 A). L’éluant : tampon KH,PO, 25 mM (pH 6,8) modifié
par du MeOH 20 % utilisé en mode isocratique.

- Un alcaloide voisin de la galanthamine, la galanthaminone (22), est obtenu pur (57 mg
soit 2,7 % par rapport a l'extrait total) dans la méme expérience.

- Les autres composés minoritaires ne sont pas obtenus purs. Ils sont probablement
¢galement soumis a un processus de séparation, et sont présents dans 1'¢luat a une
concentration proche de celle de la galanthamine, pour laquelle les conditions
chromatographiques ont été choisies. Puisqu'ils sont présents en quantités bien
inférieures a celle-ci, ces produits minoritaires sont élués avant et apres la
galanthamine, en pics trés fins non discernables, sans avoir formé de plateaux.

Ce dernier point constitue une bonne occasion d'évaluer la flexibilité du pH-zone refining.
En effet, la séparation de la galanthamine et des composés minoritaires peut théoriquement
étre réalisée au cours de la méme chromatographie, en utilisant une concentration en
déplaceur faible, permettant la formation d'un plateau méme pour les composés en faible
proportion. Une telle expérience serait cependant extrémement longue.

Une autre solution consiste a procéder en deux temps, en soumettant les composés
minoritaires non isolés au méme protocole, avec néanmoins des conditions adaptées. Un
recyclage est d'autant plus pertinent en CPC, que la perte d'échantillon par dégradation ou
adsorption irréversible dans la phase stationnaire est inexistante. Une telle expérience permet
d'évaluer l'aptitude d'un protocole a séparer avec la méme efficacité les composés majoritaires
des minoritaires. Cet objectif concerne plus particulierement les pharmacognostes, intéressés
non seulement par le composé majoritaire d'un extrait, mais aussi par l'isolement de tous ses
constituants. Dans ce cas néanmoins, la quantité isolée doit étre la plus grande possible, pour
faciliter I'¢lucidation spectrale de ces composés.

Une expérience d'ajustement des conditions chromatographiques apres recyclage des
fractions non purifiées a été réalisée et est décrite ici.
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4.1.6. Ajustement des conditions a des composés minoritaires

4.1.6.1. Raisonnement

Les conditions expérimentales de la premicre chromatographie par pH-zone refining
ont été choisies pour la purification de la galanthamine (composé majoritaire), correspondant
a 40 fractions, soit environ 320 ml. Dans ces conditions, les zones frontiéres entre la
galanthamine et les composés précédent et suivant sont proportionellement faibles par rapport
a la durée du plateau. Une grande part de la galanthamine est obtenue pure. Par contre, pour
les composés minoritaires, la zone de plateau peut étre si réduite, par manque de soluté pour
la constituer, que les zones de recouvrement deviennent alors adjacentes, constituant pour
chaque soluté un pic "triangulaire", non-gaussien, et formées par un mélange avec les solutés
précédent et suivant. Il est possible de remédier a ce probleme en diminuant la quantité de
déplaceur. La concentration en déplaceur détermine la concentration de sortie des solutés.
Pour une méme quantité de soluté a séparer, une concentration en déplaceur plus faible aura
pour conséquence d’allonger la durée du plateau (voir figure 52). Les simulations réalisées en
section 4.2.1.1.5.3. confirment cette hypothése.

A Concentration

A

C

concentration ,’\
du déplaceur [

temps
Reteneur Zone de produi Déplaceur
majoritaire pur /
Zones de produits
minoritaires non purs.
Concentration
B a4
concentration
du déplaceur
plus faible //
C/2 ‘ // T \
/ \
// temps
Reteneur Zone de produit Déplaceur
,\’najoritaire pur / /

Zones de produits minoritaires purs.

Figure 52 : fractogramme théorique dans le cas d'un échantillon contenant des solutés a des
concentrations tres differentes. A : le déplaceur est concentré, les produits minoritaires ne
forment pas de plateau et ne sont pas séparés. B : le déplaceur est moins concentré, les
produits minoritaires forment un plateau et peuvent étre collectés purs.
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La concentration en reteneur quant a elle n’a pas d’influence sur la concentration au
plateau des solutés. Elle influence par contre le temps de rétention des solutés, puisque
I’intégralité de la quantité de déplaceur de la colonne doit étre neutralisée avant que le premier
soluté ne puisse sortir.

Dans le cas du pH-zone refining néanmoins, la concentration du déplaceur ne peut pas
étre ajustée a volonté : le reteneur détermine ’acidité (ou la basicité) de la phase mobile, et
donc la forme ionique des solutés dans la phase mobile. Nous avons vu qu’il était nécessaire
que les solutés soient sous forme ionisée dans la phase aqueuse, et neutre dans la phase
stationnaire. Dans le cas des alcaloides, il faut donc que le pH de la phase aqueuse soit
inférieur au pKa de tous les alcaloides, tandis que le pH de la phase organique doit étre
supérieur a cette valeur. Notons cependant que le pH des phases n’est pas mesurable
simplement en raison de la forte proportion en solvants organiques.

4.1.6.2. Mise en ceuvre expérimentale

Nous avons ajusté les valeurs des concentrations en déplaceur et reteneur afin de
permettre la séparation des alcaloides minoritaires de 1’extrait alcaloidique total de L.
aestivum. Nous avons utilisé une concentration en déplaceur de 4 mM (soit 50 % plus faible
que dans I’expérience précédente), et une concentration en reteneur de 10 mM (soit 25 %
inférieure). L'échantillon injecté est constitué par le regroupement de toutes les fractions de
l'expérience "pH-zone refining 1" ne contenant pas de galanthamine pure.

Le débit a en outre été réduit afin de garantir une bonne rétention du systéme (en
améliorant la décantation dans chaque cellule) et d’assurer une formation correcte du train
isotachique (en laissant plus de temps pour les transferts de masse). Les conditions
expérimentales sont données ci-dessous.

Conditions expérimentales :

Nom de [’expérience

PH-zone refining 2

Appareil FCPC Kromaton®, capacité 200 ml
Systéme de solvants toluéne/heptane/acétone/eau 32/10/13/45
reteneur Acide méthanesulfonique 10 mM (0,65 ml/l)
déplaceur Triéthylamine 4 mM (0,56 ml/l)

Mode Ascendant, phase stationnaire aqueuse
Rotation 1700 rpm

Débit 7 ml/min

Perte de charge a l’équilibre | 75 bars

Masse échantillon 339 mg

Phase de [’échantillon

Dissolution de I’échantillon dans méthanol, ajout de quelques gouttes de
TFA ; évaporation partielle jusqu’a obtenir un extrait fluide
+ 5 ml phase aqueuse acide + 1 ml phase mobile pure

Mode d’injection sandwich
Fuite de phase stationnaire nulle
Fraction 7 ml
Durée de la séparation 3H25

Masse d’alcaloides purs
recueillie

133 mg dont : galanthamine (20) : 14 mg
ungiminorine (24) : 84 mg
norgalanthamine (21) : 35 mg

Rendement par rapport au
mélange de départ

39%

Consommation de solvants

Toluene : env. 900 ml
Heptane : env. 300 ml
Acétone : env. 200 ml
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4.1.6.3. Reésultats et discussion

Cette deuxieme expérience montre que 1’ajustement des conditions expérimentales
permet de purifier des quantités variant de 2 ordres de grandeur (la quantité de galanthamine
séparée dans cette deuxiéme expérience représente 1 % de la quantité de galanthamine
obtenue lors de la premiére expérience). Deux autres alcaloides sont obtenus purs :
I’ungiminorine (24) (84 mg) et la norgalanthamine (21) (35 mg).

Le recyclage des fractions non séparées s’avere €tre parfaitement possible en pH-zone
refining.

Le changement répété d’état d’ionisation des molécules soumises a un pH-zone
refining n’a pas de conséquence négative sur I’intégrité¢ de molécules telles que les alcaloides
de la famille des Amaryllidaceae.

4.1.7. Conclusion

4.1.7.1. Des résultats satisfaisants du pH-zone refining pour les
alcaloides de L. aestivum

A partir d’un extrait alcaloidique total de parties aériennes de Leucojum aestivum (m =
2,772 g) ont ét¢ isolés quatre alcaloides purs par pH-zone refining (1,539 g soit 55 %) :
Galanthamine : 1342 mg
Galanthaminone : 57 mg
- Ungiminorine : 105 mg
Norgalanthamine : 35 mg.

Ces alcaloides sont tous connus [12]. Curieusement, les données RMN 'H et °C de la
galanthaminone sont néanmoins données pour la premiere fois. Les structures et les tables de
déplacements chimiques pour le proton et le carbone sont données en annexe 6.4.

4.1.7.2. L’importance de la sélectivité dans une séparation en
mode pH-zone refining

La sélectivité du systeme de solvants utilisé est de premicre importance en pH-zone
refining. Cet aspect ne fait généralement pas I’objet de travaux approfondis, et les auteurs
appliquent de préférence les conditions standardisées pour la séparation de composés tres
divers. Un échec de ce mode de développement ne doit donc pas conduire les utilisateurs a
conclure a son inaptitude pour la séparation du mélange considéré, mais a envisager d’utiliser
un systéme de solvants plus adapté.

Une bonne approche consiste a partir d’un systéme montrant une bonne sélectivité¢ en
mode ¢lution, puis de I’adapter aux contraintes du mode déplacement par pH-zone refining.
Nous proposons une stratégie originale pour la sélection d’un systéme adapté aux substances
naturelles, notamment les alcaloides. Cette nouvelle gamme de systémes de solvants, basée
sur la combinaison de deux systémes ternaires a solvant pont acétone, devrait ¢élargir le champ
d’applications et les possibilités de ce mode typique de la chromatographie liquide-liquide
sans support solide qu’est le mode déplacement par pH-zone refining.

Cette gamme de solvants reste a étre testée sur d’autres substances naturelles pouvant
se préter a une séparation par pH-zone refining.
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D’autres gammes a solvant pont acétone mais utilisant d’autres solvants pour constituer
un systéme biphasique ternaire sont a explorer. Par exemple une gamme
pentane/M¢BE/acétone/eau présenterait des avantages supplémentaires, tels que toxicité plus
faible et évaporation tres facile. Le pentane montre sensiblement le méme comportement dans
I’équilibre pentane/acétone/eau que 1’heptane (figure 53). Le diagramme biphasique
M ¢BE/acétone/eau n’est pas disponible dans la littérature, mais il se rapproche
vraisemblablement de celui du systéme éther diéthylique/acétone/eau (figure 53), avec une
proportion en acétone plus élevée dans la phase organique. La combinaison de ces deux
systémes devrait fournir une gamme ayant une sélectivité particuliere.

4.1.7.3. Performance du pH-zone refining

La chromatographie liquide-liquide sans support solide présente des avantages pour un
développement industriel par rapport aux chromatographies sur support solide : elle dispense
de I"usage de phases solides coliteuses et qui nécessitent d’étre renouvellées réguliérement, et
elle diminue la quantité de solvants nécesssaire, d’un facteur 5 a 10.

En outre, le mode par déplacement par pH-zone refining se montre une fois de plus
davantage performant que le mode ¢élution pour la séparation d’alcaloides. En effet, il permet :

- d’injecter des quantités plus grandes d’échantillon ;
- d’obtenir un produit de grande pureté ;
- d’augmenter le rendement en réduisant les zones de recouvrement entre les différents

alcaloides ;
- d'isoler des composés minoritaires par recyclage et ajustement des conditions
chromatographiques.
Diagramme ternaire Diéthyléther/Acétone/Eau (% vol.) Diagramme ternaire Pentane/Acétone/Eau (% vol.)
(source : Serensen & Arlt) (source : Serensen & Arlt)
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Figure 53 : autres systémes ternaires biphasiques susceptibles de former une gamme par
combinaison mutuelle.
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4.1.7.4. Le pH-zone refining : a la fois pour le secteur académique
et industriel

Le déplacement par pH-zone refining s'avére étre un mode chromatographique adapté
a la fois aux objectifs académiques et aux impératifs industriels. Il est suffisamment flexible
pour permettre, dans certaines conditions, d'isoler de facon efficace des composants d'un
extrait présents a des concentrations tres différentes, tandis que d'autres conditions seront plus
performantes pour isoler le composé majoritaire avec un rendement maximal en un temps
réduit. A cette flexibilité s'ajoute l'aptitude des techniques de chromatographie liquide-liquide
d'étre facilement transposables.

4.1.7.5. Optimisation et perspectives industrielles

Les résultats tres satisfaisants obtenus dans cette application du pH-zone refining
rendent pertinente une transposition a 1’échelle industrielle de 1’obtention de galanthamine a
partir de drogues végétales. Actuellement la galanthamine sur le marché pour le traitement de
la maladie d’Alzheimer est issue de la synthése, et nécessite des étapes de chromatographie
sur silice et une résolution chirale. Les voies de synthése, impliquant 1’usage de sélecteurs
chiraux et/ou d’une cristallisation fractionnée a partir d’un sel organique optiquement pur
(acide tartrique, galanthaminone), ont fait 1’objet d’un développement rigoureux, sont
brevetées et semblent difficiles a améliorer (voir I’annexe 6.2). Néanmoins le marché de la
galanthamine est suffisamment conséquent pour attirer des concurrents, en quéte d'une
alternative pour la production de galanthamine. Il apparait que le seul moyen d'entrer sur le
marché et de se démarquer du brevet déposé par Janssen [45] implique une stratégie par
extraction d’une mati¢re premicre végétale. Une galanthamine d’origine naturelle est
commercialisée par Sopharma (Nivalin®, filiale Nihfi) pour les autres indications (voir
I’annexe 6.2). Ce genre de procédé nécessite des étapes de cristallisation (notamment une
recristallisation dans I’isopropanol a chaud) montrant un rendement faible : a partir d’un
extrait concentré de Narcissus pseudonarcissus “Carlton”, seulement 4 % de la galanthamine
totale sont isolés de 1’extrait de départ. En outre, ces procédés ne sont pas forcément
applicables aux différentes sources de galanthamine potentielle (plantes différentes, synthese,
biotechnologies).

Un procéd¢ industriel doit étre optimisé de fagon a étre le plus rentable possible. Il faut
donc qu'il présente une productivité élevée, c'est-a-dire qu'il permette 1'isolement, a 1'état pur,
de la majorité du composé d'intérét présent dans la mati¢re premiere, et ce en un temps le plus
court possible. Trois parametres sont a optimiser en pH-zone refining pour atteindre cet
objectif :

- Augmenter la quantité injectée :

Des essais visant a déterminer la quantité maximale d’extrait injectable, en termes de
masse et de volume, sont indispensables. Des séparations réalisées trés récemment ont montré
que l'injection d’un échantillon de 15 g d’extrait alcaloidique total est possible.

- Augmenter le titre de l'extrait :

Si Dextrait injecté subissait une étape de concentration préalable en galanthamine, ce qui
est parfaitement envisageable a 1’échelle industrielle, la performance de la séparation serait
significativement plus grande, fournissant vraisemblablement une proportion plus grande de
galanthamine de plus grande pureté.

116



- Accélérer la séparation :

Le protocole actuel nécessite une durée de 5 heures. Il est certain qu’un ajustement
optimal des concentrations en reteneur et déplaceur permettrait de réduire cette durée sans
nuire au rendement et a la pureté.

La concentration en reteneur peut étre réduite jusqu’a obtenir une “longueur de colonne”
minimale pour laisser le temps nécessaire a la formation du train isotachique.

D’autre part, la concentration en déplaceur peut étre augmentée de facon a réduire le
volume nécessaire a 1’¢élution de la galanthamine. Néanmoins, toute augmentation de la
concentration en déplaceur impliquera une augmentation de la proportion de galanthamine
non pure aux fronts avant et arriére du train isotachique.

Enfin, le débit joue un rdle important. S'il est trop élevé, la décantation dans chaque
cellule est mauvaise, et une fraction de phase stationnaire migre dans la cellule suivante,
conduisant a une fuite de phase stationnaire et une perte d'efficacité. S'il est trop faible, la
division de la phase mobile dans la phase stationnaire est insuffisante, conduisant au final au
méme résultat.

Ces considérations ne sont a prendre en compte uniquement si une transposition
industrielle est possible, et si le matériel existe. Concernant la transposition d’échelle en
chromatographie liquide-liquide sans support solide, des travaux antérieurs sur la
transposition de séparations a partir d’appareil Sanki® de 250 ml vers des appareils de 51 de la
méme marque (soit de capacité 20 fois supérieure) ont montré que cette transposition était
linéaire. Par ailleurs les modeles de CPC industriels disponibles actuellement ou en cours de
développement, ont un potentiel certain dans le domaine des substances naturelles
notamment. Une évaluation préliminaire du potentiel de production de galanthamine par
extraction/purification a partir de matiére premicére végétale titrant 0,2 a 0,4 % de
galanthamine se situe aux alentours de 500 kg/an pour un appareil de 25 1.

Ces travaux débouchent donc sur des perspectives industrielles intéressantes, qui ont
motivé une démarche de dépdt de brevet. Le marché de la galanthamine promet de tenir un
role de premier plan d’ici la découverte d’un traitement plus efficace de la maladie
d’Alzheimer. La production mondiale a venir est estimée a 30 tonnes/an. Le prix au kg varie
actuellement entre 25 et 37000 euros.

4.2. Développement d’un échangeur cationique fort en
chromatographie liquide-liquide sans support solide

La chromatographie liquide-liquide sans support solide en mode déplacement par
¢change d’ions a fait I’objet de peu de travaux.

Ce chapitre expose les travaux réalisés dans le cadre du développement du mode par
déplacement utilisant un échangeur fort. Il rend compte en premier lieu du modele numérique
utilisé pour réaliser des simulations graphiques aidant a la compréhension des phénomeénes.
La description des démarches aboutissant a la sélection d'un systéme de solvants, d'un
échangeur et des analytes est ensuite donnée. Les étapes d'optimisation expérimentale, puis
les premiéres applications réalisées, sont mentionnées dans la partie suivante. La derniére
section traite plus particuli¢rement de l'aspect préparatif de la méthode.
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4.2.1. Etude théorique et modélisation mathématique

Par modélisation, on entend la reproduction par le calcul du résultat d’un processus
chromatographique, exprimé en termes de concentration de solutés dans I’¢luat, c’est-a-dire la
phase mobile recueillie en sortie de colonne. La fiabilité¢ de cette modélisation se mesure par
le degré d’analogie avec une séparation réelle. Dans la mesure ou elle reproduit fidelement les
résultats expérimentaux, la modélisation présente plusieurs intéréts :

- Elle permet de vérifier les hypothéses sur les mécanismes de la séparation. Cet intérét
est néanmoins limité par les approximations sur certains parametres, qui peuvent
biaiser ’interprétation des résultats de la modélisation ;

- Elle permet de vérifier si un échantillon donné peut étre séparé ou non avec le procédé
modélisé. Cet aspect est possible dans la mesure ou les données physicochimiques des
analytes sont connues avec précision ;

- Elle facilite grandement I’optimisation, au moins préliminaire, des parameétres
chromatographiques. Ce genre de démarche est indispensable dans une optique de
transposition a 1’échelle industrielle d’un procédé donné.

Des travaux antérieurs sur la modélisation informatique de la CPC ayant donné des
résultats satisfaisants [75, 77], nous les avons mis a profit pour modéliser le processus du
déplacement par échange d’ions. La fagon de procéder pour réduire un processus
chromatographique réel, qui se déroule en continu, en un modele numérique, se base sur deux
principes :

- L’identification des étapes du processus obéissant a des régles connues (généralement
des équilibres chimiques) ;

- Une décomposition du processus continu en étapes discrétes pour lesquelles les états
d'équilibres peuvent étre calculés.

La chromatographie par déplacement, que ce soit par adsorption, partage ou échange
d’ions, est fondée sur la compétition entre les solutés pour la phase stationnaire. Dés les
débuts, ses utilisateurs ont cherché a caractériser théoriquement ce mode de développement
sur phase solide (voir un historique chez Zhu et Guiochon [108]). Mais la difficulté de la
modélisation et de 1’optimisation nuit sans doute au développement industriel du mode par
déplacement.

Nous avons tiré¢ partie de la simplicité apportée par la nature liquide des phases
stationnaire et mobile. Dans ce cas en effet, les équilibres concernent des especes en solution,
et ces équilibres sont bien caractérisés. Dans la suite du texte, la notation des solutés s'inspire
des conditions expérimentales réelles. Par conséquent, les différentes especes sont décrites de
la maniére suivante :

- L’échangeur est noté (B+,Cl‘) (pour chlorure de benzalkonium), ou B* est un ion qui

a une tres forte affinité pour la phase organique, et CI” son contre-ion ;
- Les analytes a séparer sont notés (A;,Na*). Un échantillon de deux analytes,

A7 ,Na") et (A],Na") est pris comme exemple dans la suite ;
1 2
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- L’espéce résultant de 1’association de deux molécules d’analytes dans la phase mobile
est considérée comme une espece a part entiére, notée (C 2",2Na+) ;

- Le déplaceur est I’iodure de sodium noté (Na+,l‘) ;

- L’ordre de stabilit¢ des paires d’ions dans la phase stationnaire est
(B*,I‘)>(B*,A;)>(B+,A[)>(B+,Cl'). La stabilit¢ d'une paire d'ions résulte des

valeurs relatives des constantes de sélectivité (voir équation 29);

4.2.1.1.1. Modélisation d’une colonne de CPC et du processus
chromatographique

La colonne de CPC et le processus chromatographique sont modélisés de la manicre
suivante :

- On consideére qu’une colonne est constituée d’un nombre N de segments, appelés
cellules, chacune étant assimilable a un plateau théorique. Chaque cellule contient un
volume de phase stationnaire V, et de phase mobile V5. Le rapport Vi Vior €st
noté v. Cette notion de cellule est différente de la cellule de partage réelle dans
'appareil, qui peut générer un nombre de plateaux théoriques inférieur ou supérieur a
1/cellule.

- A l'état initial, chaque cellule est intégralement remplie de phase stationnaire
contenant de I'échangeur en solution, (B*,Cl‘) ;

- Les analytes de 1'échantillon injecté peuvent étre sous la forme de sels de
benzalkonium ou de sels de sodium. Dans le premier cas, ils sont injectés dans la
phase stationnaire. Dans le deuxiéme cas, ils sont injectés dans la phase mobile.

- Le processus continu de développement est discrétisé en une succession de cycles
“transfert de mati¢re” - “équilibration chimique”, selon la représentation de Craig [17].
Cette représentation est celle utilisée par les différents auteurs qui ont modélisé la
chromatographie en CCC [41, 82]. Le transfert de matiére consiste a transférer le
contenu “phase mobile” de chaque cellule vers la cellule suivante. Le contenu de la
derniére cellule (au-dela de N transferts seulement) est collecté. Le contenu
(concentration en analytes) de cette “fraction” permet de tracer le “fractogramme”
simulé, fonction du volume recueilli en sortie de colonne (c’est-a-dire du temps si le
débit est constant). A chaque transfert, un volume ¥,,,» de phase mobile (la solution de

(Na*,l‘)) est injectée dans la premiére cellule. Aprés chaque transfert des cycles de 1

ai (isN), le contenu des cellules d’indices 1 a i est équilibré en résolvant les

€quations décrites plus bas. Pour les cycles ultérieurs, ceux pour lesquels collecter ce
qui sort de la colonne a un sens, il faut équilibrer le contenu des N cellules. Ce modele
conduit donc a considérer un plateau théorique par cellule.

Une telle approche ne constitue qu’un mod¢le trés succinct car les phénomenes

hydrodynamiques mis en jeu sont de nature complexe. Les approximations suivantes sont
donc faites :
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L’échangeur (B*,Cl") et les paires d’ions avec I’échangeur sont exclusivement

présents dans la phase stationnaire ;
- Les analytes (Al‘ ,Na+) et (A; ,Na+), le déplaceur (Na+,l‘) et les associations entre

acides (C 2",2Na+) sont exclusivement présents dans la phase aqueuse ;

- Le rapport Vil Vinos €St constant ;

- On ne tient pas compte des auto-associations dans la phase mobile entre des molécules
d’acide identiques ;

- Les espéces dans la phase aqueuse ne réagissent pas avec 1’eau, c’est-a-dire que leur
présence dans 1’eau n’affecte pas le pH de la phase mobile, qui restera toujours égal a
celui de la neutralité (7) ;

- Le modéle est idéal, c’est-a-dire que les transferts de matieére entre les phases se
réalisent jusqu’a 1’équilibre et ce de fagon instantanée pour chaque étape.

- On prend en compte les concentrations des especes, et non pas leur activité.

4.2.1.1.2. Le systéeme d’équation
Dans le cas d’un échantillon constitué d’un mélange de deux acides, les équilibres
chimiques impliquent les especes suivantes :
- dans la phase mobile : Na* (ion non réactif), CI", I", A/, A et C -,
- dans la phase stationnaire : Bz*Cl", Bz'I", Bz*A; et Bz'A;.

L’application de la loi de conservation de la mati¢re a ces espéces permet d’écrire cing
équations. Ainsi, si n,_ est le nombre total d’ions I dans une cellule, alors :

n, =V, [+ V. [B T ] (Equation 38)
Si on définit la concentration de /™ par :
c,.=n,_1IV,, (Equation 39)
on obtient :
¢, = [I '] + v[Bz*T’]. (Equation 40)

De la méme manicre, les équations de conservation de mati¢re pour les autres espéces
peuvent s’écrire :

¢, =[cr]+v[Be.cr] (Equation 41)

c, =[ar]+v[Bzm.AT]+[C] (Equation 42)

c, =[4:]+ v[B".A;]+[C] (Equation 43)

¢, =V[Bz'.I"|+v[B".Cl |+ V[ Bz A7 |+ v[Bz. A (Equation 44)
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L’application de la loi d’action de masse aux équilibres de 1’échange d’ions aboutit a
I’expression de coefficients de sélectivité :

I +(B",Cl') < Cl" +(Bz", ") (45) avec K . =M (46)
[r][Bz".cr]

I A |[Bz.r ]
I +(Bz",A) = A  +(Bz",I") (47) avec K_ _=c: = (48)

I +(Bz",A) = A + (Bz*,l_) (49) avec K = M (50)

Ces équations sont construites en prenant 1’iodure comme référence. La paire d'ion
(Bz*,l‘) est la plus stable, et K_ _=1. La paire d’ions (Bz*,Cl") est la moins stable, et

K_ . ->> 1. Par conséquent, plus la valeur du coefficient de s¢lectivité est basse, plus la paire

est stable. L’association entre A; et A; dans la paire C* dans la phase aqueuse, selon
I’équation

AT+ A = C” (Equation 51)

est régie par

[c*] -
K, =r=—7. (Equation 52)

K. [A]' ][AE] = [CQ_] (Equation 53)
Kt [I_:I[BZ+’C1_] = [Cl_][BZ+,I_] (Equation 54)
K., [I]BzA7 | =[A7][B.1 ] (Equation 55)
K., [I’ ][BfTI = [A;][BK,I'] (Equation 56)

Dans la pratique de I’utilisation du mode¢le, les constantes de sélectivité sont
introduites comme des données connues.
On peut donc constituer un systeme de neuf équations a neuf inconnues ; si on pose :
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X, = [Cl‘]
Xy = [A']
x, =[45]
X5 = v[B*,I'] (Equation 57)
xo=v[B,CI|
X, = v[B*,Al"]
Xg = v[B*,A;]
Xy = C]
ainsi que
a =c,
a, =cg
a;=c, (Equation 58)
a,=c,
as = cB~

Alors le systéeme de neuf équations polynomiales a neuf inconnues décrivant le systeme a
I’équilibre est :

a, =X, + X5

a, =X, + X

ay=X;+ X, + X,

a, =X, + Xg+ X,

s = X5+ Xg+ X, + X (Equation 59)

AX3X, = X,

A, X, X = X)X

AgX X7 = X3 X5

AgX Xy = X, X5

Par conséquent, la description dans le temps des concentrations dans la colonne
requiert a chaque cycle la résolution de ce systéme d'équation pour chaque cellule. Cette
complexité rend indispensable le recours a 'outil informatique.

4.2.1.1.3. Résolution

Deux stratégies de résolution peuvent étre envisagées : une résolution par une méthode
itérative ou par une méthode polynomiale.
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4.2.1.1.3.1. La méthode itérative

Dans le cas des équations a une seule inconnue, trouver la solution revient a chercher
une valeur de x telle que f(x)=0. Différentes méthodes existent pour trouver cette valeur sans
calculer toutes les valeurs de la fonction f. Une de ces méthodes, dite Méthode de Newton,
recourt a la dérivée premicre de f. Pour une valeur initiale de x sensée approcher la solution xy,
on calcule la dérivée premiere de la fonction. Cette dérivée donne la pente a de la fonction
(considérée sur un intervalle trés petit) au point de coordonnées x,y. La droite de pente a
passant par ce point donne une valeur x; pour y = 0. Cette valeur x; est présumée étre au
voisinage de la solution xy. On utilise cette valeur x; pour calculer une nouvelle dérivée de la
fonction, qui donne une solution x; présumée s'approcher davantage de la solution xy, et ainsi
de suite, d'ou le terme de convergence utilisé pour décrire la recherche de la solution. Cette
méthode est extrapolable a un systéme de plusieurs équations. Dans ce cas, un algorithme
procede par répétition d'une transformation d'un ensemble de valeurs qui convergent vers la
solution. La transformation est initialement appliquée a un ensemble de valeurs choisies, dans
notre cas les concentrations de départ juste apres l'injection de I'échantillon par exemple.

L’inconvénient de cette méthode est qu’elle peut ne pas converger si 1'ensemble initial
de valeurs est trop ¢loigné de la solution. C'est le cas au début de la chromatographie : le
systéme est tres perturbé, les concentrations dans les différentes phases sont treés différentes de
celles vers lesquelles tendent les équations d’équilibre de la loi d’action de masse. C’est cet
¢tat initial qui représente le plus de probabilité de ne pas converger, puisque par la suite,
I’approche de la solution part des concentrations de la phase mobile de la cellule précédente,
qui sont d’autant plus proches les unes des autres que la chromatographie progresse. En effet,
lorsque le train isotachique est formé, seules les zones de transition représentent une variation
de concentration. L’avantage de cette méthode est la précision qu’elle peut donner sur les
solutions, précision dont on peut fixer le seuil.

Les librairies informatiques de calcul pour la résolution de systémes d’équations non-
linéaires par la méthode itérative ont été empruntées au code source public du logiciel Scilab
[30].

4.2.1.1.3.2. La méthode polyndomiale

Une collaboration avec 'INRIA (en la personne du Docteur Philippe Trébuchet,
Institut National de Recherche en Informatique et Automatisme, Sophia Antipolis) a permis
d’utiliser une méthode polyndmiale pour une résolution algébrique par calcul symbolique.
Cette méthode, plus lourde en calculs, ne peut pas étre utilisée pour la résolution de
I’intégralité de la chromatographie en raison de sa lenteur. Par contre, elle donne forcément
une solution mais entachée d’imprécision.

La librairie utilisée dans ce cas est la librairie SYNAPS [22].

4.2.1.1.3.3. Une méthode finale combinée

Une méthode combinée a été mise au point, dans laquelle la méthode itérative est la
méthode par défaut. Elle est utilisée pour chaque équilibre. Au bout d’un certain nombre
d’itérations (un critére d’arrét fixé par [’opérateur), si cette méthode ne converge pas (si
I’écart entre deux solutions successives est supérieur a un écart maximal choisi par
I’opérateur), cette méthode itérative est stoppée, et la méthode polyndomiale est initi¢e. La
solution donnée par la méthode polynomiale, imprécise, est alors utilisée comme valeur de
départ pour la méthode itérative. Cette combinaison fournit de bons résultats.
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4.2.1.1.4. Le logiciel

Le logiciel développé par le Dr Jean-Marc Nuzillard (directeur de notre unit¢ FRE-
CNRS 2715), baptis¢ CPCSim, permet de visualiser graphiquement le déroulement et le
résultat d'une séparation dans des conditions choisies par l'opérateur. Il se décompose en
programmes exécutés au moyen de lignes de commande. Ces programmes utilisent des
fichiers de commande en format texte, dans lesquels on introduit les parameétres désirés. Un
programme indépendant est destiné a chacune de ces étapes :

1) Calcul des équilibres dans toutes les cellules (sources écrites en C++) :

Ce programme utilise des parametres introduits dans un fichier au format .xml. Un
exemple de fichier de paramétres est reproduit dans la figure 54.

Le résultat du calcul de toutes les concentrations dans toutes les cellules a chaque
étape de la chromatographie est transféré dans deux fichiers de valeurs, 1'un contenant
toutes les données, l'autre contenant uniquement les données concernant les
concentrations dans I'¢luat a la sortie de la colonne. Ces deux fichiers peuvent étre
assimilés a des "détecteurs", le premier donnant une photographie de 1'ensemble de la
colonne a chaque étape, le second se rapprochant d'un détecteur en sortie de colonne
produisant un fractogramme.

2) Création des graphiques (sources écrites en langage Perl) :

A partir des fichiers de valeurs sont produit des graphiques sur lesquels on peut choisir
d'afficher soit des valeurs directement extraites de ces fichiers, soit le résultat de
'application d'opérations mathématiques sur ces valeurs. On peut ainsi tracer des
informations variées (total des analytes en sortie de colonne, degré de pureté, etc. Les
images de graphiques sont créées dans le format png, les animations sont créées au
format mng ou mpeg.

Les parameétres suivants peuvent étre modifiés :

- Le nombre de cellules de la colonne ;

- Le rapport de volume des deux phases (Vstat/ Viob) ;

- La concentration en reteneur (exprimée en unités arbitraires u. a.) ;

- La concentration en échangeur (en u. a.) ;

- La quantité injectée de chaque analyte (leur nombre étant illimité) ;

- La concentration de 1'échantillon (en entrant un volume d'échantillon exprimé en
cellules) ;

- La phase d'injection : on peut injecter 1'échantillon dans la phase stationaire ou
mobile ;

- La durée de chromatographie (sous la forme d’un nombre d’étapes d’avancement) ;

- Les constantes de sélectivité du reteneur, du déplaceur et des analytes ;

- Les constantes d’association des analytes entre eux.

Les parameétres suivants ne peuvent pas étre modifiés :

- Le débit de la phase mobile ;
- Le volume des cellules ; il ne présente cependant pas d'intérét puisqu'on ne considere
que des concentrations ;
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- L'affinité du déplaceur pour 1'échangeur ; elle sert de référence pour I'expression des
affinités des autres especes par l'intermédiaire des coefficients de sélectivité.

<?xml version="1.0"?>
<l-- Commentaire -->
<cpc>
<comment type="string">
Adapted_from_bzlk5h.sce
</comment>
<experiment type="string">
SX (pour Strong Ion Exchanger...)

</experiment>
<detection>
<D1>
<mode type="string">
effluent
</mode>
<filename type="string">
zz1.txt
</filename>
</D1>
<D2>
<mode type="string">
full_column
</mode>
<filename type="string">
zz2.txt
</filename>
</D2>
</detection>
<column>

<number_of_cells type="int">
35

</number_of_cells>
<volume_ratio type="real">
1.0

<analytes>
<S1>
<injected type="real">
2.0
</injected>
<stability type="real">
10000.0
</stability>
</S1>
<S2>
<injected type="real">
2.0
</injected>
<stability type="real">
1000.0
</stability>
</S2>
<S3>
<injected type="real">
2.0
</injected>
<stability type="real">
100.0
</stability>
</S3>
</analytes>
<injection>

<number_of_cells type="int">
5

</number_of_cells>
<in_phase type="string">

mobile
</in_phase>

</volume_ratio> </injection>
<retainer> <development>
<counter_ion type="string"> <cell_volumes type="int">
Bzlk
</counter_ion> </cell_volumes>
<name type = "string"> <displacer>
Cl <name type="string">
</name> |
<stability type="real"> </name>
1000000.0 <conc type="real">
</stability> 0.1
<conc type="real"> </conc>
0.2 <counter_ion type="string">
</conc> Na
</retainer> </counter_ion>
</column> </displacer>

</development>
</cpc>

Figure 54 : exemple de fichier de parameétre pour la simulation d'une séparation de
trois analytes en mode déplacement par échnage d'ions. Les champs en gras désignent
des variables modifiables.

4.2.1.1.5. Résultats

4.2.1.1.5.1. Comparaison avec les modeles théoriques pour la
chromatographie sur phase solide

Un outil de simulation permet d'optimiser les conditions expérimentales en vue d'une
productivité maximale, c'est-a-dire la plus grande quantité de produit pur en un temps le plus
court possible. C'est pourquoi nous comparons les différentes simulations réalisées en terme
de proportion de produits purs obtenus. Cette proportion de produits purs dépend de I'ampleur
des zones de recouvrement entre deux analytes, qui sont des zones de mélange. Elles
représentent directement une perte de rendement que 1’on cherche & diminuer dans une
optique préparative.
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Dans le cas d'un développement par déplacement, ces zones de transition (“shock layers”
en anglais) apparaissent entre les blocs d'analytes purs, et sont caractérisées par la variation
brusque des concentrations des solutés. Il est donc capital de comprendre les mécanismes en
jeu et I’influence des différents parameétres chromatographiques sur la largeur de cette zone
(SLT, "Schock Layer Thickness"). Dans un modéele idéal, pour lequel :

- les états d’équilibres sont atteints de fagon instantanée,

- il n’y a pas de diffusion axiale ni longitudinale,

- l'efficacité de la colonne est infinie,
cette zone de transition est nulle, et il n'y a pas de recouvrement entre deux analytes
consécutifs. Dans la réalité, ce n'est pas le cas, et la zone de transition est dépendante de
différents facteurs. La SLT a fait I'objet de travaux dans le domaine de la chromatographie sur
support solide, en mode adsorption ou partage, que nous rappelons briévement ici.

4.2.1.1.5.1.1.  SLT en chromatographie en mode déplacement par
adsorption ou partage sur support solide

La modélisation de cette zone a ¢été proposée par différents auteurs pour la
chromatographie sur phase solide (en considérant des isothermes langmuiriens).

Pour Rhee et al. [78, 79] puis Zhu et Guiochon [107-109], la largeur de la zone de
recouvrement peut étre évaluée :

- soit par la distance Arj entre les deux concentrations Cp, et Cp,,, dans la colonne ;

- soit par le temps An); séparant 1’¢élution de ces deux espéces i et i+1 aux concentrations

Cp; et Cp,,, (voir figure 55).

&0

___.--':P=-+-L : Figure 55 : définition de la largeur de
Jm la zone de recouvrement pour la
' | : séparation de deux composants : c’est
le temps An, séparant I’élution des

40

| : . *
i i : composants aux concentrations Cp, et

30
™
]

_ Cp.,, ; Cp, et Cp.,, sont les
A : concentrations plateau ;
| ;[.l | ':, Cp; = (1 - Q)CPV Cpi = (1 - H)Cpm

| : '\ ' :- Cp,.=0Cp,, Cp,,..=6Cp,,, ou 0estun

Cancentration Profile {mg/mi)
20
fa)
&
— __,..-?

10

_ /i nombre arbitraire généralement
| Cpiat- \*CPi- compris entre 0,01 et 0,05.

500 Ay 12.0
Elution Time {1/100 min)

Ces travaux établissent que la SLT dépend de :
- l'efficacité de la colonne : la SLT diminue si N augmente ;

- l'isotherme de partage des analytes : la SLT diminue si I'écart entre les isothermes de
partage augmente ;
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- la différence de hauteur des blocs d'analytes adjacents : la SLT diminue si 1'écart entre
les hauteurs de blocs augmente ; il faut remarquer que dans le cas de 1'échange d'ions
sans support solide, les blocs ont toujours la méme hauteur ;

- le facteur de rétention du déplaceur : la figure 56 représente la variation de la SLT en
fonction du facteur de rétention du déplaceur.

A7) orAm,

1 T T T
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0
RETENTION FACTOR OF DISPLACER(k’,)

Figure 56 : évolution de la largeur de la zone de recouvrement en fonction du facteur de
rétention du déplaceur [108].

Si on exprime la largeur en terme de distance (Any), plus le facteur de rétention du
déplaceur est grand, plus la zone de recouvrement est fine ; elle décroit fortement
initialement, puis tend vers zéro. Autrement dit, plus 'affinité du déplaceur pour la phase
stationnaire est grande, plus la séparation des analytes est nette. Néanmoins, un déplaceur
montrant une affinité trés supérieure a celle des analytes n'est pas nécessaire et n'améliore pas
indéfiniment la séparation.

4.2.1.1.5.1.2. SLT en chromatographie par échange d'ions sans
support solide

Nous avons utilisé notre modéle numérique pour déterminer le comportement des SLT
dans le cas de la chromatographie en mode déplacement par échange d'ions sans support
solide. Il est nécessaire a ce stade de décrire les deux modes possibles d'injection de
I'échantillon. Les analytes peuvent étre sous forme de sels hydrophiles (comme des sels de
sodium par exemple). Dans ce cas, ils sont injectés dans la phase aqueuse, puis "poussés"
dans la colonne par une phase mobile sans déplaceur. Ils sont progressivement extraits dans la
phase organique en formant des paires d'ions avec l'échangeur. Les analytes de I'échantillon
peuvent étre sous forme de paires d'ions avec I'échangeur. Dans ce cas, ils sont injectés dans
la phase organiques et sont concentrés en téte de colonne. La mise en ceuvre de ces deux
modes d'injection est détaillée dans la section 4.2.3.3. Dans les simulations suivantes, le
protocole utilis¢ par défaut est celui d'une injection des analytes sous leur forme de sels de
sodium, dissous dans de la phase mobile (5 volumes de phase mobile de cellule, soit 5 unités
de volume). Dans les graphiques issus de ces explorations, la largeur des SLT est mesurable
mais n’a pas été extraite sous une forme analytique. Nous avons choisi de I'exprimer de deux
manicres, directement par un nombre de cellules, et indirectement par le pourcentage en
analytes purs recueillis. Nous avons exploré l'influence de la différence de sélectivité entre les
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analytes, de méme que la différence de sélectivité entre ces derniers et le déplaceur ou le
reteneur. Nous avons enfin analysé l'influence du nombre de plateaux théoriques de la
colonne.

4.2.1.1.5.1.2.1. Les différences de sélectivité entre analytes

Les exemples suivants illustrent I’influence des différences des coefficients de sélectivité
des analytes sur la largeur de la zone de transition. Rappelons ici que plus ce coefficient de
sélectivité est grand pour une espeéce donnée, plus cette espece est facilement déplacée de sa
paire d’ions avec I’échangeur. Les valeurs des coefficients de sélectivité sont introduites par
I’opérateur. On peut ainsi modéliser un échantillon plus ou moins "difficile" a séparer. Les
figure 57 A a D représentent les chromatogrammes simulés, la figure 58 montre les résultats
en terme de pureté, et la figure 59 représente la variation de la SLT.

C D
Figure 57 : évolution du fractogramme simulé pour des valeurs de coefficient de sélectivité de
plus en plus proches. Conditions : K, . (vert foncé) : 10°; K, . . (blew : rx10° ; K, .
(violet) : 10° ; K, _, . . (vert clair) : (1/r)10° K, (rouge) : 1 ; colonne de 35 cellules ;

rapport de volumes de phase : 1 ; [échangeur] =02 ua.; [déplaceur] 20,1 ua. ; quantité

injectée de chaque analyte : 2.
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Figure 58 : recouvrement des analytes purs (avec pureté > 95 %) en fonction de la différence
de sélectivité. 'pma : pureté maximale atteinte.
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Figure 59 : évolution de la SLT (prise a une concentration de 5 % de l'analyte) en fonction de
la différence de sélectivite.

L’examen de ces fractogrammes indique que pour une colonne donnée, la largeur des
zones de transition est dépendante des différences entre les coefficients de sélectivité de deux
analytes adjacents. Cette conclusion est sans surprise : des analytes de comportement
chromatographique voisin sont mal séparés. On peut remarquer néanmoins sur la figure C
l'aspect en pseudo-pic gaussien de I'analyte central (A,, violet). Ce "pic" est en réalité formé
par deux zones de transition adjacentes. Il n'est donc pas gaussien. Il est en outre déformé : la
SLT entre A; (bleu) et A, (violet) est plus grande que celle entre A, et Az (vert clair). Ce
phénomene s'explique par I'étape d'injection : on verra plus loin que les trois analytes ne sont
pas soumis de la méme maniére au processus de déplacement (voir 1.1.1.1.5.1.2.3.).

4.2.1.1.5.1.2.2.  Les différences de sélectivité entre analytes et
déplaceur

Le mod¢le décrivant la SLT dans le cas de la chromatographie sur phase solide, décrit
plus haut, stipule que la largeur des zones de transition entre les analytes dépend du facteur de
rétention du déplaceur. Nous avons cherché a identifier si le méme genre de relation existait
entre déplaceur et SLT dans notre mod¢éle. La figure 60 illustre 1'effet d'une augmentation de
l'affinité relative du déplaceur pour la phase stationnaire. Etant donné que le déplaceur sert de
référence pour exprimer les coefficients de sélectivité, sa valeur pour le déplaceur est de 1.
Nous avons donc diminué I'ensemble des valeurs des coefficients de sélectivité des analytes
afin de reproduire une augmentation de celle du déplaceur.
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On constate que seule la zone de transition entre le déplaceur et l'analyte As le plus
retenu est diminuée : elle passe de 48 a 1 cellule. Par conséquent la relation mentionnée dans
la littérature entre l'affinité du déplaceur pour 1'échangeur et les SLT entre analytes n'est pas
vérifiée dans le cas du déplacement par échange d'ions sans support solide.

o ' a
o 20 0 6o o0 100 f
Tine

Figure 60 : évolution du fractogramme simulé pour une augmentation de l'affinité du

deplaceur pour la phase stationnaire. Conditions : colonne de 35 cellules ; rapport de

volumes de phase : 1 ; [échangeur] =02ua. ; [déplaceur] 20,1 wa. ; quantité injectée de

chaque analyte : 2.
Coefficients de sélectivité : 4) K, . (vert foncé) : 1.10° ; K, . (blew:8; K, _ (violet):

. ). . . . 5. . 3 . .
4, KI_/A3_ (vert clair) : 2 ; K, _ (rouge) :1.B) K,  :110"; KI_/AI_ J810 Kr/A; .
4100, K_ 2100, K .1

17 /A5 I1-/1°

Tableau 20 : recouvrement des analytes purs (avec pureté > 95 %) en fonction de la
différence de sélectivité entre le déplaceur et les analytes.

Fractogramme A B
Facteur de différence entre les coefficients de 2 2000
sélectivité du déplaceur et de A;
Pureté A (%) 15 15
Pureté A, (%) 0pma' 89% 0 pma' 89 %
Pureté Az (%) 25 60

Ipma : pureté maximale atteinte.

4.2.1.1.5.1.2.3.  Les différences de sélectivité entre analytes et
reteneur

Il est possible de simuler une diminution de la valeur du coefficient de sélectivité du

reteneur uniquement.
Dans le protocole utilisé jusqu'a présent, I'échantillon est injecté sous forme de sels de

sodium. L'affinité du reteneur joue donc un rdle des I'étape d'extraction. En effet, 1'équilibre
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entre le reteneur et I'analyte qui s'établi lors de l'extraction, est d'autant plus en faveur d'une
accumulation d'analytes dans la phase stationnaire que le reteneur est faiblement lié¢ a
I'échangeur. La figure 61 montre une représentation de l'intérieur de la colonne : les
concentrations dans la phase supérieure sont en en ordonnées positives, les concentrations
dans la phase stationnaire en coordonnées négatives. Dans la figure 61 A, le rapport des
coefficients de sélectivité entre le reteneur et l'analyte A; (le moins retenu) est grand (330).
Dans la figure 61 B, l'affinité du reteneur pour I'échangeur est a peine plus grande que celle de

l'analyte Aj (rapport de 1,03).

o s o s 20 s )
cent

Figure 61 : extraction de l'échantillon pour des constantes de sélectivité du reteneur
décroissantes : K, . (vert foncé) : 10° a gauche, 3,1.10° a droite. On voit au début des
fractogrammes une fraction de déplaceur (en rouge) qui commence a déplacer les analytes.

Conditions : K,_,,_ (bleu) : 3.10° ; K (violet) : 10° ; K,  _ (vertclair) : 330 ; K,
(rouge) : 1 ; 35 cellules ; rapport de volumes de phase : I ; [échangeur] =02 ua. ;

[déplaceur] 20,1 u.a. ; quantité injectée de chaque analyte : 2.

17 /A5

On remarque que le nombre de cellules nécessaires a I'extraction augmente si l'affinité
du reteneur pour I'échangeur augmente. Dans le cas B, ou le reteneur présente une affinité
pour I'échangeur a peine plus grande que celle de I'analyte As, ce dernier n'est pas extrait en
totalité, et une proportion est perdue en sortie de colonne. L'observation de ces résultats

permet de tirer les conclusions suivantes :

Les analytes sont extraits proportionnellement a leur constante d'extraction (voir ce
terme en section 4.2.2.1.2.2.). Leur concentration relative est proportionnelle a leur
coefficient de sélectivité. Les analytes sont extraits plus ou moins rapidement,
l'analyte présentant la plus grande affinité pour 1'échangeur étant extrait en priorité.
Par conséquent, les analytes subissent une pré-séparation dés 1'étape d'injection. Cette
pré-séparation est favorable et anticipe la suite de la chromatographie, puisque

l'analyte le plus extrait sera le moins déplacé par la suite.

Dans le cas d'une injection de l'échantillon dans la phase mobile, la colonne doit
présenter une capacité minimale nécessaire a 1'extraction de la totalité¢ de 1'échantillon ;

La capacité nécessaire de la colonne lors de 1'étape d'extraction des analytes est
dépendante du coefficient de sélectivité du reteneur. S'il existe une grande différence
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entre les coefficients de sélectivité des analytes et celui du reteneur, (c'est le cas dans
la figure A), 'extraction de l'échantillon se fait de facon compléte. Si cette différence
est faible (figure B), les analytes sont extraits moins efficacement, 1'échantillon
pouvant méme ne pas étre extrait en totalité.

- Un analyte de faible affinité pour 1'échangeur (ici l'analyte A; en bleu) est extrait apres
un certain nombre de cellules seulement. Lors du processus de déplacement, il est
soumis a un nombre d'interactions avec 1'échangeur plus faible. Par conséquent, il
présente une SLT avec les analytes voisins plus grande que celle d'un analyte de plus
forte affinité pour 1'échangeur, extrait plus rapidement. Cela explique notamment
l'aspect déformé du bloc d'analyte A, dans les figures 57 C et 60.

Par conséquent, dans un protocole d'injection d'un échantillon sous forme de sels de
sodium, il est difficile d'évaluer l'effet direct de 1'affinité du reteneur sur les SLT entre les
analytes, étant donné que le reteneur détermine 1'état initial de la colonne aprés extraction.
Nous avons donc simulé des séparations avec des affinités croissantes du reteneur pour
I'échangeur, mais dans le cas ou 1'échantillon est injecté sous forme de sels de benzalkonium.
Dans ces conditions, 1'état initial est le méme dans tous les cas (I'échantillon dissout dans la
phase stationnaire est concentré en mélange dans les 5 premiéres cellules). Les résultats de ces
simulations sont indiqués dans la figure 62 et le tableau 21.

MR | o
o se 100 150 200 o
Tine

Figure 62: variation des SLT pour une affinité du reteneur pour l'échangeur décroissante.
Conditions : K (vert foncé) : A) 5.10° B) 1.10°; K _:210°; K _:10°; K

1~ /cl- 17 /A7 17 /A5 17 /45"

500 K, = (rouge) : I ; colonne de 35 cellules ; rapport de volumes de phase : 1 ;

[échangeur] =02ua., [déplaceur] 20,1 u.a. ; quantité injectée de chaque analyte : 2.

Tableau 21 : recouvrement des analytes purs (avec puretée > 95 %) en fonction de la
différence de sélectivité entre le reteneur et les analytes.

Fractogramme A B
Facteur de différence entre les coefficients de 2,5 5.10*
sélectivité du déplaceur et de A,
Pureté A (%) 40 65
Pureté A; (%) 20 25
Pureté Az (%) 60 60
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On peut remarquer tout d'abord que dans ce cas, l'analyte A, est élué en pic
symétrique.

On constate ensuite que seule la zone de transition entre le reteneur et l'analyte A; le
moins retenu est diminuée : elle passe de 10 a 1 cellule.
A l'instar de ce qui a été observé pour le déplaceur, l'affinité du reteneur ne détermine que
la SLT entre le reteneur et 'analyte adjacent.
Ces résultats sur le réle du reteneur conduisent a deux conclusions concernant la SLT en
déplacement par échange d'ions sans support solide :

- La SLT dépend uniquement de la différence d'affinité entre les deux analytes voisins ;

- Une affinité minimale du reteneur pour 1'échangeur est souhaitable, afin de permettre
une extraction efficace de I'échantillon et une largeur de zone de transition minimale
avec l'analyte le moins retenu.

De fagon plus générale, les résultats de ces simulations ciblées sur l'influence des
coefficients de sélectivité du déplaceur et du reteneur peuvent étre résumées simplement, en
relevant que déplaceur et reteneur ne sont que des analytes comme les autres. Les différences
avec les analytes sont les suivantes :

- Le reteneur montre 1'affinité pour I'échangeur la plus faible, et est présent au préalable

dans la phase stationnaire ;

- Le déplaceur montre 1'affinité pour I'échangeur la plus grande, et est présent dans la

phase mobile.

Enfin, il est intéressant de mentionner ici que dans le cas ou un des analytes présente une
affinité pour la phase stationnaire inférieure a celle du déplaceur, la simulation montre que cet
analyte n'est pas soumis a une phénomene de déplacement, et qu'il est ¢lué en pic avant le
train isotachique. La théorie de Tiselius présentée dans la section 2.5.2.3.1.2. est donc vérifiée
dans notre mod¢le.

4.2.1.1.5.1.24.  Le nombre de plateaux théoriques

En chromatographie sur phase solide, 1'efficacité d'une colonne est donnée par le
nombre de plateaux théoriques. Dans notre mod¢le, cette notion de plateau théorique prend
une dimension réelle : a chaque cycle, un équilibre et un seul est atteint dans chaque cellule.
Par conséquent, le nombre de plateaux théoriques de la colonne est égal au nombre de
cellules. On peut donc augmenter 1'efficacité¢ de la colonne en augmentant le nombre de
cellules. Quelle est l'influence d'un accroissement de l'efficacité sur la largeur des zones de
transition ?

Les travaux de modélisation cités plus haut, portant sur la chromatographie sur support
solide, montrent que les SLT diminuent si l'efficacité augmente. Notre modéele permet
¢galement de mesurer l'effet d'un allongement de la colonne sur la qualité de la séparation.
Nous n'avons pas simulé des longueurs de colonne supérieures a 2000 cellules, en raison d'un
allongement rédhibitoire du temps de calcul. Les résultats de ces simulations sont donnés dans
les figures 63 a 65.
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Figure 63 : évolution du fractogramme simulé pour des colonnes de longueur croissante.
Conditions : K,_, = (vert foncé) : 10° ; Kz-m; (blew) : 2.10° ; K (iolet) : 10° ; K
(rouge) : 1 ; nombre de cellules : voir tableau ; rapport de volumes

(vert clair) : 500 ; K,
de phase : 1 ; [échangeur] =02 ua.; [déplaceur] 20,1 u.a. ; quantité injectée de chaque

17 /A5 17 /A3

analyte : 2.
70
60 -
= —o—A1
ég 7 o Fractogramme A B - -
&40 Nombre de cellules 35 350 1000 2000
3 Durée de la 110 1050 3200 6100
£9301 Chromatographie
g3, (en cycles)
® Pureté A; (%) 15 65 65 65
10 1 Pureté A, (%) 0 35 35 35
ol pma' 89%
0 500 1000 1500 2000 Pureté A; (%) 55 65 65 65
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. ’ 1 J4
Figure 64 : recouvrement des analytes purs, en % (avec pureté > 95 %). ‘pma :@ pureté
maximale atteinte.
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Figure 65 : évolution de la SLT (prise a 5 % de pureté) en fonction du nombre de cellules.
Notre modele indique que les SLT diminuent si I'efficacité augmente. Cela confirme le

modele établi pour la phase solide. On remarque en outre dans notre modele qu'elles
atteignent une valeur minimale & partir d'un certain nombre de plateau théoriques. On peut
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parler dans ce cas de SLT ultime. Les résultats de simulations destinées a évaluer 1'influence
des coefficients de sélectivité sur la SLT ultime sont donnés dans la figure 66. Dans ces
simulations, les rapports entre les coefficients de sélectivité des analytes, le déplaceur et le
reteneur sont toutes du méme ordre, ce qui a pour conséquence de donner des SLT identiques
entre chaque bloc.

100 4

90 1

80 Rapport 7 entre les K 100 10 5

Analytes purs 95 % (%) | 90 80 70

70 1

60 -

Proportion de produits
de pureté > 95 % (en %)

50 -

40 |

30

100 10 5 2
rapport entre les coefficients de sélectivité

Figure 66 : recouvrement des analytes purs en fonction des différences entre coefficients de
sélectivite, en % (avec pureté > 95 %).

Ces résultats indiquent que la SLT ultime est déterminée directement par les
différences de coefficients de sélectivité entre les analytes. Pour une colonne de longueur
donnée, suffisante pour atteindre la valeur limite de la SLT (350 cellules dans nos exemples),
la SLT ultime augmente lorsque les coefficients de sélectivité se rapprochent les uns des
autres. On peut donc améliorer la qualité de la séparation (le rendement en analytes purs) en
augmentant l'efficacité de la colonne, mais de fagon limitée.

4.2.1.1.5.2. Optimisation d'une chromatographie préparative

Nous avons développé un modele numérique dans le but également de l'utiliser a
terme pour optimiser une séparation donnée. Une séparation préparative a l'échelle
industrielle est un compromis entre quatre critéres qui ont tous leur importance : quantité de
produit séparé, durée de la séparation, qualité (pureté obtenue) et colt [80]. Notre modéle
permet d'explorer les critéres "durée" et "quantité de produit séparé". En ce qui concerne la
qualité, elle est une conséquence des parametres précédents : il peut étre possible d'obtenir un
produit de pureté absolue en quantité trés faible, ce qui n'est pas désirable en chromatographie
préparative. Nous fixons par conséquent comme objectif de qualité un degré de pureté désiré
de 95 % pour les analytes recueillis.

4.2.1.1.5.2.1. Accélérer la séparation

La durée d'une séparation est un facteur pris en compte lors du développement d'un
procédé préparatif : on cherche a obtenir une séparation la plus rapide possible. On peut
accélérer une séparation en mode déplacement par échange d'ions de différentes manieres : en
diminuant la concentration en échangeur, en augmentant la concentration en déplaceur ou
enfin en augmentant le débit.
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4.2.1.1.5.2.1.1. Capacité de la colonne

La diminution de la concentration en échangeur correspond a une diminution de la
capacité de la colonne (la quantité totale de sites échangeurs disponibles). Réduire la capacité
de la colonne conduit a une sortie plus rapide des analytes. Il existe néanmoins une quantité
minimale d'échangeur nécessaire a une extraction de la totalité¢ de 1'échantillon dans la phase
stationnaire lors de l'injection. L'importance de l'affinité du reteneur dans cette étape a été
abordé dans la section 4.2.1.1.5.1.2.3.

4.2.1.1.5.2.1.2.  La concentration en déplaceur

La concentration en déplaceur détermine la concentration de sortie des analytes. Par
conséquent, un moyen d'accélérer la séparation est d'augmenter la concentration en déplaceur.
Les analytes sortent plus concentrés, et les plateaux sont plus courts. La proportion de
fractions pures reste-t-elle la méme ? Quelle est l'influence de la concentration en déplaceur
sur le largeur des zones de transition ? La figure 68 A a D illustre la conséquence d'une
augmentation de la concentration en déplaceur dans le cas d'analytes présentant des

différences d'affinité élevees (¢carts de K, “de 1 log entre chaque analyte). La figure 67

résume la proportion d'analytes purs et la durée (exprimée en nombre de cycles) de la
séparation pour chaque séparation.

La modélisation permet de constater que la diminution du temps de la séparation est
liée a une dégradation de la séparation. Augmenter la concentration en déplaceur d'un facteur
4 conduit a une perte du recouvrement global de 40 %. Cette diminution de productivité est la
conséquence directe du rétrécissement des zones de plateau des analytes, tandis que les zones
de transition restent inchangées. Par conséquent, la proportion représentée par les zones de
transition entre deux analytes (la SLT) augmente, entrainant une diminution de la proportion
en produits purs.

100 4
—e—A1

> >
w N
o
o

80 4

Figure - A B C D

70 4

[Déplaceur] (u.a.) 0,001 0,01 0,1 0,2 0,5
Durée de la séparation | 5250 750 120 75 55
(en nombre de cycles)

60

Proportion de produits
de pureté > 95 % (en %)

s Pureté A, (%) 928 92 85 80 50
Pureté Ax(%) 89,2 88 80 80 50
s Pureté Ay(%) 942 935 85 80 50

0,001 0,01 0,1 1
Concentration en déplaceur (échelle logarithmique)

Figure 67 : recouvrement des analytes purs en fonction de la concentration en déplaceur, en
% (avec pureté > 95 %)
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Figure 68 : modélisation de l'évolution de la séparation pour des concentrations en déplaceur
croissantes.

Conditions : K (vert foncé) : 10° ; K

/e I71A]

(bleu) : 10° ; K (violet) : 10° ; K

I7/A; 17 /A7
(vert clair) : 10° ; K, (rouge) : 1 ; 35 cellules ; rapport de volumes de phase : 1 ;
[échangeur] =02ua.; [déplaceur] 2 voir figure ; quantité injectée de chaque analyte : 2.

4.2.1.1.5.2.1.3.  Le débit

Dans notre modéle, le débit n'est pas une variable modifiable. A chaque cycle, un
volume de phase mobile équivalent au volume de phase mobile dans une cellule est pompé
dans la colonne. Les échanges sont considérés comme idéaux (transferts de masse complets et
instantanés), et rapport entre Vi, et Vo, constant dans chaque cellule. Le débit n'a pas
d'influence physique sur cet équilibre.

Dans la réalité expérimentale, les échanges de maticre entre les deux phases ont une
cinétique non nulle, et le débit de phase mobile ne peut dépasser une certaine valeur sans
entrainer de la phase stationnaire par un phénomeéne appelé “bleeding” : la décantation dans
chaque cellule n’est pas compléte, et une fraction d’émulsion passe dans la cellule suivante,
entrainant au final une perte de phase stationnaire. Or une perte de phase stationnaire
s'accompagne d'une perte de résolution [5]. Des travaux détaillés sur ces phénomenes ont été
réalisés au moyen de caméra dynamique, donnant des informations sur la relation entre débit,
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régime de flux de la phase mobile dans les cellules, rétention de phase stationnaire et
efficacité [61, 62]. Le débit est donc un paramétre déterminant directement I'équilibre entre
les phases dans la colonne. Pour ces raisons, avant de transposer les résultats de simulations a
une chromatographie réelle, il faut prendre en compte la nature imparfaite des échanges et le
caractere parfois instable de I'équilibre entre les phases. La premiére étape d’une mise au
point d’une méthode de séparation par CPC consiste précisément a optimiser ces deux
paramétres (en déterminant débit et rotation optimaux). On verra plus loin que
I'approximation faite dans le modele numérique sur la cinétique des transferts (présumée
infinie) et l'influence du débit sur 1'équilibre hydrostatique (présumée inexistante) n'empéche
pas le modele de produire des fractogrammes simulés trés similaires aux fractogrammes
expérimentaux.

4.2.1.1.5.2.2. Augmenter la quantité de produit pur

L'autre direction dans laquelle une optimisation peut se réaliser est celle d'une
augmentation de la quantité d'analyte pur recueilli. Les deux parameétres modifiables sont 1a
encore la capacité de la colonne et la concentration en déplaceur.

4.2.1.1.5.2.2.1.  Capacité de la colonne

Un processus chromatographique peut étre vu comme la répétition un grand nombre
de fois d'une étape élémentaire consistant en une fixation de 'analyte par la phase stationnaire
puis sa mobilisation par la phase mobile. C'est la différence de comportement entre les
analytes lors de cette étape qui est a l'origine de leur séparation. Plus ce processus
discriminatoire se reproduit, plus la séparation est efficace. Dans le cas d'une chromatographie
par échange d'ions, cette interaction se fait entre l'analyte et 1'échangeur.

Intuitivement, on peut émettre I'hypothése qu'une augmentation de la capacité de la
colonne, c'est-a-dire le nombre total de sites échangeurs de la phase stationnaire, conduit a
une augmentation du nombre de ces étapes fondamentales, et donc a une meilleure séparation.

Dans notre mode¢le, il existe deux moyens d'augmenter la quantité d'échangeur
disponible pour la chromatographie : soit allonger la colonne en augmentant le nombre de
cellules, soit augmenter la concentration en échangeur. Si le nombre de cellules augmente, le
nombre de fois ou cette étape se produit est de plus en plus grand, et les analytes sont mieux
séparés. Ce parametre (I'efficacité de la colonne) a été exploré précédemment. Cependant
cette modification n'est pas possible en pratique sur une colonne de CPC présentant un
nombre donné de cellules. Une augmentation de la concentration en échangeur conduit-elle au
méme résultat ?

A partir d'une séparation de qualité moyenne, nous avons simulé une augmentation
d'un facteur 5 de la concentration en échangeur. Les résultats de la séparation sont représentés
sur la figure 69, les rendements sont résumés dans le tableau 22.

On remarque que l'augmentation de la concentration en échangeur a un effet
défavorable marqué sur la qualité de la séparation. Ce phénomeéne se manifeste bien slr pour
des concentrations en échangeur supérieures a la capacité minimale nécessaire (voir section
4.2.1.1.5.1.2.3). Cette observation a été confirmée par d'autres simulations.

Au final, les résultats des différentes simulations concernant la capacité de la colonne

au sens large (c'est-a-dire le nombre total de sites échangeurs dans la colonne) montrent
clairement que, dans le cas de I'échange d'ions sans support solide :
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Figure 69 : évolution du fractogramme pour une augmentation de la concentration en
echangeur.

s . ) . 6. . 3 . ; . 3 .
Conditions : K, (vert foncé) : 10°, Kz-m; (bleu) : 3.10° , Kz-m; (violet) : 107 ; KI_/A3_

(vert clair) : 330 ; K, , = (rouge) : 1 ; 35 cellules ; rapport de volumes de phase : I ;

[échangeur] = voir tableau ; [déplaceur] 20,1 w.a. ; quantité injectée de chaque analyte : 2.

Tableau 22 : recouvrement des analytes purs, en % (avec pureté > 95 %). 'pma : pureté
maximale atteinte.

fractogramme A B
[échangeur] 0,2 1
Quantité totale d'échangeur dans la colonne 7 35
Durée de la séparation (nombre de cycles) 110 390
Aj (%) 70 20
As (%) 60 0 (pma':80 %)
Az (%) 70 20

- A capacité égale, une colonne est d'autant plus efficace qu'elle est plus longue, c'est-a-
dire qu'elle contient un nombre de cellules plus grand ;

- Des colonnes de méme capacit¢ mais de longueurs différentes ne sont pas
équivalentes ;

Une concentration excessive en échangeur peut dégrader la séparation ; il faut par
conséquent déterminer la capacité minimale nécessaire a la séparation.

4.2.1.1.5.2.2.2.  La concentration en déplaceur

L'influence de la concentration en déplaceur a été envisagée plus haut (section
4.2.1.1.5.2.1.2.). La modélisation montre que la diminution de la concentration en déplaceur
augmente les proportions d'analytes purs obtenus. Toutefois, elle s'accompagne également
d'un allongement de la durée de la séparation.

Un cas particulier dans lequel 'augmentation de la proportion d'un analyte pur est
souhaitée est celui ou cet analyte est minoritaire.
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4.2.1.1.5.3. Cas d'un composé minoritaire

Dans le cas ou un composé est minoritaire, sa proportion dans l'échantillon ne permet
pas de former un plateau de concentration. Dans ce cas, les zones de transition de part et
d'autre de la zone du composé représentent la totalité de cette zone du composé, et le composé
n'est pas obtenu pur. Une solution pour augmenter le recouvrement en analyte minoritaire est
de diminuer la concentration en déplaceur. De cette fagon, on attend la formation d'un plateau
pour tous les composés. Le résultat de la simulation de telles conditions est représenté sur la
figure 70 et résumé de fagon quantitative dans le tableau 23.

{1 . i
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A :[déplaceur] = O,lhlml.a. B : [déplaceur] = 0,0 1 ua.

Figure 70: évolution du fractogramme pour une diminution de la concentration en déplaceur
dans le cas d'un échantillon contenant un composé minoritaire.

s . ) . 6 . . 4. : . 3 .
Conditions : K, (vert foncé) : 10 Kz-/A; (bleu) : 10" ; Kz-/A; (violet) : 107, KI_/A3_
(vert clair) : 10° ; K, (rouge) : 1 ; 35 cellules ; rapport de volumes de phase : I ;
[échangeur] =02, [déplaceur] 20,1 u.a. ; quantité injectée de chaque analyte : A; = A3 =
2,4, =10,5.

Tableau 23: recouvrement de l'analyte minoritaire, en % (avec pureté > 95 %).

fractogramme A B
[déplaceur] 0,1 0,01
Durée de la séparation (nombre de cycles) 110 740
Proportion de A, pur (%) 20 52

En diminuant la concentration en déplaceur, on augmente effectivement le
recouvrement du produit minoritaire. Cependant, ce genre de stratégie appelle certains
commentaires.

La simulation montre que pour une diminution d'un facteur 10 du déplaceur, le
recouvrement en composé minoritaire est augmenté d'un facteur 2,6 seulement. La raison de
ce faible accroissement est que la diminution de la concentration en déplaceur "écrase" non
seulement les plateaux, mais également les zones de transition, qui sont plus dispersives. Par
exemple une zone de recouvrement s'étalant sur 7 cellules (cas de la zone entre le reteneur et
l'analyte A;) pour un déplaceur de concentration 0,1 u.a., s'étale sur 33 cellules pour une
concentration de déplaceur de 0,01 u.a. Cette réaction des zones de transition a une
diminution de la concentration en déplaceur limite le bénéfice d'une telle diminution. De plus,
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la duré de la séparation augmente également de fagon linéaire avec la diminution du
déplaceur, conduisant a des durée tres longues pour des concentrations en déplaceur tres
faibles.

C'est pourquoi il ne semble pas pertinent, d'isoler les composés minoritaires au cours
d'une séparation destinée a isoler les produits majoritaires en diminuant la concentration en
déplaceur. Si 1'on désire isoler des composés présents dans un échantillon dans des
proportions trés différentes, la stratégie a utiliser est de réaliser deux chromatographies. Une
premicre séparation doit étre adaptée aux quantités des composés majoritaires. Lors de cette
premicre séparation, les composés minoritaires doivent étre collectés et regroupés. Ils
constituent un nouvel échantillon, contenant des composés en proportions analogues. Cet
échantillon doit ensuite étre soumis a une deuxiéme chromatographie, adaptée a ces quantités
moindres, c'est-a-dire avec des concentration en échangeur et en déplaceur inférieures

C'est la démarche que nous avons utilisée pour la séparation des composés
minoritaires de l'extrait alcaloidique de Leucojum aestivum (section 4.1.6.).

4.2.1.1.5.4. Cas de plusieurs composés

La modé¢lisation peut s'appliquer a un échantillon constitué de nombreux composés.
L'exemple illustré par la figure 71 représente la séparation de 9 analytes. Si I'on accroit la
quantité de 1'échantillon, il est nécessaire d'augmenter la capacité de la colonne. On a vu plus
haut qu'une augmentation de capacité par allongement de la colonne n'est pas équivalent a une
augmentation de la capacité par accroissement de la concentration en échangeur. Cette régle
s'applique dans le cas d'un composé contenant un grand nombre d'analytes. Les
fractogrammes obtenus par simulation montrent que la transposition de la séparation de x
composés a un échantillon de nx composés est linéaire, si la colonne est allongée d'un facteur
n (2 gauche). Si la concentration en échangeur est multipliée par un facteur n, on observe une
perte de résolution (a droite).
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Figure 71 : fractogramme résultant de la séparation de 9 analytes. Conditions : K (vert

I-/cr
foncé) : 10" ; décroissance du coefficient de sélectivité d'un facteur 10 entre chaque analyte ;
K, (rouge) : I ; nombre de cellules : A : 105 ; B : 35, rapport de volumes de phase : 1 ;
[échangeur] =A:02;,B:06, [déplaceur] 20,1 u.a. ; quantité injectée de chaque analyte :

2.
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4.2.1.1.5.5. Les informations obtenues des animations dynamiques

La possibilité de visualiser de fagon dynamique le processus chromatographique a
I’intérieur de la colonne éclaire, en plus des informations obtenues de fagon statique, des
aspects intéressants. On visualise par exemple la différence entre le débit de 1’¢luant et la
vélocité du train isotachique. En effet, comme on 1’a vu plus haut, la vélocité du train
isotachique est égale au débit d’entrée des molécules de déplaceur, qu’on pourrait exprimer en
“moles de déplaceur/min”. Cette vélocité est découplée du débit de la phase mobile, et dépend
a la fois du débit de la phase mobile et de la concentration de cette phase en déplaceur.

L’animation permet aussi de mettre en évidence le phénoméne de dilution qui se
produit a la sortie des analytes. En effet, dans la colonne, les analytes sont essentiellement
présents dans la phase stationnaire, a la concentration de I’échangeur. Ils sont donc
concentrés. A la sortie de la colonne, ils sont ¢lués a la concentration du déplaceur,
généralement expérimentalement inférieure a celle de 1’échangeur. Les analytes sont donc
dilués lors de leur sortie de la colonne. Ce phénoméne déja relevé par Berthod et al. a conduit
ces auteurs a proposer un mode original de chromatographie, baptisé extrusion, consistant a
recueillir la phase stationnaire avant un développement complet de la chromatographie [6].

4.2.1.1.6. Pertinence expérimentale

L'intérét d'un modele dépend de sa fiabilité a simuler de facon exacte le phénoméne
considéré, et ce sous diverses conditions. Dans notre cas, le modele doit étre capable de
donner le résultat d'une séparation dans des conditions optimales, mais également dans des
conditions non propices a la séparation, puisqu'on cherche précisément a identifier ces
conditions sans avoir a réaliser la séparation.

La validation préliminaire du mode¢le se fait par comparaison des profils simulés avec
les profils de séparations expérimentales les plus variées possibles. Dans notre cas, on pourra
constater dans la partie expérimentale que les profils simulés reproduisent fidélement les
profils expérimentaux, non seulement pour de bonnes ou de mauvaises séparations, mais
également pour des étapes annexes comme l'injection. Or, on a vu plus haut que certaines
limitations pouvaient découler des approximations sur les constantes de distribution, de la
négligence des phénoménes hydrodynamiques, et de la prise en compte des concentrations
plutdt que des activités. La similitude des profils simulés avec les profils expérimentaux tend
a montrer que ces approximations ne nuisent pas a la fiabilité des simulations. En premicre
approche, ce modele semble donc trés fiable pour une gamme de conditions trés variées. Par
ailleurs, il présente des caractéristiques propres a rendre son utilisation trés pertinente dans
une optique de mise au point d'un protocole préparatif pour un échantillon donné :

- Ce modele est adapté a l'extension de I'échantillon & un nombre plus grand d'analytes,
sans que les résultats en deviennent pour autant moins fiables. Néanmoins le temps de
calcul devient long pour des mélanges de nombreux analytes.

- Dans notre modéle, les coefficients de sélectivité sont introduits par I’opérateur. La
connaissance de ces coefficients est donc nécessaire pour simuler au mieux le résultat
de la séparation d'un échantillon. Dans la pratique, les valeurs des coefficients de
sélectivité exprimés par rapport au chlorure sont déterminables expérimentalement de
facon simple, par une seule expérience d'extraction (voir section 4.2.3.2.1.2). Par
conséquent, ce modele peut étre directement utilis€é pour prédire le comportement
chromatographique d'analytes quelconques, dés lors que 1'on dispose de standards purs
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des composants a séparer, ce qui est toujours le cas dans les s¢ parations a I'échelle
industrielle.

Le modele développé ici peut donc étre un outil efficace pour une optimisation in silico rapide
d'une séparation en mode déplacement par échange d'ions.

4.2.2. Caractérisation d’'un systeme echangeur/reteneur/déplaceur

Le procédé de chromatographie liquide-liquide sans support solide par échange d’ions
implique le passage d’especes ioniques a travers une interface biphasique, et la formation de
paires d’ions dans un solvant non aqueux. Ces étapes ont fait I’objet d’investigations dans le
domaine de I’extraction liquide-liquide. Les données utiles a la compréhension des étapes de
formation des paires d’ions sont présentées ici.

La mise en ceuvre du déplacement par échange d’ions avec un échangeur cationique
fort en chromatographie de partage centrifuge a nécessité une mise au point des divers
parametres de la chromatographie. L’exploration de ces différents parametres expérimentaux
fait I’objet de la suite de cette partie.

4.2.2.1. Caractéristiques d’un systeme extractant liquide-liquide

4.2.2.1.1. L’interface d’un systeme biphasique extractant

Etant donné que les phénoménes d’extraction liquide-liquide impliquent des espéces
chargées, une fagon de caractériser une interface liquide-liquide dans cette optique est de
décrire son état €lectrique [8, 93]. En effet, toute interface liquide est électrifiée du fait d’un
potentiel li¢ a I’orientation des dipdles au voisinage de I’interface et aux exces relatifs de
charges séparées par I’interface. Néanmoins les régles d’électroneutralité s’appliquent a la
solution dans sa globalité, aussi cette différence de potentiel ne s’observe-t-elle que dans le
voisinage de I’interface, dans une double couche de chaque c6té de I’interface, dans laquelle
les lois d’¢lectroneutralité ne s’appliquent pas. L’¢épaisseur de cette bicouche est de ’ordre de
la centaine de nanomeétres, et la différence de potentiel est de 1’ordre de quelques centaines de
mV. Une expression de cette différence de potentiel est I’équation de Nernst :

1 o o RT °c? , .
A = —F(uf" Y ) 4 —Fln% (Equation 60)
z F ylc

dans laquelle M,Q’" est le potentiel chimique standard d’un ion i dans la phase a, R est la
constante des gaz parfaits, T la température absolue, y; et c¢; sont le coefficient d’activité et la
concentration de I’ion i dans a. La différence M?U - ul.W*“est I’énergie standard molaire de
Gibbs du transfert de 1’ion i de la phase o (organique) vers la phase w (aqueuse), noté aussi
AT

Ce potentiel de transfert d’ion est un parametre qui quantifie 1’affinité relative d’un ion

pour chacune des phases conjuguées d’un systéme biphasique. Si des paires d’ions se forment,
ce potentiel de transfert est modifié.
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Des ¢études approfondies sur la cinétique de transfert ont permis d’établir que le taux
de transfert dépend peu de la structure de 1’ion (il dépend néanmoins de sa charge), et qu’il est
de lordre de 0,1 cm.s™ pour un ion univalent. La température, la viscosité, la constante
di¢lectrique du solvant influencent le taux de transfert [8].

4.2.2.1.2. Electrolytes et paires d’ions en milieux aqueux et non
aqueux

Notre objet d’étude consistant en 1’exploitation des transferts de paires d’ions entre
différentes phases, il est utile de décrire brievement les phénomenes de transfert d’ions a
travers cet interface, puis les particularités de 1’appariemment d’ions dans des solvants non-
aqueux.

4.2.2.1.2.1. Le passage des especes chargées a I’interface liquide-liquide

Le passage d’une espeéce chargée d’une solution a une autre a travers une interface
liquide-liquide est un phénomeéne complexe. L’interface entre deux phases non miscibles (en
anglais ITIES, interface between two immiscible electrolyte solutions) est une barriére
caractérisée par la tension interfaciale, une différence d’organisation moléculaire, de viscosité,
de polarité, de consante diélectrique, etc.

Le processus de formation de la paire d’ions a I’interface liquide-liquide et sa
migration a longtemps été décrit comme résultant des étapes suivantes (figure 72 A) :

1) une formation dans la phase aqueuse ;
2) une migration dans 1’autre phase ;

Cependant, divers résultats expérimentaux et théoriques indiquent que le phénomeéne
serait plutot celui présenté dans la figure 69 B : les ions migrent séparément, puis s'associent
dans la phase organique [105]. Soutient cette hypothese, le fait par exemple que la proportion
de paires d’ions dans la phase aqueuse soit trés faible. On peut aussi envisager une
contribution mixte. Le probléme est complexe par nature et complexe a évaluer en raison de
la difficulté a mesurer ces phénoménes.

A Ni + X <220 sN*X B Ni + X <222 sN*X
0
Wit o iz,
Ny + X« —N"X"w Ny + X« —N"X"w
Réaction a contribution homogene Réaction a contribution hétérogeéne

Figure 72 : modéles proposés pour la formation de la paire d’ions et sa migration a
interface.

Par ailleurs, la physico-chimie de ces transferts a I’interface liquide-liquide est
¢galement complexe. La nature de I’interface et ses propriétés varient en fonction de sa teneur
en extractant (qui peut aussi étre considéré comme tensioactif). Or cette teneur en extractant
est variable en raison de divers phénomeénes physiques (cisaillement des goutelettes de phase,
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convection due a la migration des molécules d’extractants a I’interface : effet Marangoni [8,
73]). Notons cependant d’ores et déja que 1’effet Marangoni s’annulant avec 1’agitation, il n’y
a pas lieu d’en tenir compte en CPC ou I’agitation est intense via le flux en spray de la phase
mobile dans chaque celllule. Pour une majorité des tensioactifs (qui ne sont pas tous
extractants), 1’isotherme d’adsorption a I’interface suit un isotherme de Frumkin (un
isotherme de Langmuir modifié pour tenir compte des interactions latérales entre les
molécules adsorbées) [1]. Ceci confirme que les aspects physiques tiennent un rdle non
négligeable dans ces phénomenes.

Comme on peut le voir dans la figure 72, la mobilité de I’ion a travers cette barriere est
caractérisée par une énergie standard de Gibbs de transfert d’ion A7G, ;. La valeur de cette
énergie varie par exemple avec la taille de I’ion : pour une série d’homologues d’ammonium
quaternaires, 1’énergie diminue lorsque le rayon ionique augmente. En pratique, cela signifie
que des ammoniums plus grands passent 1’interface plus facilement. Cela s’explique par la
perturbation plus grande causée a 1’organisation moléculaire du solvant par des molécules
petites, tandis que des grosses molécules perturbent moins I’organisation inter-moléculaire.
Cette composante entropique semble jouer un réle important dans le transfert. Différents
modeles ont été proposés pour décrire les mouvements de I’ion au voisinage de I’interface :
diffusion simple, déplacements aléatoires, passage d’une cage de solvant a une autre... Qu’en
est-il exactement ? Expérimentalement, la diffusion comme le transfert sont ralentis par une
augmentation de la viscosité. Par ailleurs, la diffusion a travers ’interface, (décrite par le

terme de constante de taux de transfert k, en cm.s') est plus lente qu’au sein du solvant
(décrite par le terme de coefficient de diffusion Di, en cm’s™). Cela laisse envisager
I’existence d’une barriére énergétique nette liée au transfert, et qui semble étre d’environ 5
kJ.mol™" pour un tetraalkylaammonium [95].

4.2.2.1.2.2. Les paires d’ions dans la phase organique

Une paire d’ions peut étre considérée comme une espece neutre formée par I’attraction
¢lectrostatique entre des ions de charges opposées en solution, suffisamment lipophile pour
passer dans un solvant non aqueux. Méme si cette interaction moléculaire peut étre décrite
avec la loi d’action de masse, aucune liaison chimique n’est formée. La notation courante

(C+,A‘) décrit une espéce thermodynamiquement distincte, existant de fagon stable, et non

pas comme une espéce transitoire s’échangeant de facon continuelle. La nature de
I’interaction ion-solvant détermine la formation de la paire d’ions ainsi que sa configuration
finale. La formation d’une paire d’ions n’est possible que si les deux ions s’approchent d’une
distance critique d, que 1’on peut exprimer par la relation :

2
€

Equation 61
2ekT (Eq )

d=\z+ +z-\

avec Z" et Z  les charges ioniques, e la charge de 1’électron, € la constante diélectrique du
solvant, k la constante de Boltzmann et T la température absolue. On remarque qu’une forte
constante diélectrique est défavorable a un appariemment, sans toutefois I’empécher.

Une fois la paire d’ions formée et présente dans la phase organique, elle est sous
I’influence du solvant, et la nature des interactions qui sont a 1’origine de la paire d’ions varie
selon ce solvant. L’ensemble des phénoménes dus a I’action du solvant sur les espéces
dissoutes constitue la solvatation. Elle dépend a la fois de la nature du solvant et de celle du

145



soluté et se manifeste de différentes maniéres, par des attractions ion-dipdle ou dipole-dipdle,
des liaisons hydrogene, la formation de complexes...

Des travaux expérimentaux ont montré qu’une paire d’ions peut exister sous deux
formes : si les ions gardent leur enveloppe de solvatation, ils forment une paire d’ions lache.
C’est le cas dans des solvants trés polarisables. Si ce n’est pas le cas, les molécules de solvant
de I’enveloppe de solvatation sont repoussées, et le contact entre les deux ions est plus étroit.

La force de I’interaction entre les deux ions dépend donc de 1’ion et du solvant.
L’accessibilité des charges ioniques détermine le type de paire d’ions :

- si le cation est large et lipophile, sa charge est diffuse ; si I’anion est petit, sa charge
négative et dense. Ce type de paire d’ions est susceptible d’étre facilement solvaté par
des molécules lipophiles a charge de surface positive, comme les molécules dipolaires
a proton acide ( chloroforme, phénols, les alcools). Ce cas de figure est celui de la
paire benzalkonium/carboxylate, c'est-a-dire le couple échangeur/analytes utilisés pour
cette étude ;

- si I’anion est grand et le cation petit, la charge positive dense sera solvatée
favorablement par des solvants nucléophiles comme les éthers, les cétones ou les
amides.

- si les deux ions sont volumineux avec des charges enfouies, la surface de la paire
d’ions est globalement neutre et cette paire d’ions ne nécessite pas de solvatation pour
étre extraite par un solvant non-aqueux.

Ces considérations sont importantes dans la mesure ou les appariements d’ions sont la
force motrice des séparations en échange d’ions. La vitesse des réactions impliquant des
paires d’ions dépend de leur degré d’appariement et de leur interaction avec le solvant. Deux
facteurs sont en compétition : la force électrostatique qui tend a maintenir anions et cations
associés, et la solvatation des ions qui tend a les dissocier. L’équation de Born permet
d’évaluer I’enthalpie libre de solvatation d’ions de charge q et de rayon ionique t; :

2
AG(solvatation) = —(2]—( -~ l) (Equation 62)
r\ e

1

Par conséquent, plus un ion est volumineux, moins il est solvaté par des dipoles.

Au final, que ce soit en extraction liquide-liquide ou en chromatographie de paires
d’ions, le but visé est le meilleur degré d’extraction de la paire d’ions. Ce degré d’extraction,
pour I’espéce A extraite avec le contre-ion B par exemple, s’exprime par

100D,

bt (Equation 63)
q(1+9qD,)

EA(%) =

avec D =M et q=
BN

org

<

aq

avec Vg et Vyq les volumes de phase organique et aqueuse.
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Un approfondisssement de ces notions sur la caractérisation des systemes dans un
processus d’extraction pourraient certainement aider 1’optimisation des paramétres d’une
extraction liquide-liquide en série telle qu’elle se produit dans un appareil de CCC, apres une
premicre validation expérimentale qui a été I’objet de ce travail.

4.2.2.2. Caractéristiques nécessaires d’un échangeur en
chromatographie sans support solide

4.2.2.2.1. Caractéristiques nécessaires d'un échangeur

Au vu des connaissances tirées de 1’extraction liquide-liquide et de la catalyse en
transfert de phase, de nombreux échangeurs ammoniums quaternaires sont candidats a une
utilisation comme échangeur d’anions fort. Nous avons décidé dans un premier temps de
sélectionner un échangeur susceptible de donner les meilleurs résultats pour cette phase de
mise au point, en conduisant quelques travaux préliminaires sur différents types d’échangeurs.

11 était nécessaire de choisir un échangeur présentant les caractéristiques suivantes :

- Une polarité intermédaire permettant 1) d’assurer des échanges faciles entre les deux
phases pour favoriser les appariements ioniques, 2) de mesurer des constantes de
distribution, 3) une solubilité dans I’eau afin de faciliter les étapes de vidange, ringage
de colonne et de verrerie, etc ;

- Un chromophore permettant le dosage pour analyse et mesure des constantes de
distribution ;

- Une disponibilité élevée et un colt bas, en raison de 1) la nécessité¢ de réaliser de
nombreuses expériences parfois utilisant plusieurs dizaines de grammes d’échangeur,
2) une finalité obligeant a intégrer des impératifs industriels tels que le colt des
matieres premieres ;

- Une atoxicité facilitant la mise en ceuvre des expériences ;

- Un usage répandu afin de bénéficier d’informations préalables.

4.2.2.2.2. Les ammoniums candidats, caractéristiques structurales

Les ammoniums quaternaires lipophiles sont largement utilisés en catalyse en transfert de
phase (PTC) en tant que catalyseurs. Les catalyseurs cationiques utilisés en PTC peuvent étre
des ammoniums, des phosphoniums ou des arsoniums. Les phosphoniums font I’objet de
nombreux travaux en catalyse asymétrique en raison de la facilité a faire varier les propriétés
¢lectronique et/ou stériques au voisinage du phosphore et de la grande gamme de réactions
dans lesquelles ces catalyseurs peuvent étre utilisés. Ils ne seront pas abordés ici. Les
ammoniums quaternaires, utilisés depuis les origines de la PTC (les "quats"), sont également
trés développés. Ces catalyseurs sont de bons candidats pour des séparations
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chromatographiques par échange d’ions en phase liquide-liquide. Les ammoniums utilisés
dans la suite de nos travaux sont présentés ici.

Les ammoniums quaternaires utilisés en PTC ne sont pas forcément lipophiles. le
tétrabutylammonium par exemple est trés soluble dans 1’eau et présente une faible constante
de distribution en faveur des solvants organiques. Les ammoniums tels I’Aliquat 336 ou
I’Adogen 464 sont plus lipophiles. Ces deux derniers ammoniums sont trés proches, 1’un est
pur tandis que 1’autre est un mélange d’analogues. La comparaison des résultats a permis
d’évaluer si la pureté de 1’échangeur avait une quelconque influence sur 1’efficacité du
processus extraction/déplacement.

C4Hg c  CsHir CHs
) o
R M CoH '!1ICgH,5 a CqoH
C4H9/ MC4Hg Me/ \ gH17 C8H172'=IC10H21/ \ 8 ‘173 10M121
CqHg CgH47 CgHy7 @ CyoHay
Tétrabutylammonium  Aliquat 336 Adogen 464

Le chlorure de benzalkonium s’est rapidement impos€¢ comme échangeur cationique
fort pour le développement de la méthode. Il est moins utilis¢ que les alkylammoniums dans
le domaine de I’extraction, mais a 1’avantage de présenter un cycle aromatique détectable en
spectroscopie UV. 1l fait I’objet d’une monographie détaillée en annexe 6.3.

CgaCyg

© -

”,
&
7

Me Me
Chlorure de benzalkonium

4.2.2.3. Caractéristiques nécessaires et choix du déplaceur

Comme nous 1’avons vu dans le chapitre introductif sur le déplacement, le déplaceur a
une importance primordiale sur la qualité de la séparation. Les caractéristiques idéales d’un
déplaceur pour une chromatographie par déplacement par échange d’ions sans support solide
sont les suivantes :

- une solubilité illimitée dans la phase aqueuse ;

- une constante de distribution proche de zéro (pas de déplaceur dans la phase
stationnaire) ;

- une constante d’association avec 1’échangeur trés en faveur de la paire d’ions avec

I’échangeur (k; trés grand dans I’équation 64) ;

k
R,N'A"+DC'——R,N'D +AC’ (Equation 74)
k,
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- un échange ultérieur possible avec un anion de faible affinité, de facon a recycler
I’échangeur ;

- une toxicité minimale ;

- une détection facile pour déceler des traces dans les analytes isolés ;

Nous n’avons pas trouvé dans la littérature de classification des affinités des anions
minéraux et organiques pour ces ammoniums quaternaires en solution. Néanmoins, on peut

raisonnablement considérer qu’elle est proche de la classification établie pour les échangeurs
de la méme famille mais en phase solide.

4.2.2.3.1.1. Affinité et sélectivité des déplaceurs en chromatographie sur
phase solide

Dans le cas d’une résine portant un contre-ion A’, un éluant comportant un ion
concurrent B” établira 1’équilibre suivant, oi M et S désignent la phase (mobile ou
stationnaire) dans laquelle se trouve 1’ion :

Al +B), = A}, +B; (Equation 65)

caractérisé par la constante d’échange

[Fal,
GG!

ou K, et Kg sont les constantes de distribution.

(Equation 66)

alts

S

Dans ce cas, ’affinité d’un ion pour une résine dépend essentiellement du rayon hydraté
de I’ion. Or plus la charge est grande, plus ce rayon est petit. L’échangeur d’ions présentera
donc une affinité d’autant plus grande que 1’ion sera plus chargé, mais aussi plus petit, et plus
polarisable. Ces facteurs aboutissent aux classements suivants [13, 80, 85] :

- pour une résine échangeuse d’anions forte, I’affinité des anion usuels est ordonnée
ainsi :

Fe(CN),;~ >Fe(CN);~ > citrate’ > SO} > oxalate® >1">NO; >CrO; >Br~ >SCN~ >HSO; >
CI' > HCO,, > formiate > acétate > OH™ >F~

- pour une résine échangeuse d’anions faible, I’affinité des anion usuels est ordonnée
ainsi :

OH" >SO; >CrO; > citrate > tartrate > NO} > arséniate > phosphate >
molybdate > acétate,I”,Br™ >CI" > F
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4.2.2.3.1.2. Choix d’un déplaceur pour la chromatographie en phase
liquide-liquide

Un criblage sommaire de différents déplaceurs organiques et inorganiques disponibles au
laboratoire a été réalisé avec le protocole suivant :

- dans un échantillon de systeme biphasique (I ml de chaque phase), sont introduits une quantité de
l’ordre de quelques mg d’un sel d’acide hydroxycinnamique ;
- une goutte de NaOH 1M est ajoutée, de fagon a ioniser le phénol et donner a la solution aqueuse une
couleur jaune ;
- Du chlorure de benzalkonium est ajouté de fagon a extraire l’acide hydroxycinnamique dans la phase
organique qui devient jaune ;
- Des quantités croissantes de déplaceur sont ajoutées ; Les déplaceurs testés sont les suivants :
- iodure de sodium
- acide formique
- acide acétique
- acide citrique
- acide oxalique
- acide succinique
- acide butyrique
- acide adipique
- acide 4-hydroxybenzoique
- acide I-décandioique
- laurylsulfate de sodium
- sulfate de sodium, de cuivre, de fer
- bromure de potassium

L’anion iodure s’est révélé étre le seul déplaceur efficace dans ces conditions
expérimentales de la mise au point méthodologique. Il est remarquable que la paire d’ions
entre le benzalkonium et I’iodure est treés fortement lipophile : elle n’est soluble ni dans 1’eau,
ni dans les alcools. Par ailleurs, 1’ajout d’acide 4-hydroxybenzoique et adipique conduit a la
formation d’une troisiéme phase intermédiaire concentrant la couleur jaune, probablement
sous forme de paires d’ions avec le benzalkonium.

L’usage de I’iodure de potassium n’a pas ¢été testé, mais ses performances en tant que
déplaceur devraient étre les méme que I’iodure de sodium, puisque la nature du contre-ion du
déplaceur n’intervient pas dans les équilibres d’appariements entre 1’échangeur et le
déplaceur.

4.2.2.4. Choix du mélange modele

Une classe d’acides organiques est de premiére importance dans le domaine
pharmaceutique : les acides arylcarboxyliques. Ils se retrouvent notamment dans de nombreux
anti-inflammatoires non stéroidiens (notamment le groupe des profénes). Leur séparation est
I’objet de nombreux travaux [94]. Dans la plupart des cas, un seul énantiomere est
biologiquement actif, aussi la séparation chirale est mise a contribution dans leur production
[9]. Par ailleurs, dans le domaine des substances naturelles, les dérivés de 1’acide cinnamique
(acide 3-phényl-2-(E)-propénoique) sont des métabolites secondaires de base souvent
rencontrés. Ils constituent des intermédiaires biogénétiques et sont parfois retrouvés sous
forme d’esters de molécules complexes.

Nous avons donc choisi comme échantillon modéle un mélange des trois
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stéréoisomeres de l'acide hydroxycinnamique (o-, m- et p-hydroxycinnamique). Leur
séparation ne pose pas de probléme au niveau analytique, mais des difficultés apparaissent au
niveau préparatif, notamment en raison de phénomeénes d’association intermoléculaire (vide

infra).

COOH COOH COOH

OH

OH

acide acide acide
o-hydroxycinnamique  m-hydroxycinnamique  p-hydroxycinnamique

Dans notre application, ces acides vont étre séparés d’apres leur différence d’affinité
pour un ammonium quaternaire. On peut donc se poser les questions suivantes : quelles sont
les différences susceptibles de générer un affinité différente pour chaque acide ? Ces
différences auront-elles un effet sur la formation de la paire d’ions ?

4.2.24.1. Le pKa

La position de 1’hydroxyle confére a ces trois acides isomeres des pKa différents. Les
pKa des différents acides sont donnés dans le tableau 24. Il existe une certaine fluctuation
dans la littérature concernant ces valeurs de pK,. Les valeurs entre parenthéses sont des
valeurs jugées imprécises en raison de leur ancienneté ou du manque de détails
expérimentaux. On remarque que les pK, théoriques calculés ne sont pas en concordance avec
les valeurs expérimentales. L'acide frans-cinnamique est mentionné pour référence.

Tableau 24 : Valeurs de pK, théorique et expérimentale pour les acides hydroxycinnamiques.
'logiciel Solaris ACDIab, °[49], °[63] *[28], °[48], °[66], '[87], °[15].

Fonction acide Fonction phénol
pKs calculé  pK, expérimental | pK, expérimental
trans-cinnamique 3,88! 4,44 -
o-hydroxycinnamique 3,94! 4,52° (4,617, 4,69°%) 9,63
m-hydroxycinnamique 3,82! 4,44%7 (4,49%) 9,925’
p-hydroxycinnamique 4,10 4,31° (4,40°, 4,677 8,73°

L’effet ¢lectrodonneur du phénol joue différemment selon sa position. On remarque
d’apres les valeurs expérimentales entre I’acide cinnamique et les acides substitués, que I’effet
d’un phénol en ortho décroit I’acidité et un substituant en para augmente I’acidité.

Cette différence d’acidité peut s’expliquer en observant la densité électronique
comparée des trois molécules.
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4.2.2.4.2. Conjugaison et potentiel électrostatique

Une modélisation moléculaire des acides hydroxycinnamiques a été réalisée par le Dr
E. Derat (laboratoire de chimie théorique, UMR CNRS 6519, Reims).

La visualisation des potentiels électrostatiques est possible sur les figures 73 et 74.
Bien que ces représentations soient issues de calculs portant sur une molécule neutre en
milieu gazeux, on peut en tirer des informations applicables en partie aux formes en solution.
Pour les trois analogues, on observe une délocalisation générale des électrons du systéme .
On sait que I’intensité de la conjugaison influence ’acidité. Par exemple 1’acide cinnamique
cis est plus acide (pK, 3,88) que I’isomeére trans (pK, 4,44), en raison d’un empéchement
stérique a la conjugaison dans I’isomeére cis [81]. La double liaison éthylénique joue le rdle de
pont entre 1’acide et le noyau aromatique. Pour I’acide p-hydroxycinnamique, on remarque
une scission dans le potentiel électrostatique au milieu de la molécule, indiquant une plus
faible conjugaison (figure 73). La densité électronique du carbonyle est plus faible, renfor¢ant
I’acidité de I’hydroxyle carboxylique. Les valeurs les plus récentes des pK, expérimentaux
(tableau 24) sont donc confirmées en partie.

La conjugaison a aussi pour conséquence de diffuser la charge négative de 1’anion sur
I’ensemble de la molécule. Plus la conjugaison est marquée, plus la charge est diffuse, ce qui

peut avoir des conséquence sur I’affinité de I’anion pour un contre-ion particulier (voir section
422.1.2.2.)).

Figure 73 : Potentiels électrostatiques des trois isomeres de l'acide hydroxycinnamique. La
couleur bleu foncé correspond a une zone riche en électrons, la zone en gris transparent a
une faible densité électrostatique. Les nuages sont tronqués par un cube contenant la
molecule (calculs au niveau B3LYP/D95(d), cutoff 0,01 u.a. — Dr. Etienne Derat, programme
Gaussian98).

4.2.2.4.3. Le moment dipolaire

Le méme type de représentation nous permet également de constater une variation de
la disposition du moment dipolaire global (voir vecteurs sur la figure 74). Il est trés probable
que cette variation conduise a une disposition différente de 1’anion carboxylate dans son
appariement avec le cation ammonium, ainsi qu’a une différence au niveau de la solvatation.
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Figure 74 : potentiels électrostatiques (couleurs) et isosurface de densité électronique
(contours) ; la couleur rouge foncé correspond a une forte densité électronique, le bleu foncé
a une faible densité électrostatique. La fleche (de 6— vers 8+) indique le moment dipolaire
(calculs au niveau B3LYP/D95(d)— Dr Etienne Derat, logiciel Gaussian 98).

4.2.2.5. Caractéristiques nécessaires et choix du systeme de
solvants

Un des aspects hautement intéressant de la CCC en général est la possibilité de
construire des phases stationnaires extrémement variées. Or le choix d’un systéme de solvants
pour opérer en mode déplacement par échange d’ions doit présenter des caractéristiques
particulieres. I1 doit étre choisi de fagon a ce que :

- L’échangeur se partage préférentiellement dans la phase organique, mais avec une
certaine solubilité dans la phase aqueuse pour permettre les passages de 1’ion dans
la phase mobile avant I’étape de transfert (vide supra) ;

- Le systéme n'émulsionne pas exagérément avec 1I’échangeur, qui est lipophile et
ionisé, donc tensioactif par nature. Il faut néanmoins tenir compte qu’une
diminution de la tension interfaciale peut étre compensée dans une certaine mesure
par la rotation de 1’appareil (la CPC en particulier) qui accélére la coalescence de
I’émulsion ;

- Les analytes a séparer ne doivent pas se partager dans la phase organique de fagon
spontanée, mais uniquement sous forme de paires d’ions lipophiles ;

Les solvants chlorés étaient tout indiqués pour une étude préliminaire de la faisabilité
du déplacement par échange d’ions en CPC, pour les raisons suivantes :

- Dans le cas des sels d’ammoniums quaternaires, le chloroforme limite
I’aggrégation intermoléculaire dipole-dipdle par un effet intercalant des liaisons

hydrogenes ;

- Les systemes chlorés montrent une bonne décantation avec des phases aqueuses ;
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- Les solvants chlorés sont les meilleurs solvants des ammoniums quaternaires, en
raison de leur capacité a solvater des cations lipophiles ;

- Les méthodes d’extraction utilisent couramment des solvants chlorés.
Cependant, I’usage des solvants chlorés présente des inconvénients :

- 1Ils sont toxiques (voir tableau des toxicités en annexe 6.1). L’usage du
dichlorométhane, 1égérement moins toxique que le chloroforme, n’était pas
possible avec la tubulure en PEEK® en place sur le CPC. Des tuyaux en Tefzel®
seraient plus adaptés, mais ces derniers ont une résistance moindre a la pression ;

- L’ajout d’une forte concentration en ammonium quaternaire peut diminuer
fortement la densité de la phase organique, et la différence de densité entre les
deux phases se réduit, augmentant d’autant les risques d’émulsion ;

- Les solvants chlorés forment des systémes binaires conduisant a des pertes de
charge ¢élevées.

- Ils peuvent étre responsables d'artefacts par addition de chlorure de méthyléne
notamment.

Par conséquent, nous avons évalué pour le développement de cette méthodologie les
performances, d’une part de systémes binaires et ternaires non chlorés susceptibles de
convenir a une utilisation dans cette application, et d’autre part les systémes ternaires
eau/solvant pont/chloroforme. Dans ce dernier cas, le solvant pont a été choisi de maniére a :

- Diminuer la perte de charge lors des expériences ;
- Augmenter le partage de I’échangeur en faveur de la phase stationnaire.

L’eau utilisée est une eau purifiée par un systétme comprenant charbon actif, résines
échangeuses d’anions et de cations, osmose inverse. Nous n’avons pas utilisé de tampon dans
la phase aqueuse, afin de ne pas multiplier les especes ioniques en solution, et d’apprécier la
robustesse de la méthode. Néanmoins, le pH de I'eau purifiée utilisée présente une tendance a
l'acidité (pH 5-6), soit par la dissolution de gaz carbonique fournissant de 1'acide carbonique,
soit en raison d'un léger déséquilibre dans les étapes d'échange d'ions utilisées lors de la
purification. D'autre part, le chloroforme peut libérer une certaine acidité. Par conséquent, lors
de la préparation des systémes, la phase aqueuse a été systématiquement neutralisée par de
I'hydroxyde de sodium avant son utilisation autant pour les essais préliminaires que pour les
chromatographies.

Une procédure pour cribler, par des expériences simultanées, les performances d’un
systéme solvants/échangeur/reteneur est proposée ici.
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4.2.2.5.1. Méthode de validation d’un systéme solvants-échangeur-
déplaceur

4.2.2.5.1.1. Détermination des constantes de distribution

Quatre problémes se posent lors de la mesure de la constante de distribution d'un

¢échangeur :

Tous les systémes ne peuvent pas étre rendus monophasiques par la méthode des
phases conjuguées (par ex. le systeme heptane/eau) (sur cette méthode, voir la section
4225.1.1.1.1.);

La constante de distribution peut varier selon la concentration. Pour comparer des
valeurs, il faut donc travailler sur des concentrations identiques ;

Des concentrations trés différentes dans les deux phases peuvent se trouver en dehors
de la gamme de linéarité du détecteur UV ;

Certains ammoniums quaternaires aliphatiques ne portent pas de chromophores, et ne
sont donc pas quantifiables par mesure d’absorbance UV.

Nous proposons deux méthodes selon le type d'échangeur : pour un échangeur présentant
un chromophore, le Kp est mesuré par un spectrophotométre UV, pour un ammonium
aliphatique l'efficacité globale du systéme échangeur/déplaceur est quantifiée.

Quelle que soit la méthode utilisée, préparer le systeme de solvants en quantité suffisante, agiter pour

équilibration et laisser décanter. Dans un pilulier, introduire une quantité déterminée de composé. Cette
quantité doit permettre apres les étapes ultérieures d’obtenir une concentration adaptée au mode de détection
choisi. Dans le cas du chlorure de benzalkonium, la concentration induisant une absorbance dans la gamme de
sensibilité du spectrophotométre UV est de 10 mM (3,75 g/l).

4.2.2.5.1.1.1. Cas des ammoniums présentant un chromophore
exemple du chlorure de benzalkonium

4.2.25.1.1.1.1. Meéthode des phases conjuguées

Conway décrit trés précisément les différentes méthodes utilisables pour déterminer la constante de
distribution d’un soluté [16]. La méthode des phases conjuguées est adaptée ici a notre situation, de fagon a
obtenir une concentration dans la phase pauvre en ammonium dans la gamme du spectromeétre, et une
concentration dans la phase riche en ammonium a diluer au cinquiéme.

Peser 100 mg de benzalkonium dans un pilulier de 10 ml ;

Ajouter 5 ml de chaque phase. Agiter et laisser décanter, centrifuger si nécessaire (20 min a 3000
rpm) ;

Prélever 1 ml de chaque phase a la micropipette saturée en vapeurs de solvant, l'introduire dans un
autre flacon ;

Ajouter 1 ml de phase conjuguée pure issue du systéme équilibré avec une micropipette saturée en
vapeurs de solvant ;

Ajouter 2 ml de méthanol, agiter ;
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Préparer 8 ml de solution blanc de la méme maniere (2 ml de chaque phase, 4 ml de méthanol), dont on
se sert pour calibrer le spectrométre et diluer la solution concentrée. Un blanc est nécessaire pour
chaque systeme de solvant.

Procéder a la lecture de I’absorbance pour les deux piluliers : Ay et Ayy ;

Si un des pilulier dépasse la gamme de linéarité du spectrométre, ou se trouve a la limite supérieure.
Prélever 800 ul de cette solution, et la diluer avec 3,2 ml de solution de blanc. On se retrouve ainsi
dans la gamme de linéarité du spectrométre.

Lire I’absorbance de cette solution diluée : A, g4y ou Auq ai

La valeur de la constante de distribution s obtient par la formule :

5A_ . A
_ org dil _ org
K, = A ou K, SA
aq aq dil
répéter les dosages a partir de la solution biphasique d’ammonium trois fois. Répéter la lecture de
[’absorbance trois fois.

Dans chaque pilulier, on a donc le méme mélange de solvants. On peut remarquer que :

le méthanol peut étre remplacé par de [’isopropanol ;
certains systéemes ne sont pas monophasiques prés [’ajout d'une quantité raisonnable (moins de 10 ml)
de méthanol, d’isopropanol, de THF ou de DMSO

4.2.2.5.1.1.1.2. Méthode CLHP apreés évaporation des phases

Lorsque la méthode des phases conjuguées n’est pas applicable, on peut utiliser la méthode CLHP

apres évaporation des phases. Elle consiste a évaporer intégralement les phases avant de reprendre les solutés
par un solvant invisible aux UV, et de mesurer la surface du pic a 214 nm apres injection dans un systeme CLHP
automatisé dans lequel on a remplacé la colonne par une portion de tube de faible volume.

s assurer que I’ammonium est soluble dans le solvant d’injection final (méthanol ou acétonitrile)
Déposer 100 ul d’une solution a 90 mM de I’ammonium dans le dichlorométhane (soit 9 umoles) dans
un pilulier a vis. Evaporer le solvant a |’évaporateur centrifuge ;

Introduire 2 ml de chaque phase dans le pilulier. Agiter et laisser décanter, centrifuger si nécessaire
(20 min a 3000 tours/min.) ;

Prélever 1 ml de chaque phase, !introduire dans un flacon CLHP. Evaporer les solvants a
[’évaporateur centrifuge.

Reprendre par 1 ml de solvant d’injection (méthanol ou acétonitrile), agiter aux ultra-sons.

Injecter 10 ul de cette solution dans le systeme CLHP dans lequel on a remplacé la colonne par un tube
de 250 ul de volume interne.

L’intégration des pics donne, pour chaque phase, une aire proportionnelle a la concentration en
ammonium. Si on note A, l’aire du pic dans la phase organique, et A,, l'aire du pic dans la phase
aqueuse, alors on peut calculer la constante de distribution Kg par :

AOI‘
K = —22,
A

aq

La répétabilité de cette méthode a été évaluée par la réalisation de 5 analyses de 5 échantillons, montrant
une déviation standard de 8 % autour de la valeur moyenne.

4.225.1.1.2. Cas des ammoniums aliphatiques

Lorsque I’ammonium ne peut étre mesuré directement, on utilise une méthode indirecte. Cette méthode plus
fastidieuse donne une bonne indication sur l’efficacité du systeme échangeur/déplaceur. On peut néanmoins
appliquer cette méthode a un systéme contenant un ammonium porteur de chromophore seulement si on peut
mesurer la quantité d’acide a une longueur d’onde a laquelle I’ammonium n’absorbe pas, ou si on procéde a
une chromatographie CLHP avant la lecture des absorbances.

Le principe consiste a reproduire en pilulier le processus d’extraction d’un acide par [’ammonium puis son
déplacement par un déplaceur. L acide choisi doit présenter un chromophore de facon a étre quantifiable par
spectrophotométrie UV.
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Cette méthode comprend plusieurs mesures en trois étapes : mise en solution dans le systeme biphasique testé de
l’acide seul, puis de I’acide avec I’échangeur, puis de I’acide avec I’échangeur et le déplaceur.

- préparer des solutions de chaque soluté :
- solution aqueuse neutralisée d’acide a 61 mM, soit pour I’acide ortho-hydroxycinnamique 10 g/l, soit
300 mg d’acide dans 1,83 ml de NaOH 1M et ajout d’eau gsp 30 ml.
- Solution organique d’ammonium a 89,6 mM soit :
- Solution aqueuse de déplaceur a 175 mM, soit pour l'iodure de sodium 26,25 g/l, soit par exemple
393,75 mg dans 15 mL d’eau.

- répartir dans trois piluliers a vis les quantités suivantes :
- pilulier 1 : 50 ul de solution d’acide (soit 3 umoles) ;
- pilulier 2 : 50 ul de solution d’acide et 100 ul de solution d’ammonium (soit 9 umoles). Evaporer les
solvants a l’évaporateur centrifuge;
- pilulier 3 : 50 ul de solution d’acide, 100 ul de solution d’ammonium et 75 uml de solution de
déplaceur (soit 13,1 umoles). Evaporer les solvants a I’évaporateur centrifuge.

- ajouter 2 ml de chaque phase équilibrée dans chaque pilulier. Agiter et laisser décanter, centrifuger si
nécessaire (20 min a 3000 tour/min.)

- prélever 1 ml de chaque phase, !'introduire dans un pilulier, évaporer a l’évaporateur centrifuge,
reprendre par 1 ml de mélange méthanol/eau 50/50 et procéder a une mesure de l’absorbance de
chaque solution a 276 nm en utilisant la méthode CLHP aprés évaporation.

4.2.2.5.2. Résultats

4.2.2.5.2.1. Chlorure de benzalkonium

Les valeurs moyennes sont présentées sous forme de tableau, par famille de
systémes biphasiques.

Commentaires :

Les systémes 1-pentanol/eau, chloroforme/1-butanol/eau 45/10/45 et chloroforme/1-
pentanol/eau 45/10/45 sont les systémes les plus favorables a un partage du chlorure de
benzalkonium dans la phase organique. Néanmoins, le 1-pentanol a une viscosité marquée
(3,62 mPa.s") et un point d’ébullition élevé (140°C), de loin supérieurs au 1-butanol (2,54
mPa.s™ et 118°C). Par conséquent nous avons choisi le 1-butanol comme tiers solvant dans le
systéeme chloroforme/eau. Ce systéme biphasique binaire est habituellement utilisé dans les
extractions liquide-liquide utilisant des ammoniums quaternaires. Cependant, ce systéme
conduit a une perte de charge (pression a I’entrée de la colonne) élevée, en raison notamment
de la grande différence de densité entre ces deux solvants. Or dans le systéeme chloroforme/1-
butanol/eau, le butanol préfeére la phase chlorée et diminue donc sa densité. D’apres le
diagramme ternaire de ce systéme, une proportion de 10 % au total dans le systéme conduit a
une composition de la phase organique contenant 17 % de 1-butanol, ce qui fait passer sa
densité de 1,48 a 1,13. Le butanol diminue donc la perte de charge globale.

Par ailleurs, des observations relevées au cours des expériences sont importantes :

- Les systémes a base d’acétate d’alkyles présentent des émulsions d’autant plus stables
qu’ils ont une masse moléculaire plus grande ;

- Le toluéne possede un chromophore de longueur d’onde similaire au benzalkonium, et
empéche donc la mesure d’une absorbance sans séparation chromatographique
préalable, ce qui n’est pas le cas ici. La méthode CLHP n’a donc pas pu étre utilisée ;

- L’iodure de benzalkonium est absent de la phase aqueuse.
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Systéme de solvants Kp Meéthode Systéme de solvants Kp Meéthode
1-butanol/eau 2.9 ! chloroforme/eau 27 -
1507  ° chloroforme/1-butanol/eau’ 67 >
1-pentanol/eau 8,7 ; chloroforme/1-pentanol/eau” 68 >
23,85 ; chloroforme/1-hexanol/eau® 16,51 2
1-hexanol/eau 19,86
: 2
MiBK/eau 0,39
heptane/eau 0,01 2 MiBK /1-butanol/eau® 4,31 2
a 2
heptane/1-propanol/eau 0,01 2 MiBK /1-pentanol/eau” 4,32
heptane/THF/eau” 0,01
a 2
heptane/1-butanol/eau 1,30 ; acétate d'isopropyle/eau 0,11 :
3,28 ; 2
heptane/1-pentanol/eau  °5.92 2 acale d'e Dutyleeau o7 2
p p = 5 acétate d'isobutyle/eau 0,07
0,61 acétate de tert-butyle/eau 0,04 :
heptane/2-pentanol/eau 2,42 :
heptane/tert- ‘0,07 : TFT/eau 0,01 :
pentanol/eau °0.41 2 HFE 7100/méthanol+eau 2
heptane/1-hexanol/eau” 2,76 biphasique 0,02
heptane/1 -hexanol/eau® 5,83 - HFE 7100/eau 0,01 2
heptane/1-octanol/eau’ 2,14 ° HFE 7100/TFT/eau® 0,01 :
heptane/methanol 0,01 ° ’
MiBK/cau 0,39 ’
2 2
M:BE/cau 0,02 i MiBK /1-butanol/cau’ 431 :
M:BE /THF/eau” 0,03 ; MiBK /1-pentanol/eau” 4,32 §
M?BE/1-butanol/eau® 1,25
M¢BE/1-pentanol/eau ‘1,10 ’ toluéne/eau 0,01 1
MBE/hexanol/eau “1,31 ’ 4,35 1
ableau 25 : constantes de distribution ; toluene/1-butanol/eau 8,01
Tableau 25 de distributi bg, !
“bproportions des solvants dans le 0,20 !
systéme : “45/10/45 ; *40/20/40 ; 'méthode toluéne/1-pentanol/eau 10,65 !
des phases conjuguées ; “méthode CLHP. MiBK : méthyl isobutyl cétone ; HFE 7100 :
THF : tetrahydrofurane ; MIBE : éther de (hydrofluoroéther) mélange équimolaire de 1-
méthyl tert-butyl. méthoxy-nonafluoroisobutane et de 1-méthoxy-

nonafluorobutane [50] ; TFT : trifluorotoluéne

4.2.2.5.2.2. Ammoniums aliphatiques

Pour les ammoniums non porteurs d’un chromophore, la mesure d’une constante de
distribution est impossible. Une mesure des masses apres évaporation nécessiterait d’utiliser
des grandes quantités, et ne serait pas précise. Nous avons donc mesuré 1’efficacité globale du
systéme échangeur/déplaceur. Par efficacité globale, on entend 1’efficacité de chaque étape du
processus, c’est-a-dire le degré d’extraction d’un analyte témoin et son déplacement ultérieur.
La mesure est directe, puisqu’a chaque étape c’est une quantité d’analyte que I’on quantifie.
Cette méthode donne en réalité plus de renseignements sur le processus que la mesure de la

constante de distribution.
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4.2.2.5.2.2.1. Partage de 1’acide ortho-hydroxycinnamique dans les
systemes biphasiques

Un prérequis pour le systéme utilisé est de ne pas extraire les analytes en 1’absence
d’échangeur. Nous avons testé les systémes pour cette caractéristique. Les résultats sont
mentionnés sur la figure 75, représentant la proportion d’acide extraite dans la phase
organique, dans les conditions expérimentales, c’est-a-dire avec des acides ionisés, soit a un
pH voisin de 7. On recheche des systémes n'extrayant pas I’acide témoin.

Pourcentage d'acide ortho-hydroxycinnamique dans la phase organique
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Figure 75 : degré d’extraction de l’acide ortho-hydroxycinnamique dans la phase organique.

Ces résultats montrent que les systémes a solvant organique majoritaire MiBK, M/BE
ou acétate d’éthyle ne sont pas utilisables. Les phases heptane ou chloroforme semblent bien
convenir pour la séparation d’acides organiques.

4.2.2.5.2.2.2. Efficacité des ammoniums aliphatiques dans un
processus d’échange/déplacement

L’étape suivante a consisté a mesurer la quantité d’acide dans la phase organique apres
extraction, puis aprés ajout du déplaceur en exces. Les résultats pour 1’Adogen 646 et
1I’Aliquat 336 sont données dans les figures 76 et 77, représentant la proportion en acide dans
la phase organique a chaque étape, mesurée pour les systémes n’extrayant pas I’acide en
absence d’ammonium.
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Pourcentage d'acide ortho-hydroxycinnamique dans la phase stationnaire (Agogen 464)
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Figure 76 : proportion d’acide dans la phase organique apres extraction par I’Adogen 464 et
déplacement par l’iodure.

Pourcentage d'acide ortho-hydroxycinnamique dans la phase stationnaire (Aliquat 336)
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Figure 77 : proportion d’acide dans la phase organique apres extraction par I’Aliquat 336 et
déplacement par l’iodure.
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Les conclusions suivantes peuvent étre tirées de ces résultats :

1) Concernant les systémes biphasiques :

Les phases heptane ne permettent pas 1’extraction des acides par I'échangeur. En
outre, ces systemes décantent trés difficilement ;

Le systéme chloroforme/1-butanol/eau est le systéme qui permet aux deux étapes
extraction/déplacement d’étre les plus efficaces.

2) Concernant les ammoniums :

Ces deux ammoniums quaternaires aliphatiques montrent le méme comportement
vis-a-vis de I’acide, des solvants et du déplaceur. La pureté de I’ammonium utilisé
n’influence vraisemblablement pas 1’efficacité du processus, du moins dans le cas
de I’Aliquat 336 et de I’Adogen 464.

3) Concernant le processus extraction/déplacement :

De fagon générale, la décantation du systéme contenant la paire d’ions est
améliorée par I’ajout de 1’iodure. On en déduit que la paire d’ions ammonium-
acide est trés tensioactive.

Pour les systémes heptane/acétone/eau et heptane/MiBK/eau, la paire d’ions
ammonium/acide forme une troisiéme phase a I’interface entre la phase aqueuse et
la phase organique. Ce phénoméne ne s’observe pas avec les alcools.

4) Concernant le protocole :

Il présente vraisemblablement une bonne reproductibilité, et semble adapté pour
I’évaluation de I’efficacité d’un systéme échangeur/déplaceur/analytes.

4.2.2.6. Pseudo diagramme ternaire et limites du systeme

Les équilibres entre les phases sont généralement établis et bien caractérisés pour des
systémes purs, sans additifs ni solutés. L'effet perturbateur des solutés en cas de surcharge
massique de 1'échantillon, essentiellement au début de la chromatographie, a été étudié pour la
premicre fois par notre laboratoire en collaboration avec le Laboratoire de Génie des
Procédés, Environnement, Agroalimentaire de I'Université de Nantes, UMR CNRS 6144
(Docteurs A. Foucault et L. Marchal). Ces travaux ont conduit a proposer ['utilisation d'un
pseudo diagramme ternaire échantillon/phase mobile/phase stationnaire [62].

Dans le cas de I'échange d'ions sans support solide, I'échangeur a également un effet non
négligeable sur I'équilibre des phases. Le chlorure de benzalkonium présente en effet des
caractéristiques défavorables a 1'équilibre hydrodynamique du systéme biphasique :

- Il est tensioactif, ce qui augmente le taux d'émulsion dans les cellules et peut conduire
a une fuite de phase stationnaire, le bleeding ;
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Il augmente la viscosité de la phase stationnaire, effet défavorable a 1'écoulement des
fluides et a une bonne dispersion de la phase mobile ;

Il diminue la densité de la phase stationnaire organique chlorée, et donc la différence
de densité entre les deux phases, ce qui peut ralentir la décantation et favoriser le
"bleeding" ;

Une concentration trop élevée en chlorure de benzalkonium peut conduire au
monophasisme.

Dans le but de comprendre avec précision l'influence de 1'échangeur, nous avons appliqué
la méme stratégie, consistant en la construction d'un pseudo diagramme ternaire
¢changeur/phase mobile/phase stationnaire [60]. La position de la courbe binodale indique si
le systéeme biphasique est robuste ou non vis-a-vis de l'addition d'échangeur. Un systéme
robuste est capable de dissoudre une grande proportion d'échangeur en conservant sa nature
biphasique. Le pseudo diagramme ternaire du chlorure de benzalkonium dans le systéme
CHCIl3/1-BuOH/H,0 (établi avec Alix Toribio, doctorant) est représenté sur la figure 78.

Mode opératoire :

préparation de phases conjuguées d'un systéeme donné ;

dans des piluliers, pesée de quantités équivalentes, exactement connues, de chlorure de benzalkonium ;
ajout des deux phases conjuguées en proportion différentes, en quantité telle qu'on obtient une solution
monophasique ;

ajout progressif de petites quantités de chacune des phases, dans le méme ratio, jusqu'a obtenir le
biphasisme ;

on observe expérimentalement deux étapes : un début de biphasisme non marqué, puis un biphasisme
net. Les valeurs mentionnées dans le tableau 26 et la figure 78 sont les valeurs de biphasisme net.

Tableau 26: résultats des mesures du pseudo diagramme ternaire du chlorure de
benzalkonium dans le systeme chloroforme/I-butanol/eau 45/10/45.

Vol initial de Vol initial de % massique Vol total de phase Vol total de phase aq

Masse de phase phase total en Ratio org nécessaire pour  nécessaire pour le
BzCl (g)  aqueuse (ul) organique (ul) BzCl Vag/Vorg le biphasisme (ul) biphasisme (ul)

0,0804 10 90 17,1 0,11 270 30

0,0676 10 60 23,2 0,166 150 25

0,0553 20 60 27,1 0,33 90 30

0,0668 35 50 30,7 0,7 75 52,5

0,0588 50 50 28,2 1 65 65

0,0793 120 80 26,2 L5 80 120

0,0735 150 75 23,1 2 75 150

0,0627 120 40 19,8 3 60 180

0,0688 100 20 16,8 5 55 275
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Pseudo diagramme ternaire (phase organique/échangeur/ phase aqueuse)

Proportion de chlorure de benzalkonium
dans le systéme total (% m/m)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

phase aqueuse (% m/m)

Figure 78 : représentation orthogonale d'un pseudo diagramme ternaire phase
mobile/chlorure de benzalkonium/phase stationnaire exprimé en % massiques, pour le
systeme chloroforme/I-butanol/eau 45/10/45.

On obtient un pseudo diagramme ternaire exprimant le pourcentage massique maximal de
chlorure de benzalkonium admissible par un mélange biphasique, pour des proportions de
phase aqueuse/phase stationnaire variées. Si on considere une phase stationnaire contenant de
I'échangeur (le point A sur l'axe des ordonnées), la distance AB représente la masse de phase
aqueuse nécessaire pour saturer la phase aqueuse jusqu'a obtenir un mélange biphasique (le
point B correspondant sur la binodale).

On constate que plus la quantité de benzalkonium dissoute dans la phase aqueuse est
importante, plus la distance AB est grande (zone grisée), ce qui est défavorable a la stabilité
du systéme. Trois cas peuvent se présenter :

- siladistance AB est petite, on peut laisser les phases se rééquilibrer dans la colonne ;

- si la distance AB est grande, il faut rééquilibrer la phase organique avec de la phase
aqueuse;

- si la concentration en benzalkonium est trés grande, la droite ne passe pas par la zone
biphasique : le biphasisme n'est pas possible.

4.2.3. Résultats expérimentaux et optimisation

4.2.3.1. Analyse qualitative/quantitative des séparations

Une grande partie de notre travail a consisté en 1’exploration des différents parameétres
chromatographiques, dans le but de bien comprendre leur rdle et leur influence sur la qualité
de la séparation.
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Afin de raisonner en termes de “bonne” ou “mauvaise séparation”, nous avons jugé la
qualité de la séparation en tragant les fractogrammes par CLHP. Des rendements en produits
purs ont été déterminés par pesage/dosage pour certaines séparations seulement.

Le protocole est le suivant :

- dilution au méthanol des fractions de fagon a se trouver dans une gamme entre 0 et 100 mg/l.

- injection dans une colonne C18 Interchrom Uptisphere SHDO-250S (250 x 4,6 mm) 5 um, (Phase A :
eau + TFA 200 wl/l et phase B : acétonitrile + TFA 200 ul/l), débit 1 mL/min, avec le gradient suivant :

t 0 113 | 16 20 | 25| 30
B% | 20|40 100 | 100 | 20 | 20

4.2.3.2. Préparation de I’échantillon

Contrairement au pH-zone refining, le déplacement par échange d’ions nécessite de
conserver les solutés dans leur état ionisé, lors de 1'injection mais aussi tout au long de la
chromatographie. L'injection peut se faire dans la phase stationnaire (sous forme de sels de
benzalkonium) ou dans la phase mobile (sous forme de sels de sodium).

Par conséquent deux protocoles de préparation de I’échantillon ont été utilisés et sont
décrits ici.

4.2.3.2.1. Sels de benzalkonium

Le protocole de préparation d’un tel échantillon est le suivant, indiqué ici pour un quantité de 2 g de
chaque acide :
- pesée de 2000 mg de chaque acide sous forme neutre (MM 164,158, soit environ 12,2 mmoles) ;
- ajoutde 12,2 ml d’une solution de NaOH IM, sonication jusqu’a dissolution compléte ;
- ajuster si nécessaire la solution a pH voisin de 7 avec une solution diluée de NaOH ;
- ajuster le volume a 20 ml ;

- extraction répétée avec 10 ml d’une solution de chlorure de benzalkonium 0,IM dans le
dichlorométhane ;

- suivi de ’extraction par dépot sur CCM et visualisation de I’épuisement en acide de la phase aqueuse.

L’acide o-hydroxycinnamique semble étre extrait quasi-totalement avec 7 a 8 étapes
d’extraction. L acide m-hydroxycinnamique nécessite un plus grand nombre d’étapes (9 a 10),
de méme que 1’acide p-hydroxycinnamique (14 a 15 étapes), ce dernier étant difficile a
extraire. Néanmoins la méthode par CCM est semi-quantitative, aussi avons-nous dosé les
¢chantillons ainsi préparés par CLHP.

Les solutions obtenues sont dosées par CLHP avec le protocole suivant :

- dilution des échantillon avec du dichlorométhane gsp 50 ml (solution A) ;

- dilution de la solution A au 1/100 (10 wl dans 1 ml de MeOH) (solution B) ;

- dosage de la solution B en HPLC dans une gamme d’étalonnage linéaire entre 100 et 500 mg/!.

La formation d’un échantillon sous forme de sel de benzalkonium a été réalisée plusieurs
fois, avec une variation du nombre des répétitions de la procédure. A chaque fois nous avons
observé la méme différence d’efficacité de I’extraction entre les trois acides :

- acide o-hydroxycinnamique : de 88 % extrait (pour 7 extractions) a 90 % (8

extractions)

- acide m-hydroxycinnamique : de 78 % extrait (pour 7 extractions) a 100 % (10

extractions)
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- acide p-hydroxycinnamique : de 53 % extrait (pour 11 extractions) a 57,5 % (15
extractions).

Ces résultats appellent des commentaires sur différents aspects :

4.2.3.2.1.1. Aspects quantitatifs sur la préparation d’un échantillon
donné

Si I’on veut constituer un échantillon contenant une quatité donnée de chaque acide, il est
nécessaire de préparer chaque paire d’ions séparément et de doser chaque paire d’ions. On ne
peut pas considérer une extraction équivalente de chaque analyte.

Par ailleurs, certains résultats de modélisation nous ont conduits a imaginer un moyen de
connaitre expérimentalement les degrés d'extraction des analytes. Grace a eux, on peut avoir
une idée des coefficients de sélectivité.

La méthode proposée ici fournit des valeurs relatives de degrés d’extraction. Elle donne
donc une indication sur les affinités des différents acides pour I’ammonium. La relation entre
ces deux notions est décrite ici.

Dans le cas d'une extraction d’un acide A par du chlorure de benzalkonium, il se produit
I’échange :

(Bz*.CI')+(Na*,A”)——(Bz",A") + (Na',CI) (Equation 67)

Si on consideére que le volume des deux phases est identique, et qu'initialement on a
une quantité identique d'analyte et d'échangeur notée c, les concentrations des espéces
peuvent s'écrire:

[Bz.Cr] [Na*,A"] [Bz".A"] [Na*.cr]
A 1'état initial c c 0 0
A T'¢tat final c-[Bz".A] c-[Bz".A] [Bz*.A"] [Bz*.A]

D'apres 1'équation (79), le degré d'extraction de A™ peut s'exprimer par

E = [BZ+’A_] 1+ [BZ+—’A_] ) = [BZ+’A_] = [BZ+,A_] (Equation 68)
[A7] [A7] [A]+[Bz.AT]  ©

Par ailleurs, comme on I’a vu plus haut (section 4.1.1.1.2.), la constante de
dissociation peut étre considérée comme un coefficient de sélectivité. Ici, il s’exprime par
rapport au chlorure

K - @ (Equation 69)

On peut donc écrire:
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[Bz.A]

—=2
A = [Bﬂ 7 = L > = E* 5 (Equation 70)
(c—[Bz*,A"]) (c—[Bz+,A‘]) (1-E)
2
C

On dispose donc d'un moyen expérimental pour mesurer des coefficients de sélectivité par
rapport au chlorure a partir d'une expérience ou on mesure E. Il suffit d'introduire des
quantités équimolaires de chlorure de benzalkonium et de sel de sodium d'un analyte dans un
systetme équivolume de solvants, mesurer une concentration d'espéce a l'équilibre (par
exemple l'acide résiduel dans la phase stationnaire ou le chlorure dans la phase aqueuse a
l'aide d'une ¢électrode sélective des chlorures), en déduire E puis K.

Nous n'avons pas utilisé cette méthode dans le cas des acides hydroxycinnamiques.

4.2.3.2.1.2. Origine physico-chimique des différences observées

On peut superposer ces données sur I’affinité de chaque acide avec les considérations
citées plus haut concernant les propriétés acido-basiques, €lectroniques et électrostatiques
distinguant les acides. Le tableau 27 synthétise ces données.

o-hydroxycinnamique ‘ m-hydroxycinnamique ‘ p-hydroxycinnamique
forte
Affinité pour moyenne
I’ammonium aible
4,53
pKa 4,44
4,31
localisée
Localisation de la
densité électronique délocalisée
maximal
Intensité du moment minimal
dipolaire

Tableau 27 : Correspondance entre les propriétés acido-basiques, électroniques et
electrostatiques des différents acide hydroxycinnamiques et leur affinité pour I’échangeur.

Les regles générales mentionnées plus haut et décrivant les facteurs de stabilité d’une
paire d’ions entre un anion et un ammonium quaternaire lipophile et volumineux sont
applicables a nos acides hydroxycinnamiques. Plus la charge est localisée et concentrée, plus
la paire d’ion est forte.

On peut remarquer que les acides hydroxycinnamiques seront ¢lué¢es dans 1’ordre
croissant des pKa. Rappelons que le pKa ne joue aucun un réle direct dans 1’affinité des
carboxylates pour I’ammonium. La correspondance entre une affinité pour I’ammonium
¢levée et un pKa grand est donc ici une coincidence, et ne sera pas forcément observée pour
d’autres molécules.
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4.2.3.2.2. Sels de sodium

Un autre protocole chromatographique a consisté en I’injection directe des sels de
sodium des acides organiques.

Dans ce cas, les sels d’acides sont simplement ionisés en milieu aqueux :

- pesée de 2000 mg de chaque acide sous forme neutre (MM 164,158, soit environ 12,2 mmoles) ;
- ajoutde 12,2 ml d’une solution de NaOH IM, sonication jusqu’a dissolution compléte ;

- ajuster si nécessaire la solution a pH voisin de 7 avec une solution diluée de NaOH ;

- Dophiliser.

On considére qu’on a dans la poudre obtenue [’acide sous sa forme ionisée exclusivement, soit des
acides de MM 186,1398, et ce quelque soit ’acide. En effet, la neutralisation a pH 7 se situe a plus de 2
unités de pH du pKa des acides (inférieurs a 5 pour tous les acides), ce qui signifie que plus de 99 % des
molécules d’acides sont sous forme de sels.

Le comportement de ces deux types d’échantillons est discuté dans le cadre de la
comparaison entre les deux modes d’injection.

4.2.3.3. Role déterminant de l'injection

4.2.3.3.1. Aspects pratiques

D’un point de vue pratique, I’injection peut se réaliser de deux maniéres : avec ou sans
boucle d’injection.
L’injection par I’intermédiaire d’une boucle présente des caractéristiques, dont certaines
peuvent, dans notre cas, €tre des inconvénients :

- Le volume de I’échantillon est limité ;

- Lors de I’injection, 1’échantillon subi une dilution inhérente a sa mobilisation par la
phase mobile ;

- Le systeme valve/boucle représente autant de connections et de causes possibles de
fuites supplémentaires. Dans notre cas, la valve 6 voies de la chaine
chromatographique étant du type "basse pression" (< 60 bars), elle n’est tout
simplement pas adaptée aux pressions d’équilibre de la chromatographie (60-80 bars).

L'autre manic¢re de procéder consiste a injecter 1'échantillon de la méme fagon qu'une
phase mobile. Néanmoins, la solution consistant a utiliser la pompe destinée au pompage de la
phase mobile entraine des contaminations importantes de cette derniere. Nous avons donc
utilisé une pompe externe, connectée par une piece en T entre la pompe de phase mobile et la
colonne. Ainsi, un volume variable d’échantillon est injectable dans son intégralité, grace a un
systéme dans lequel la tubulure est réduite et résistante a des pertes de charges élevées pour la
partie en aval de la pompe.
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4.2.3.3.2. Injection sandwich de la paire d’ions lipophile

Dans ce protocole, 1’échantillon sous sa forme de paires d’ions lipophile avec le
benzalkonium est injecté en solution dans la phase organique stationnaire, dans une colonne
non équilibrée contenant uniquement la phase stationnaire avec I'échangeur. La phase mobile
est injectée ensuite. Les avantages généraux de ce type d’injection sont les suivants :

- Le systéme ne subit qu’une seule perturbation d’équilibre, dans laquelle la répartition
initiale de I’échantillon et 1’établissement de I’équilibre dynamique entre phase
stationnaire et phase mobile se réalisent simultanément. La mise en place de cet
équilibre se traduit par 1’évacuation d’un “volume mort” (not¢ Vm) de phase
stationnaire avant la sortie de la phase mobile ;

- Tous les solutés sont uniformément répartis dans un segment de volume connu (celui
de I’¢échantillon) de phase stationnaire en téte de colonne ;

- Les pertes d’échangeur par fuite dans la phase mobile sont minimisées. En effet, la
phase mobile introduite dans 1’appareil contient dés le début de la chromatographie
des ions iodures qui, par appariemment avec les sels de benzalkonium, rendent ces
derniers trés fortement lipophiles et annulent tout partage du benzalkonium “déplacé”
dans la phase mobile aqueuse.

- Ce type d’injection permet un état de départ de la colonne bien caractérisé.
Ce protocole présente néanmoins plusieurs inconvénients :

- La préparation de la paire d’ions est fastidieuse (voir le protocole de préparation de
I'échantillon section 4.2.3.2.) ;

- A chaque étape d’extraction une quantité supplémentaire de chlorure de benzalkonium
non apparié¢ a I’acide est ajoutée a I’échantillon. Par exemple dans le protocole décrit
en section 4.2.3.2.1, dans le cas de I’acide p-hydroxycinnamique, si 15 extractions
extraient 60 % de 1’acide, il reste dans cet échantillon 7,7 mmoles de chlorure de
benzalkonium qu’il faudra neutraliser avant de déplacer les acides ;

- Il est nécessaire de doser I’échantillon, ce qui introduit un facteur d’erreur. En effet, le
résultat des expériences d'extraction est une solution dont la concentration exacte en
acide organique est inconnue. Or la préparation d'échantillon équimolaire nécessite de
connaitre leur concentration ;

Nous avons testé ce mode d’injection dans des conditions de débit et de rotation
déterminées comme optimales lors de nos essais préliminaires. Les chromatogrammes et
fractogrammes obtenus (un exemple est illustré en figure 79) montrent une séparation
satisfaisante du point de vue des zones de transition qui sont fines. Néanmoins, un profil de
mélange mutuel particulier est révélé par le dosage des fractions.
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Figure 79 : chromatogramme et fractogramme de la séparation de 3x25 mg des isomeres de
["acide hydroxycinnamique.

Conditions expérimentales : Systeme de solvants : CHCl;/BuOH/H,O 45/10/45 (pompe Gynkotek P580A4
HPG); [Echangeur] =3 mM ; [de’placeur] = 1,5 mM ; échantillon : 3x25 mg d’équivalent acides dans 5 ml de

phase stationnaire sans échangeur ; rotation : 1100 rpm ; Débit : 5 ml/min ; perte de charge a l’équilibre :77
bars ; V,,: 49 ml ; fuite de phase stationnaire : entre 3 et 4 % en permanence, reste 114,5 ml de phase
stationnaire a la fin de la chromatographie ; détection UV : 218/275/311/337 nm (Dionex UVD 170S) ;
fractions : 30s.

Ce profil particulier (le mélange d'un composé avec le composé qui le précede)
persiste pour des quantités supérieures, et également en utilisant le MiBK comme solvant
pont, comme le montre les figures 80 et §1.

200 I Ld +::“;°‘U’“3”CIU5 é
§100 é
75 85 95 fragzot?on 15 125 135 80 100 120 1oL 00 (5m|)180 200 220 24.0

Figure 80 : fractogramme de la séparation Figure 81 : fractogramme de la séparation
de 3x250 mg des isomeres de [’acide de 3x500 mg des isomeres de [’acide
hydroxycinnamique. hydroxycinnamique.
Conditions expérimentales : Systeme de solvants : Conditions expérimentales : Systeme de solvants :
CHCI3y/MiBK/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek P580A4 CHCI3;/MiBK/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek
HPG), [échangeur] =30mM ; [de’placeur] =15 P5804 HPG), [échangeur] =30mM ; [de’placeur]
mM ; échantillon : 3x250 mg d’équivalent acides dans = 15mM ; échantillon : 3x500 mg d’équivalent
20 ml de phase stationnaire sans échangeur ; rotation : acides dans 26 ml de phase stationnaire sans
1200 rpm ; débit : 5 ml/min ; perte de charge a échangeur ; rotation : 1200 rpm ; débit : 5 ml/min ;
[’équilibre : 67 bars ; V,,= 65,5 ml ; fuite de phase perte de charge a l’équilibre : 55 bars ; V,,= 86,5
stationnaire : 50 % au début, puis nul apres évacuation ml ; fuite de phase stationnaire : 50 % au début,
de 80 ml de phase stationnaire ; reste 38 ml de phase puis nul apreés évacuation de 102 ml de phase
stationnaire a la fin de la chromatographie ; Détection stationnaire ; détection UV : 218/275/311/337 nm
UV :218/275/311/337 nm (Dionex UVD 170S) ; (Dionex UVD 170S) ; fractions : 1 min.

fractions : 1 min.
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Ces profils particuliers et inattendus nous ont conduit dans un premier temps a tester
I'autre mode d'injection, c'est-a-dire l'injection de sels de sodium (solubles dans l'eau) en
phase mobile aqueuse.

4.2.3.3.3. Injection pseudo-frontale des sels de sodium

Dans le cas d'analytes sous forme de sels de sodium, la paire d'ions doit étre formée en
téte de colonne, ce qui conduit aux conséquences suivantes :

- Le volume de I'échantillon n'a pas d'influence sur l'extraction : les composés sont
extraits de leur phase aqueuse sous forme de paires d'ions lipophiles dans la phase
stationnaire ;

- L'¢chantillon peut étre injecté en mode frontal, c'est-a-dire dans la phase mobile (sans
déplaceur), ou en mode que l'on appellera ici “pseudo-frontal”’. Dans ce cas,
I'échantillon est injecté dans un volume déterminé, puis de la phase mobile pure (sans
déplaceur, mais préalablement équilibrée avec la phase stationnaire contenant
I'échangeur) est injectée afin de permettre aux analytes de progresser dans la colonne
jusqu'a leur extraction totale dans la phase stationnaire ;

- La colonne doit présenter une capacité suffisante pour extraire les analytes au début de
la colonne, puis les séparer lors de la chromatographie ;

- Les analytes sont extraits dans la phase stationnaire selon leur affinité croissante pour
I'¢changeur. 11 faut donc s'attendre a une répartition inégale des analytes de
I'échantillon dans les premiers segments de colonne.

La démarche comporte donc deux étapes bien distinctes : une injection de I'échantillon,
puis le développement de la chromatographie.

4.2.3.3.3.1. L'injection

Nous avons exploré le profil d'extraction en procédant a une injection d'un échantillon
d'analytes, suivie du pompage de phase mobile sans déplaceur jusqu'a 1'équilibre
hydrodynamique. Puis un “dual-mode” est réalis¢é immédiatement apres 1'étape d'injection. Ce
mode consiste a injecter de la phase stationnaire en sens oppos¢, permettant de recueillir cette
derniére et de doser sa teneur en analytes. Le profil obtenu est montré dans la figure 82.

170



Conditions expérimentales :
Systeme de solvants : CHCl;/BuOH/H,0
e edle 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG);
méta réelle

—s—ortho réelle [échangeur] =15mM;

total

»
5]
8
5}

échantillon : 3x25 mg d’équivalent acides
dans 5 ml de phase mobile sans déplaceur;
rotation : 1100 rpm ;

-
débit : 5 ml/min ;
perte de charge a I’équilibre :75 bars ;

\ Vi:42ml ;
ol ————i—i—————  fractions : 1 min.
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Congentration (mg/l)

i

Fractions (mL)

Figure 82 : teneur en analytes des cellules apres l'injection d'un échantillon de 3x25 mg des
isomeres de l'acide hydroxycinnamique. La concentration maximale (2460 g/ml)
correspondant a la concentration en échangeur est mentionnée par une ligne pointillée.

La simulation numérique confirme ce profil d'extraction dans la phase stationnaire,
comme en témoigne la figure 83. Elle est un miroir du fractogramme de la figure 82.

Phase mobile Conc’htlons6 © K, (vert

vierge fonce) : 10° 5 K, _, A- (bleu) :

1500 5 K, (violet) : 10°;

N —— K, . (vertclair) : 500 ; K _ .

Phase (rouge) : 1 ; 35 cellules ; rapport

stationnaire | - de volumes de phase : 1 ;

avec [échangeur] = 0,2 u.a. ; quantité
I'échangeur | injectée de chaque analyte : 2.

Figure 83 : simulation de l'extraction d'un échantillon de trois analytes.

4.2.3.3.3.2. Le développement

Les valeurs relatives des coefficients de sélectivité n'étant pas connues, nous ne
sommes pas en mesure de prévoir la quantité d'échangeur nécessaire dans la colonne. Nous
avons donc fixé arbitrairement la capacité de la colonne de fagon a ce que la quantité
d'échangeur totale représente 5 fois la quantité d'analytes dans 1'échantillon. Des exemples de
résultats sont présentés dans les figures 84 et 85.
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Figure 84 : séparation de 3x25 mg des
isomeres de l'acide hydroxycinnamique.

Conditions expérimentales : systéme de solvants :
CHCl3y/BuOH/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804
HPG), [échangeur] =15mM; [de’placeur]= L5
mM ; échantillon : 3x25 mg d’équivalent acides dans
5 ml de mobile sans déplaceur ; rotation : 1100 rpm ;
débit : 5 ml/min ; perte de charge a l’équilibre : 74
bars ; V,,: 52 ml ; fuite de phase stationnaire : entre 3
et 4 % en permanence, reste 92 ml de phase
stationnaire a la fin de la chromatographie ;
Détection UV : 218/275/311/337 nm (Dionex UVD
170S) ; fractions : 1 min.
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Figure 85 : séparation de 3x250 mg des
isomeres de l'acide hydroxycinnamique.

Conditions expérimentales : systéme de solvants :
CHCl3y/BuOH/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804
HPG), [échangeur] =150 mM ; [de’placeur] =15
mM ; échantillon : 3x250 mg d’équivalent acides dans
6 ml de mobile sans déplaceur ; rotation : 1100 rpm ;
débit : 5 ml/min ; perte de charge a [’équilibre : 66
bars ; V,,: 46 ml ; fuite de phase stationnaire : quasi
nulle, reste 86 ml de phase stationnaire a la fin de la
chromatographie ; détection UV : 218/275/311/337
nm (Dionex UVD 170S) ; fractions : I min.

La comparaison de ce mode d'injection avec le mode sandwich, et 1'analyse des
résultats de ces chromatographies conduisent aux conclusions suivantes :

- La préparation de 1'échantillon nécessaire pour ce type d'injection est largement

simplifiée ;

- La quantité de chaque analyte injectée est connue directement et avec précision, et

peut étre contrdlée lors de la pesée ;

- Le phénomene de formation de sous-plateaux est totalement annulé.

Au final, ce mode de préparation de I'échantillon et d'injection s'avére étre le plus
simple, il ne présente aucun inconvénient et montre les meilleurs résultats. C'est donc le mode

d'injection adopté pour les expériences ultérieures.

Néanmoins, nous avons cherché a comprendre les raisons de la formation de ces sous-

plateaux dans certaines conditions expérimentales.
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4.2.3.4. La formation de "sous-plateaux"

4.2.3.4.1. Un cas non prévu par la théorie initiale

Dés le début de I'é¢tude du mode par déplacement, des observations expérimentales ont
montré que la pureté des blocs pouvait étre dégradée par un phénomeéne conduisant a la
présence d'une faible proportion d'analyte dans la zone de 'analyte qui le suit (voir figure 86).

)

cone.

77 "
.A%
#
0 /ﬂ %,
0 Volume d'effiuvent (m/)
Figure 86 : fractogramme illustrant la présence d'un analyte en faible proportion dans

l'analyte qui le suit.

Ca

DN

Ces observations ont d'ailleurs conduit Hagdhal et Tiselius a retoucher la théorie
exposée en section 2.5.2.3.1. pour la phase solide. Elles trouvent leur explication dans le fait
que les isothermes de partage des analytes sont modifiées en présence du déplaceur ([14], p
32). Dans ce cas, I'analyte A se comporte comme si une proportion persistait anormalement
dans la phase stationnaire et était retardée. Ce phénoméne n'est pas celui observé dans notre
cas. Nous observons une faible proportion d'analyte dans l'analyte qui le précéde (voire les
analytes qui le précédent). Par conséquent, cet analyte se comporte comme si une proportion
persistait dans la phase mobile et était anormalement déplacée. Ce comportement inattendu
peut s'expliquer de deux fagons : soit les analytes s'entrainent dans la phase mobile en
s'associant, soit la phase stationnaire ne joue pas suffisamment son role. Ces hypotheses sont
détaillées dans les sections suivantes.

4.2.3.4.2. Hypothéses

4.2.3.4.2.1. Des phénomenes d’aggrégation non spécifiques ?

Si l'on envisage des associations entre les analytes dans la phase mobile, il importe de
préciser qu'elles sont différentes des phénoméenes d’appariemments d’ions. On considére ici
des associations entre molécules de méme charge. Le terme d'interactions "non spécifiques"
désigne ici les associations non contrdlées par l'opérateur, a l'inverse des phénomeénes
d'appariemment ioniques qui sont eux maitrisés dans une chromatographie par échange d'ions.

On peut considérer en premicre approche que les molécules d’analytes s’associent par
paires dans la phase aqueuse. Une telle association entre deux molécules différentes (A, et Ay)
peut effectivement dégrader la séparation de la maniére suivante (figure 87) : une fois déplacé
et présent dans la phase mobile, 1'analyte qui montre la plus grande affinité¢ pour I’échangeur
(analyte A;) est sensé €tre immobilisé rapidement. Or son association dans la phase mobile
avec une molécule de plus faible affinité pour 1’échangeur (analyte A,) I’entraine trop loin
dans la colonne. Les deux molécules d’analytes se soustraient mutuellement d’un
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appariemment potentiel avec 1’échangeur. Au final, une fraction de molécules de plus forte
affinité sort prématurément dans la zone du composé qui le précede.

Si ces deux molécules sont identiques, leur comportement va dans le sens d’une
meilleure séparation, puisqu’elles restent groupées.

1 - injection
Phase mobile|aqueuse

A, A,
A, A,

A Ay Phase stationnaire|stationnaire

i

2 - déplacement

A A,
A A,
A A,

Pas d’'association Association entre
entre analytes analytes
3 - immobilisation de I'analyte 3 - association de A et A, et

de plus grande affinité entrainement mutuel
A2 A2
A2 A2
A, A A
: A
, I 4-A etA,
4 - immobilisation de A, l l immobilisés groupés

A, A, A, AA,
A1 A2 A 2
A1 A2 1 A2

Figure 87: schéema d'une progression des analytes en déplacement par échange d'ions en
absence ou en présence d'association entre analytes dans la phase mobile aqueuse. Le
rectangle représente la colonne, les cases des segments de colonne.

De fagon générale, les solutés peuvent interagir de facon non caractérisée entre eux et
diminuer mutuellement leur disponibilité chimique. Sous certaines conditions, des aggrégats
plus ou moins structurés peuvent apparaitre en solution. Différentes forces peuvent étre a
l'origine de ces aggrégats, selon la nature des molécules en jeu. Dans notre cas, le phénomene
principal susceptible de conduire a des aggrégats est 1'empilement des zones aromatiques,
appelé "n-stacking".
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4.2.3.4.2.1.1. Le n-stacking

Ce phénomene connu depuis plus de 50 ans et appelé m-stacking, consiste en un
empilement paralléle des cycles aromatiques. Ce phénomeéne a des répercussions biologiques
majeures. Il controle des phénomenes tels que :

- La structure en double-hélice de I’ADN et ’intercalation de molécules dans cette

méme double hélice ;

- La structure tertiaire des protéines ;

- Lareconnaissance de ligands par leur récepteurs ;

- La cristallisation de molécules aromatiques ;

- La conformation des macrocycles aromatiques ;

- De multiple phénomenes de complexation et d’aggrégation [37, 47].

Dans le domaine des substances naturelles, les anthocyanes sont connues pour présenter
ce comportement auto-associatif hélicoidal, qui modifie les propriétés spectrales de ces
molécules, y compris leur couleur. Ces associations diminue leur sensibilité chimique (aux
oxydants, aux nucléophiles...). Elles peuvent se visualiser par spectroscopie UV, par
dichroisme circulaire ou RMN [33-36, 104]. La nature de ces interactions reste complexe, et a
fait I’objet de théories controversées, car non concordantes avec les résultats expérimentaux
[18, 21, 37, 67]. Une explication intuitive consiste a attribuer de telles associations dans un
solvant polaire a I’effet anti-solvant des régions aromatiques, et on pourrait étre tenté de les
assimiler a de simples liaisons hydrophobes. Au voisinage de ces régions aromatiques, les
molécules de solvant sont obligées de s’ordonner (comme elles le font a la surface du liquide)
et requierent de ce fait de I’énergie. Ce besoin d’énergie serait minimisé par le recouvrement
de ces zones hydrophobes entre elles. Une telle explication s’avere trop simpliste : la plupart
des travaux mettent en évidence qu’elle n’est pas suffisante. Au vu de certains résultats
expérimentaux, certains auteurs vont méme jusqu’a avancer que cet effet n’a aucun réle dans
ces interactions. On observe notamment que l’empilement ne conduit pas toujours a
minimiser I’exposition au solvant des zones hydrophobes. En fait, I’intensité du n-stacking est
largement modulée par une composante ¢lectrostatique qui résulte d’interactions de Van der
Waals entre les électrons o et les électrons w de la zone de conjugaison. Les électrons m se
repoussent entre eux, ce qui explique entre autre que I’empilement ne conduit pas & un
recouvrement maximal des nuages w. L’empilement tend a former des “sandwiches”
d’orbitales o entre deux orbitales m. Le caractére électrodonneur ou électroaccepteur des
faces, modulé par des substituants du cycle aromatique, joue donc un réle important dans ces
interactions.

En ce qui concerne les acides hydroxycinnamiques en chromatographie sans support
solide, ils sont connus pour étre difficiles a séparer en mode élution, notamment les acides
meta et para. Les auteurs de leur séparation par CCC concluent a des sélectivités tres voisines
[83]. Par ailleurs, des travaux non publiés de notre laboratoire ont montré que méme pour un
systetme de solvants présentant une bonne sélectivité, la séparation se dégrade trés vite
lorsqu'on augmente la quantité d'échantillon. Ces données, en plus d'une structure propice,
laissent penser qu'un phénomene de s-stacking est hautement probable.

4.2.3.4.2.1.2. L'interaction non-ionique entre analyte et échangeur

Enfin, dans notre cas, une interaction impliquant les zones aromatiques mais différente
du m-stacking est a mentionner. Il s’agit de I’interaction entre un ammonium quaternaire et un
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cycle aromatique. Cette interaction joue un grand role dans la conformation et la stabilisation
des protéines. La géométrie de ces interaction (distances, angles...) a été ¢tudiée par des
approches théoriques et expérimentales [4, 74]. Ces interactions annexes peuvent conduire
pour certains systémes a une capacité extractante supérieure a celle qui serait uniquement le
fait d’appariemments stecechiométriques [64]. Ce n'est vraisemblablement pas le cas pour nos
séparations, ou alors cet effet est masqué par des phénomenes ayant des conséquences
opposées.

4.2.3.4.2.2. Un développement incomplet ?

Une autre hypothéese peut étre faite pour expliquer un déficit de fixation des analytes
par la phase stationnaire. Elle consiste a considérer que la quantité d'échangeur disponible est
insuffisante pour permettre la séparation des analytes, autrement dit que la colonne est de
capacité insuffisante. A ce sujet, les résultats des simulations de la section 4.2.1.1.5.2. ont
montré que la notion de capacité totale n'est pas un facteur suffisant pour caractériser une
colonne, et que sa longueur est un parametre déterminant. Il faut une quantité minimale
d'échangeur sur une longueur minimale de colonne. On peut désigner cette notion par le terme
de "capacité développée". La capacité développée dune colonne est suffisante si la
concentration d'échangeur est suffisamment grande dans un nombre de cellules suffisamment
grand. Si la capacité totale de la colonne est suffisante, mais que 1'échangeur est concentré
dans un petit segment de colonne, la capacité développée est insuffisante.

L'observation expérimentale de sous-plateaux n'est faite que dans le cas d'une injection
des analytes sous forme de paires d'ions avec le benzalkonium dans la phase stationnaire. Or
dans ce cas, au début de la chromatographie 1'échangeur est concentré avec les analytes en téte
de colonne. Il est donc réparti de fagon inhomogene dans la colonne. L'échangeur injecté avec
I'échantillon augmente la capacité totale de la colonne, mais la capacité développée est
insuffisante. L'échangeur n'intervient quasiment pas pour augmenter l'efficacité du systéme.
De plus, les analytes sont concentrés en mélange en téte de colonne, alors qu'ils sont pré-
séparés dans le cas de l'injection d'un échantillon sous forme de sels de sodium. Le
phénomene de déplacement doit s'opérer plus longtemps pour séparer I'échantillon. Par
conséquent, pour une méme quantité d'échantillon, l'injection de sels de benzalkonium
nécessite une colonne plus longue pour aboutir a la méme séparation. Il est donc
vraisemblable qu'une colonne suffisamment efficace dans le cas d'une injection de sels de
sodium ne le soit pas dans le cas d'une injection de sels de benzalkonium.

4.2.3.4.3. Simulation des hypothéses

Nous avons eu recours a la simulation pour tenter de départager le role respectif de ces
différents facteurs dans le phénoméne de formation de sous-plateaux.

4.2.34.3.1. Le n-stacking

Nous avons reproduit le phénomene de m-stacking en modélisant 1'existence d'une
espece supplémentaire, résultant de 1'association d'analytes deux a deux dans la phase
aqueuse. Cette association est caractérisée par une constante d'association comme le sont
celles entre les analytes et 1'échangeur :
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Le logiciel permet de faire varier le rapport stoechiométrique des analytes dans
I'association, de méme que la constante d'association. A partir des conditions conduisant a une
séparation idéale, nous avons simulé le phénoméne de n-stacking dans le cas d'une injection
de I'échantillon sous forme de sels de benzalkonium dans la phase stationnaire (figure 88), et

dans le cas d'une injection de I'échantillon sous forme de sels de sodium dans la phase mobile
(figure 89).
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Figure 88 : fractogramme simulé d'une

séparation apres injection de sels de
benzalkonium, au cours de laquelle des
interactions de type m-stacking
apparaissent entre les analytes dans la
phase mobile.
Conditions : K, (vert foncé) : 10° ;

107 . ; 103 -
Kz-m; (bleu) : 107, Kz-m; (violet) : 107 ;
KI_/A3_ (vert clair) : 100 ; K, , _ (rouge) :
7 ; K,,=100 ; K,, =100;
K, ,, =1000 ; 35 cellules ; rapport de
volumes de phase : 1 ; [échangeur] = 0,05
u.a. ; [de’placeur] 20,1 u.a. ; quantité
injectée de chaque analyte : 2 dans 5
cellules de phase stationnaire.

Figure 89 : fractogramme simulé d'une
séparation apres injection de sels de
sodium, au cours de laquelle des
interactions de type m-stacking
apparaissent entre les analytes dans la
phase mobile.

Conditions : K, = (vert foncé) : 10° ;

K, . (blew:10"; K  (violey) : 10°;
KI_/A3_ (vert clair) : 100 ; K, _ (rouge) :
7 ; K,,=100 ; K,, =100;
K, ,, =1000 ; 35 cellules ; rapport de
volumes de phase : I ; [échangeur] =02
u.a. ; [de’placeur] 20,1 u.a. ; quantité

injectée de chaque analyte : 2 dans 5
cellules de phase mobile.

Le phénomene de formation des sous-plateaux est reproduit par la simulation quel que

soit la phase d'injection utilisée. On peut remarquer que la séparation d'un échantillon sous
forme de sels de benzalkonium est plus longue, en raison de l'introduction d'une quantité
supplémentaire d'échangeur avec I'échantillon. Des associations de type m-stacking entre les
analytes dans la phase mobile peuvent donc conduire a la formation de sous-plateaux tels que
I'on en observe expérimentalement. Néanmoins, les constantes d'association des formes
associées doivent étre trés grandes pour se traduire par la formation de sous-plateaux. Il
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semble donc que cette hypotheése d'une association des analytes dans la phase stationnaire ne

soit pas la seule valable.

Par ailleurs, il est intéressant de constater que le phénomene de formation de sous-
plateaux par mt-stacking ne diminue pas lorsque 1'efficacité de la colonne augmente. Les sous-
plateaux sont toujours présents méme pour une colonne de 350 cellules (simulations non

représentées).

4.2.3.4.3.2. Un développement incomplet

Nous avons en outre simulé des conditions d'injection et de développement telles que
le systéme montre une capacité développée insuffisante apreés une injection de I'échantillon
sous forme de paires d'ions lipophiles dans la phase stationnaire. Un exemple de simulation

est représenté dans la figure 90.

aizo

Figure 90: fractogramme simulé d'un
développement dans une colonne peu
capacitive apres l'injection d'un
echantillon sous forme de paires
d'ions avec le benzalkonium.

Conditions : K, . (vert foncé) :
6. . 3 .

107, Kz-/A; (bleu) : 4.10° ; Kz-/A;

(violet) : 10° ; K (vert clair) :

17 /A3
250, K,
rapport de volumes de phase : I ;
[échangeur] = 0,05 u.a. ; [de’placeur] :

(rouge) : 1 ; 35 cellules ;

0,1 ; quantité injectée de chaque
analyte : 2 u.a. dans un volume de
phase stationnaire de 33 cellules.

On constate que le phénomeéne de sous-plateaux peut étre également reproduit.
Remarquons que dans ce cas, la capacité totale d'échangeur dans la colonne est de 7,75 u.a.,
c'est-a-dire supérieure a une capacité totale correspondant a cet échantillon pour une injection
sous forme de sels de sodium (7 u.a.). La capacité développée est néanmoins insuffisante.

Notons également que dans la figure 90, la hauteur des sous-plateaux est déterminée
par les différences de constantes de sélectivité entre les analytes.

Enfin, dans le cas d'une injection de I'échantillon dans la phase mobile sous forme de
sels de sodium, on a vu dans la section 4.2.1.1.5.1.2.3., qu'une capacité totale insuffisante

conduisait a une extraction non totale de 1'échantillon.

4.2.3.4.3.3. Comment trancher ?

La simulation de chaque hypothése conduit a un fractogramme a peu pres analogue a
celui observé expérimentalement. Néanmoins, les parameétres des simulations conduisant a ces

profils peuvent étre plus ou moins réalistes :
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- Par exemple, dans le cas de l'injection sous forme de paires d'ions, il est nécessaire
pour obtenir le profil présenté d'injecter 1'échantillon dans 33 cellules, soit quasiment
l'intégralité de la colonne (35 cellules). En pratique, le profil en sous-plateaux est
obtenu pour un échantillon injecté dans 20 ml, soit 15 % de colonne. La simulation
doit donc provoquer une insuffisance de capacité extréme pour observer le
phénomene, ce qui tend a donner une importance partielle a cette hypothése.

- En ce qui concerne le m-stacking, les simulations conduisent a des sous-plateaux
seulement pour des valeurs de constantes d'association des paires associées élevées,
qui rendent le stacking visible méme dans le cas ou 1'échantillon est injecté sous forme
de sels de sodium. Or ce phénomene n'est pas constaté expérimentalement dans ces
conditions. La encore, le mt-stacking semble ne pas étre le seul facteur impliqué dans le
phénomene de formation des sous-plateaux.

Nous avons donc exploré 'effet d'une contribution simultanée des deux phénomenes.

4.2.3.4.3.4. Contribution simultanée des deux phénomenes

Nous avons simulé une séparation dans laquelle les deux phénomenes, colonne en
sous-capacité et m-stacking, sont présents de facon modérée. Les figures 91 A et B montrent
l'influence de ces deux facteurs séparément. On voit que la formation de sous-plateaux existe,
mais de fagon moins importante. Il n'y a notamment pas, ou trés peu, de sous-plateau de
l'analyte Aj dans le bloc de 'analyte A;.

oL ' . -
o 20 0 & 0 120 o
Tine

Figure 91 : fractogrammes d'une séparation pour une sous-capacité (en A) ou un phénomene
de m-stacking (en B) modérés sont simulés.

Conditions : K, (vert foncé) : 10°; Kz-/A; (bleu) : 4.10° ; K (violet) : 10° ; K
(vert clair) : 250 ; K, (rouge) : I ; 35 cellules ; rapport de volumes de phase : I ;
[de’placeur] 20,1 ; quantité injectée de chaque analyte : 2 u.a. ;

A) [échangeur] = 0,05 u.a. ; injection dans la phase stationnaire de 33 cellules.

B) [échangeur] =02ua.; [de’placeur] ; injection dans la phase mobile de 5 cellules.

17 /A5 17 /A3
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La figure 92 représente le résultat d'une séparation dans laquelle les deux phénoménes
sont simulés :

\

] ) 10 &a 20 100 120

Figure 92 : fractogramme d'une séparation avec une sous-capacité et un phénomene de -

stacking simultané.
Conditions : K (vert foncé) : 10° ; K

/e I71A]

(blew) : 4.10° ; K (violet) : 10° ; K

I7/A; 17 /A7
(vert clair) : 250 ; K, (rouge) : I ; 35 cellules ; rapport de volumes de phase : I ;
[de’placeur] 2 0,1 ; quantité injectée de chaque analyte : 2 u.a. ; [échangeur] = 0,05 u.a. ;
injection dans la phase stationnaire de 15 cellules.

Au final, le profil expérimental observé sur la figure 80 est reproduit assez fidelement
par une simulation conjointe des deux hypothéses. Afin de mieux quantifier le role joué par
des associations intermoléculaires, nous avons cherché a explorer I'hypothese du n-stacking
de fagon externe, en tentant de quantifier l'intensité de ces associations.

4.2.3.4.3.5. Exploration du phénomene de n-stacking par RMN 'H

Nous avons tenté de caractériser ces associations au moyen d'expériences n'impliquant pas
d'échangeur. L'hypothése de départ est que les hydrogénes de molécules associées doivent
présenter des déplacements chimiques différents de ceux de molécules libres, en raison de la
variation de forme du cone de blindage du cycle aromatique. Nous avons enregistré des
spectres de RMN de solutions d'acide p-hydroxycinnamique de concentrations croissantes. La
variation de déplacement chimique est représentée dans la figure 93, aprés calibration de ces
spectres par rapport au TMSPS (triméthylsilylpropanesulfonate, plus soluble dans I'eau que le
TMS).

On constate que tous les hydrogenes de la molécule subissent un effet de blindage a
partir d'une concentration de 0,01 M et au-dela. Ces observations confirment
vraisemblablement le phénoméne de m-stacking entre les acides hydroxycinnamiques en
solution aqueuse. La structures de ces analytes se prétent d'ailleurs bien a ce genre
d'association, méme si elles n'ont formellement pas été signalées dans la littérature. Par contre
il serait difficile de quantifier ces interactions, d'autant plus dans les conditions réelles de leur
formation lors d'une séparation. Il est donc impossible de connaitre expérimentalement avec
précision la constante d'association déterminant la proportion de ces aggrégats dans une
solution aqueuse.
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Figure 93 : variation des déplacements chimiques des hydrogenes de ['acide p-
hydroxycinnamique a des concentrations croissantes (dans D0, 500 MHz)

4.2.3.4.4. Conclusion

Au terme de ce raisonnement, on peut dire que :

- Le phénomeéne de n-stacking existe dans la phase mobile ;

- Il contribue a la formation de sous-plateaux ;

- La sous-capacité de la colonne est également responsable de la formation de sous-
plateaux ;

- L'injection sous forme de sels de benzalkonium dans la phase stationnaire introduit
une quantité d'échangeur qui ne contribue pas a l'efficacité de la séparation ;

- Il ressort des travaux de simulation que la capacité totale et développée de la colonne
sont des facteurs essentiels a maitriser pour le succes d'une séparation ;

Cette compréhension d'un phénomeéne inattendu et a priori complexe a été possible
grace a la simulation numérique des différentes hypotheses. Notre modele algébrique simple,
basé sur les équations de conservation de la matiere et I'¢lectroneutralité, montre donc une
bonne capacité a reproduire des séparations expérimentales mémes non typiques. C'est une
confirmation supplémentaire de la nature prévisible de la chromatographie de partage liquide-
liquide sans support solide. Cette caractéristique est en faveur d'une utilisation industrielle,
pour laquelle des transposition "sans surprises" sont souhaitables.

La suite de ce travail a été consacré a l'influence de la concentration en échangeur dans
la colonne réelle.
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4.2.3.5. Modification de la capacité de la colonne

D'apres les simulations, 1'augmentation de la concentration en échangeur a un effet
néfaste sur la qualité de la séparation. Nous avons exploré ici expérimentalement l'influence
de la concentration d'échangeur. Les fractogrammes suivants ont été obtenus en utilisant des
concentrations croissantes en échangeur, pour un échantillon et une concentration en
déplaceur identiques.

Rappelons que dans ces expériences, I'échantillon est injecté sous forme de sels de
sodium.

On peut exprimer la quantité d'échangeur en terme de concentration, ou par rapport a
la quantité d'échantillon. Les figures 94 a 96 montrent le résultat de séparations pour
lesquelles la quantité en échangeur dans la colonne est respectivement de 1, 2,5 ou 4 fois la
quantité en acides dans I'échantillon. Nous avons pris en compte un volume de phase
stationnaire a l'équilibre de 120 ml, correspondant au volume usuellement observé a
1'équilibre dans ces conditions de rotation et de débit (Vm = 80 ml).

L'analyse de ces résultats confirme l'importance déterminante de la concentration en
échangeur. Dans le cas d'une concentration en échangeur correspondant a une capacité de la
colonne juste égale a la quantité d'échantillon, on constate un début de séparation non
achevée. Cette séparation partielle est le résultat de deux étapes séparatives :

- La pré-séparation li¢e a I'extraction de 1'échantillon (voir section 4.2.3.3.3),
- Le début du développement par déplacement.

On constate effectivement que :

1) Le profil d'élution montre des variations de concentration proches de celles observées
dans la phase stationnaire juste apres l'extraction de 1'échantillon (voir figure 79). L'acide
para-hydroxycinnamique présente une certaine proportion quasiment purifiée, puis un pic
d'acide meta-hydroxycinnamique majoritaire est ¢lu¢, avant qu'un mélange des trois acides
ne soit ¢lué, la proportion de 'acide ortho-hydroxycinnamique croissant progressivement.
Ce profil conserve manifestement une forte composante de 1'état initial apres extraction des
acides.

2) Le profil de I'¢luat au début de la chromatographie présente peu de caractéristiques
d'un développement par déplacement (on n'observe pas de plateau), tandis que la fin du
train isotachique présente nettement un profil en plateau, de concentration totale en
analytes similaire a celle du déplaceur dans la phase mobile. Ce profil découle de I'action
du déplaceur plus marquée sur les analytes les plus retenus en amont de la colonne. Les
analytes de faible affinité pour 1'échangeur sont extraits sur une fraction de colonne plus
grande. Par conséquent, le front compressif ne se développe pas en intégralité pendant
toute la chromatographie.
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Conditions expérimentales :

systeme de solvants : CHCI;/1-
BuOH/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek
P5804 HPG); [échangeur] = 3,3
mM, soit 1 x la quantité d'acides
totaux dans l'échantillon ;

[de’placeur] = 1,5mM ; échantillon :
3x25 mg d’équivalent acides dans 5 ml
de phase mobile sans déplaceur (soit
12,3 mmoles) ;

rotation : 1100 rpm ; débit : 5 ml/min ;
perte de charge a l’équilibre : 76

bars ; V,,= 44 ml ; fractions : 30 s.

Figure 94 : séparation de 3x25 mg des isomeres de l'acide hydroxycinnamique. Quantité
d'échangeur dans la colonne = quantité d'acides dans l'échantillon.
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Conditions expérimentales :

systeme de solvants : CHCI;/1-
BuOH/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek
P5804 HPG); [échangeur| = 8 mM,
soit 2,5 x la quantité d'acides totaux
dans l'échantillon ; [de’placeur] =15

mM ; échantillon : 3x25 mg
d’équivalent acides dans 5 ml de phase
mobile sans déplaceur,

rotation : 1100 rpm ; débit : 5 ml/min ;
perte de charge a l’équilibre : 77 bars ;
V=50 ml ; reste de phase stationnaire
a la fin de la séparation: 146 ml ;
fractions : 1 min.

Figure 95 : séparation de 3x25 mg des isomeres de l'acide hydroxycinnamique. Quantité
d'échangeur dans la colonne = 2,5 fois la quantité d'acides dans l'échantillon.
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Conditions expérimentales :

systeme de solvants : CHCI;/1-
BuOH/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek
P5804 HPG); [échangeur] = 13,2
mM soit 4x la quantité d'acides totaux
dans l'échantillon ; [de’placeur] =15

mM ; échantillon : 3x25 mg
d’équivalent acides dans 5 ml de phase
mobile sans déplaceur ;

rotation : 1100 rpm ; débit : 5 ml/min ;
perte de charge a l’équilibre : 78 bars ;
Vw= 50 ml ; fractions : 1 min.

Figure 96 : séparation de 3x25 mg des isomeres de l'acide hydroxycinnamique. Quantité
d'échangeur dans la colonne = 4 fois la quantité d'acides dans l'échantillon.
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Ces observations illustrent bien le fait que l'avancée des analytes dans la colonne n'est
isotachique qu'une fois 1'équilibre dynamique (c'est-a-dire le train) établi. Avant cet état, les
analytes les plus retenus sont d'abord comprimés par le déplaceur, progressent plus
rapidement que les analytes moins retenus, les rattrappent puis les compriment a leur tour
progressivement. Ce comportement est identique a celui d'une enfilade de billes que 1'on
pousserait par un rateau sur un plan limité par deux parois verticales. Les billes les plus
¢loignées du rateau ne sont mobilisées que lorsqu'elles ont rattrapées par 1'amas des billes
précédentes.

Ce phénomene explique vraisemblablement la différence de pente de la zone de transition
entre l'acide para- et meta-hydroxycinnamique d'une part, et entre l'acide meta- et ortho-
hydroxycinnamique d'autre part. Dans le laps de temps permis par la capacité de la colonne,
les acide para- et meta-hydroxycinnamiques ont ét¢ davantage soumis au processus
chromatographique que l'acide ortho-hydroxycinnamique.

Ces résultats expérimentaux sont en apparente contradiction avec les résultats des
simulations, qui indiquent que la qualité de la séparation se dégrade avec 1'augmentation de la
concentration en échangeur. Il est néanmoins trés vraisemblable qu'une augmentation de la
concentration en échangeur au-dela de la capacit¢é minimale nécessaire conduirait a une
dégradation de la séparation. Cette hypothese est difficile a vérifier pour des raisons pratiques,
comme on le verra dans la section 4.2.5.

La capacité développée nécessaire de la colonne réelle (le FCPC Kromaton) correspond a
une quantité totale d'échangeur égale a 4 fois la quantité d'analytes pour les acides
hydroxycinnamiques. Elle est supérieure a celle indiquée par la simulation (a peine supérieure
a une fois la quantité d'analytes). Cela signifie que l'efficacité de la colonne réelle est
inférieure a 1 plateau par cellule, I'efficacit¢ de la colonne étant voisine de 330 plateaux
théoriques (soit le quart de la quantité de cellules, au nombre de 1320).

Au final, cet aspect de la chromatographie en mode déplacement par échange d'ions sans
support solide est un avantage sur les phases solides : on peut adapter la capacité d'une
colonne a la quantité¢ d'échantillon, et ce sans changer le volume de phase stationnaire. De
plus, I'augmentation de la capacité ne s'accompagne pas d'une augmentation de la perte de
charge, comme c'est le cas en chromatographie sur résines échangeuses d'ions. Ces deux
points suggerent une transposition facile de la méthode, et en confirment le potentiel
préparatif.

4.2.3.6. Concentration en déplaceur

La simulation d'une augmentation de la concentration en déplaceur pour accélérer la
séparation a montré les limites d'une telle stratégie (voir section 4.2.1.1.5.2.1). Elle
s'accompagne d'une augmentation proportionnelle de la largeur des zones de transition par
rapport aux zones de composés purs. Une confirmation expérimentale est nécessaire pour
détecter un éventuel facteur annexe. Nous avons donc exploré l'effet de concentrations
croissantes en déplaceur dans la phase mobile pour une quantit¢ donnée en échangeur. Un
fractogramme caractéristique est représenté dans la figure 97.
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Conditions expérimentales :
M systeme de solvants : CHCI3/1-BuOH/H,0
Y , 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG);
m [échangeur] =15mM; [de’placeur] =75mM;

e \ / \ échantillon : 3x25 mg d’équivalent acides dans 5
ml de phase mobile sans déplaceur ;
rotation : 1100 rpm ; débit : 5 ml/min ;
\ perte de charge a l’équilibre : 78 bars ; volume de
/ "\ phase stationnaire retenue a la fin de la

E i \ séparation : 106 ml ; V,,= 44 ml ; fractions : 1 min.
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Figure 97 fractogramme d'une séparation de 3x25 mg des acides hydroxycinnamiques avec
une concentration en déplaceur excessive.

Ces résultats mettent en évidence le profil "en pic triangulaire" des blocs d'analytes
pour des concentrations en déplaceur excessives. La proportion d'analyte pur est nulle pour
l'acide m-hydroxycinnamique, cet acide étant élué en mélange avec l'acide précédent pour
moitié, et 'acide suivant pour l'autre moitié.

Ces "pics" sont non-gaussiens, puisqu'ils ne sont pas le résultat d'un phénoméne de
partage spontané des analytes entre la phase stationnaire et la phase mobile. Par conséquent le
calcul d'un nombre de plateaux théoriques n'a pas de sens, et donne des valeurs aberrantes :
plusieurs milliers, alors que la colonne présente 1320 cellules, et un nombre de plateaux
théoriques généralement compris entre 100 et 1000. Le "pic" d'analyte se résume a deux zones
de transition, sans formation de plateau en raison de l'insuffisance stoechiométrique en
analytes. Par ailleurs certains pics peuvent étre asymétriques, d'une part si l'ordre de grandeur
de la différence du coefficient de sélectivité varie entre les différents analytes, et d'autre part
si les analytes de I'échantillon sont initialement extraits sur une grande longueur de colonne
(voir la section 4.2.1.1.5.1.2.1.).

Un examen attentif du chromatogramme permet de remarquer l'apparition de sous-
plateaux dans les deux sens : l'acide ortho-hydroxycinnamique est anormalement déplacé,
tandis que l'acide para-hydroxycinnamique est anormalement retenu. Pour expliquer le
premier cas, on peut considérer que le phénomeéne de m-stacking est majoré dans ces
conditions, en raison de la plus grande quantité¢ d'analytes dans la phase mobile. On a vu en
effet que le m-stacking était d'autant plus marqué que la concentration en analytes augmentait
(voir la section 1.2.3.4.3.5.). Dans le deuxiéme cas, on verra dans la section 4.2.3.4.1 que des
phénomenes liés a la nature non-idéale des transferts de matiére peut engendrer de tels sous-
plateaux.

Une optimisation des parameétres de la chromatographie s'avere donc étre une étape
complexe. Les différents paramétres de colonne et d'éluant agissent de fagon contradictoire
selon que I'on considere la rapidité de la séparation ou le rendement en analytes purs. Le
modéele numérique s'avere étre utile pour la prise en compte de ces différents parameétres et
l'exploration de leur influence respective dans un objectif de productivité donnée.

4.2.3.7. L'importance du systeme de solvants

De nombreux paramétres ne sont pas modélisables par le logiciel, par exemple
l'influence du solvant pont. Nous avons vu que le choix du solvant pont était important (voir
section 4.2.2.5). Nous avons cherché a déterminer si ce dernier pouvait avoir une influence
sur les phénoménes conduisant a la formation de sous-plateaux. Un solvant pont aromatique,

185



capable de s'intercaler entre les analytes lors de leur passage dans la phase aqueuse, pourrait
éventuellement diminuer ce phénomene. L'ajout de tolueéne ou de phénol pourrait par exemple
remplir cette fonction. Néanmoins, il ne favorise pas le partage du benzalkonium dans la
phase organique. Une alternative de solvant pont a été testée néanmoins. Le remplacement du
I-butanol par du MiBK dans les mémes proportions a été testé pour des séparations
d'échantillons de masses variées. La séparation de petits échantillons met en évidence une
perte de phase stationnaire entrainant une perte d'échantillon de fagon incontrdlée (figure 98).
Pour des échantillons plus massifs (fractogrammes non représentés, mais identiques a la
figure 99), ce phénomene est apparamment inexistant. Il semble que la raison en soit qu'une
légere fuite d'analyte en début de chromatographie peut passer inapergu si les blocs d'analyte
sont tres concentreés.

Par conséquent nous n'avons donc utilisé que le systeme CHCls/1-butanol/eau
45/10/45 dans nos expériences.

250 Conditions expérimentales :
systeme de solvants : CHCIl;/MiBK/H,0
f~“‘*f ——para 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG) ;

méta | |

200 / —a—ortho [échangeur] =3mM ; [de’placeur] =15

total

mM ; échantillon : 3x25 mg d’équivalent
acides dans 10 ml de phase mobile sans

L déplaceur;
Ya\ /\f\\ rotation : 1200 rpm ; débit : 5 ml/min ;

perte de charge a l’équilibre : 75 bars ; V,,=
\“‘\.\ 65,5 ml ; fuite de phase stationnaire : 50 % au
* \ début, puis nul apres évacuation de 78 ml de
M J \ phase stationnaire ; reste 38 ml de phase
0 : : : + Feasesvsens—s—s—o 7 stationnaire a la fin de la séparation ;
* “ * *0 fractions 70 * * o détection UV : 218/275/311/337 nm (Dionex
UVD 1708) ; fractions : 1 min
Figure 98 : séparation de 3x25 mg des isomeres de l'acide hydroxycinnamique avec un

systeme CHCIl3/MiBK /eau 45/10/45.
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4.2.3.8. Modification du débit et de la rotation

Les phénomeénes hydrodynamiques sont déterminants pour la chromatographie
liquide-liquide sans support solide. La rotation des appareils, qu'elle soit planétaire (pour les
appareils de type hydrodynamique) ou centrifuge (pour les appareils hydrostatiques), est
essentiellement destinée a retenir la phase stationnaire dans la colonne. Le débit appliqué a la
phase mobile joue un rdle prépondérant dans la formation de 1'émulsion de la phase mobile
dans la phase stationnaire et influence les transferts de masse entre les phases. Par ailleurs le
débit a un effet direct sur la décantation de 1'émulsion et la rétention de la phase stationnaire.

De nombreux travaux ont porté sur la compréhension de ces phénoménes. Le modéle de
transfert de masse proposé par Armstrong et al. en 1988 se base sur I'hypothése d'une couche
d'émulsion entre les deux phases, au sein de laquelle I'essentiel des transferts se produisait [2].
Foucault et al. introduisent plus tard un “modele de Strokes™ pour décrire les goutelettes de
phase mobile dans la phase stationnaire [25, 26]. Des expériences de visualisation directe de
ces phénomenes dans ces cellules a 1'aide de cellules transparentes et de caméras
stroboscopiques ont été initiées par van Buel et al. [89-91] et poursuivies par Marchal ef al.
[61]. Les résultats de ces travaux s'accordent pour montrer que :
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- La perte de charge est due essentiellement a la différence de densité entre les phases et
a la force centrifuge (dans l'appareil utilisé¢ au laboratoire (FCPC Kromaton®, rotor de
200 ml), la force centrifuge est de 120 g a 1000 tours/min, et de 480 g at 2000
tours/min). Dans une premieére approche, elle augmente quadratiquement avec la
rotation ;

- L'¢coulement de la phase mobile peut se faire selon différents régimes suivant le débit
et la rotation : dans le cas par exemple d'un systéme heptane/méthanol/eau, pour un
débit faible (<10 ml/min) et une rotation lente (<800 tours/min), le jet de phase mobile
adhére aux parois de la cellule sans réelle formation d'émulsion. Dans ce cas, les
transferts de matiére sont faibles, et 1'efficacité de la colonne est faible, mais la
rétention de phase stationnaire est excellente. Par contre, pour des débits ¢élevés (>15
ml/min) et des rotations plus rapides (>1200 tours/min), le jet de phase mobile forme
un spray. Dans ce cas, si la cinétique des transferts de masse est élevée, les transferts
sont optimaux, mais le systéme peut montrer une perte de phase stationnaire
importante avant le Vy, et pendant la chromatographie. Si la cinétique des transferts est
lente, une augmentation du débit peut conduire a une perte d'efficacité [40].

- Entre ces cas extrémes existent des régimes intermédiaires. Ainsi, chaque systéme
biphasique peut étre potentiellement caractérisé par un diagramme d'écoulement en
fonction du débit et de la rotation.

- Le facteur de rétention de la phase stationnaire, appelé¢ S, diminue lorsque le débit
augmente [65].

Ces caractéristiques indiquent donc que dans des cas idéaux, le débit le plus élevé possible
et la rotation la plus rapide possible sont souhaitables, en considérant uniquement
l'appareillage et non les problémes de transferts de mati¢re. Les limitations a ce raisonnement
sont une perte de charge et une fuite de phase stationnaire pouvant se montrer rédhibitoires. Il
convient donc en premier lieu de déterminer la perte de charge maximale supportée par le
systeme, puis de choisir pour le débit un compromis entre efficacité et équilibre
hydrodynamique du systéme.

Dans notre cas, la pression maximale admise par la colonne est de 60-80 bars. Au-dela,
des fuites apparaissent aux endroits critiques que sont les joints inter-disques, les joints
rotatifs ou les connections externes du systéme, qui sont dans certains cas des connections
basse pression. Cette perte de charge correspond a une rotation de 1100 tours/min avec le
systéme chloroforme/1-butanol/eau et une concentration en échangeur de l'ordre de 50 mM,
tandis que cette limite est repousée a 1400 tours/min pour une concentration de 1'ordre de 500
mM. Nous avons donc réalisé nos expériences a ces vitesses de rotation. Le débit maximal a
été déterminé au moyen d'expériences supplémentaires. Dans notre cas, il faut tenir compte
d'un systéme dans lequel la phase stationnaire contient des concentrations variables en
chlorure de benzalkonium. Ce composé agit sur la rétention de la phase stationnaire a deux
titres : il réduit la densité de la phase chlorée, et agit comme surfactant sur le systéme
biphasique, ces deux facteurs contribuant a déstabiliser le systéme (voir le pseudo-diagramme
ternaire en section 4.2.2.6). Par contre la réduction de densité de la phase stationnaire permet
d'augmenter la rotation pour une méme perte de charge.

Le modele numérique ne permet pas d'évaluer l'influence de ces paramétres sur la qualité
de la séparation. Il était donc indispensable de réaliser des expériences réelles. Les
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fractogrammes ci-dessous (figures 99 et 100) illustrent la séparation d'un échantillon de 3 g a
des débits de 4 ou 2 ml/min.

Ces résultats montrent de facon évidente que l'augmentation du débit affecte la
performance de la séparation. L'élargissement des zones de transition est net. Le systéme est
donc limité en terme de débit de phase mobile, surtout pour des séparations de quantités
importantes d'échantillon. En effet, les séparations de 3x25 mg se font a 5 ml/min sans
dégradation de la qualité de la séparation.

=] o et o9 o /\
ia—ortho (311) total 3 R
% Total ',l.,/‘:\:w”‘;’ B o  me §§0 p— /\ «.
£ ! 1 \ /
é R\ -L 8 \/

0500 M:s;o " 6;0 Volurse d'élu;nti(ml) 750 w0 = 0350 - 400 Volume§®luant (mi) w = ;o
Figure 99 : séparation de 3x1 g des Figure 100 : séparation de 3x1 g des
isomeres de l'acide hydroxycinnamique isomeres de l'acide hydroxycinnamique
(sels de sodium), a 2 ml/min. (sels de sodium), a 4 ml/min.

Conditions expérimentales : Conditions expérimentales :

Systéme de solvants : CHCly/1-BuOH/H,0 Systeme de solvants : CHCI3/1-BuOH/H,0
45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG), 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG);
[échangeur] = 610 mM (soit 4 fois la quantité [échangeur] =762 mM (soit 5 fois la quantité
d'acides dans 120 ml de phase stationnaire) ; d'acides dans 120 ml de phase stationnaire) ;
[Déplaceur] = 60 mM ; échantillon : 3x1 g [de’placeur] =60 mM ; échantillon : 3x1 g

d’équivalent acides dans 20 ml de phase mobile
sans déplaceur + 5 ml de phase stationnaire ;
Rotation : 1400 rpm ; Débit : 2 ml/min ; Perte de
charge a I’équilibre : 68 bars ; V,,= 90 ml ;
Fractions : 1 min ; Volume de phase stationnaire
retenue a la fin de la séparation : 90 ml.

d’équivalent acides dans 6 ml de phase mobile sans
déplaceur ; Rotation : 1400 rpm ; Débit : 4

ml/min ; Perte de charge a [’équilibre : 70 bars ;
V=100 ml ; Fractions : 1 min ; Volume de phase
stationnaire retenue a la fin de la séparation : 32
ml.

Nous avons également exploré l'influence du débit sur le phénomeéne de formation des
sous-plateaux, dans le cas d'une injection sous forme de paires d'ions avec le benzalkonium.
Dans ce cas, nous avons cherché a diminuer le débit, dans I'espoir de voir ce phénomene
diminuer. Les fractogrammes obtenus (figures 101 et 102) indiquent que ce phénoméne
persiste méme pour de débits faibles. Ce résultat est concordant avec les simulations, puisque
ces derniéres indiquent la formation de sous-plateaux, méme pour des conditions idéales
(cinétiques de transfert de masse infinies et équilibre hydrostatique constant).

Par ailleurs, si on observe les fractogrammes aux débits €levés (figures 100 et 101), on
remarque que le profil d'élution présente les caractéristiques typiques d'un manque de
sélectivité, ou d'une colonne trop courte, et ce quel que soit le mode d'injection pratiqué. Les
zones de transition sont larges et s'étalent dans les deux directions, causant un mélange
réciproque des analytes. La colonne se comporte comme si une partie de son échangeur ne
"voyait" pas la phase mobile (I'excés anormal d'acide o-hydroxycinnamique dans la figure 99
est vraisemblablement di & une erreur d'étalonnage de la mesure).

Deux explications sont possibles :
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- Une mauvaise rétention de la phase stationnaire entraine directement une perte non
négligeable d'échangeur par le phénomene de "bleeding”.

- Le débit est trop ¢élevé pour permettre un transfert de masse complet des analytes entre
les deux phases. A l'appui de cette hypothese, on peut invoquer le caractére non-idéal
du phénomene d'appariemment d'ions-transfert. Si une partie de I'échangeur n'est pas
accessible a la phase mobile, on peut envisager le type de plateaux pévu par Tiselius
(voir section 4.2.3.4.). Ainsi, un débit trop élevé réduit le nombre de transferts pour
une méme portion de colonne, réduisant d'autant le nombre de plateaux théoriques.
Cette hypothese est confirmée par le fait que le train d'analytes sort plus tot, avec
cependant la méme concentration en analytes dans I'¢luat.
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Figure 101 : séparation de 3x250 mg des Figure 102 : séparation de 3x250 mg des

isomeres de l'acide hydroxycinnamique isoméres de | ’acidg hydr ?xycinnamique
(sels de benzalkonium), a 5 ml/min. (sels de benzalkonium), a 1 ml/min.
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Conditions expérimentales : Conditions expérimentales :

Systéme de solvants : CHCly/1-BuOH/H>O systeme de solvants : CHCI3/1-BuOH/H,0
45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG); 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG);
[éChangeul’] =30 mM ; [Déplaceur]= 15 mM ; [échangeur] =30mM; [de’placeur] =15mM;

échantillon : 3x250 mg d’équivalent acides dans 15 échantillon : 3x250 mg d’équivalent acides dans 20
ml de phase stationnaire avec échangeur ; ml de phase stationnaire avec échangeur ;

Rotation : 1100 rpm ; Débit : 5 ml/min ; Perte de rotation : 1100 rpm ; débit : 1 ml/min ; Perte de
charge a I'équilibre : 69 bars ; Vy=57 ml ; gharge a l’équilibre : 70 bars ; V,= 43 ml ;
Fractions : 1 min ; Volume de phase stationnaire fractions : 5 min ; Volume de phase stationnaire
retenue a la fin de la séparation : 96 ml. retenue a la fin de la séparation : 120 ml.

Il apparait donc indispensable de partir de conditions optimisées du point de vue
hydrodynamique avant de procéder a une optimisation plus fine. Cette optimisation
préliminaire doit tenir compte de la variation d'équilibre que peut introduire une forte teneur
en échangeur, ce dernier présentant un caractere tensioactif non négligeable.

4.2.4. Applications

Le succés obtenu avec les trois isomeres de position de l'acide hydroxycinnamique
nous a incité a tenter d'appliquer ce protocole a des échantillons plus variés. Les différents
¢chantillons testés ont ¢té un mélange d'acides phénoliques plus complexe, un mélange
d'acides aminés et un extrait brut obtenu par voie biotechnologique et contenant de 1'acide
rosmarinique.
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4.2.4.1. Acides organiques

De nombreux acides organiques dérivés de l'acide cinnamique ont ét¢ identifiés
comme des produits naturels. La structure de la plupart d'entre eux, avec des dérivés
synthétiques proches, est donnée dans le tableau 28. Des dérivés de l'acide benzoique sont
¢galement des substances naturelles (tableau 29). Ces acides sont de bons candidats a une
séparation par échange d'ions, au méme titre que les acides hydroxycinnamiques. Nous avons
donc testé la méthode sur des mélanges de divers de ces acides. Les fractogrammes de ces
séparations sont présentés dans les figures 103 et 104.

Tableau 28 : dérivés de l'acide trans-cinnamique.

Acide Ri | R | Rs | Ry | Rs [pKa;
trans-cinnamique H| H| H H H | 444 o
o-hydroxycinnamique OH | H H H H | 4,52 =
m-hydroxycinnamique H |OH| H H H | 444
p-hydroxycinnamique H H |OH| H H | 4,31 Rs Ry
férulique H | OH |[OMe| H H |4,04*
sinapique OMe| OH |OMe| H H |490 y 5
caféique H |OH|OH | H H |4,04*
2,4,5-triméthoxycinnamique | OMe| H |OMe|OMe| H |[3,99* fo
2,4,6-triméthoxycinnamique | OMe| H |OMe| H |OMe | 4,06*
2,3,4-triméthoxycinnamique | OMe | OMe | OMe | H H |3,99*
“valeur théorique (Solaris, ACD Lab)
Tableau 29 : deérivés de l'acide benzoique.

Acide R, [ R, [ Rs | Ry [pKa, [
salicylique OH | H H H | 3,01 i
asaronique OMe| H |OMe|OMe |4,24*

2,3,4-triméthoxybenzoique |OMe|OMe |OMe| H |[4,24* R Ro

3.,4,5-triméthoxybenzoique | H |OMe|OMe | OMe | 4,23*
2,4,5-triméthoxybenzoique |OMe| H |OMe|OMe |4,25*

2,3,4,5-triméthoxybenzoique | OMe | OMe | OMe | OMe | 4,12*
“valeur théorique (Solaris, ACD Lab)

Ry

La figure 103 montre le résultat de la séparation d'un mélange d'acides o-, m-, p-
hydroxycinnamiques, caféique, férulique, sinapique et trans-cinnamique, injectés sous forme
de sels de sodium en quantités identiques (152,5 umoles, correspondant a 25 mg d'acide
hydroxycinnamique). La quantité d'échangeur a été adaptée a la taille de 1'échantillon, avec
une majoration par rapport a la regle observée dans le cas des trois acides
hydroxycinnamiques. Malgré cette adaptation, aucun acide n'est obtenu pur. Le profil
d'élution est caractéristique d'un manque de capacité de la colonne. Il est peu probable que le
débit soit en cause, puisqu'on a vu que pour des quantités de cet ordre de grandeur, un débit de
5 ml/min donnait satisfaction. Par conséquent, il semble que la capacité développée nécessaire
de la colonne n'augmente pas linéairement avec le nombre d'analytes. En outre, certains
analytes montrent un comportement inattendu : I'acide caféique sort de la colonne de fagon
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trés précoce, avec une quantité trés diminuée par rapport a sa proportion dans le mélange. Il
s'avere que la majorité de l'acide caféique a été évacuée avec la phase stationnaire perdue lors
du "bleeding”. On peut donc avancer 'hypothése que 'acide caféique est trés peu extrait par
I'échangeur, probablement en raison des deux phénols qui le rendent trés polaire.

La figure 104 quant a elle montre le résultat de la séparation d'un mélange d'acides o-,
m-, p-hydroxycinnamiques, frans-cinnamique et salicylique injectés sous forme de sels de
benzalkonium en quantités identiques (610 umoles, correspondant a 100 mg d'acide
hydroxycinnamique). Les profils d'élution sont trés intéressants, et cette expérience résume
les différents cas de figure évoqués précédemment. En effet, on remarque un phénoméne de
m-stacking entre les acides p- et m-hydroxycinnamiques. Les zones de transitions sont
abruptes entre les acides m- et o-hydroxycinnamiques, et entre les acides cinnamique et
salicylique. Par contre, entre les acides o-hydroxycinnamique et frans-cinnamique, on observe
une zone de transition en formation. La différence de coefficient de sélectivité entre ces deux
acides est vraisemblablement trés faible, du moins plus faible que celle entre les autres acides
du mélange.
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Figure 103 : séparation de 7x150 umoles Figure 104 : séparation de 5x600 umoles
de différents acides organiques (sels de de différents acides organiques (sels de
sodium) benzalkonium)

Conditions expérimentales : Conditions expérimentales :

systéme de solvants : CHCIs/1-BuOH/H,0O systéme de solvants : CHCIs3/1-BuOH/H,O

45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG); [échangeur] = 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG); [échangeur]
56 mM (soit 7 fois la quantité d'acides dans 130 ml de =30mM ; [de’placeur] =15 mM ; échantillon : 600
phase stationnaire) ; [de’placeur ] =1 mM ; échantillon : umoles équivalent-acide de chaque acide dans 12 ml de
150 umoles équivalent-acide de chaque acide dans 5 ml phase mobile sans déplaceur ; rotation : 1000 rpm ;

de phase mobile sans déplaceur ; rotation : 1100 rpm ; débit : 3 ml/min ; Perte de charge a I’équilibre : 43
Débit : 5 ml/min ; perte de charge a I’équilibre : 74 bars ;  bars ; V,= 78,5 ml, fractions : 1 min ; volume de phase
V=58 ml ; fractions : 1 min ; volume de phase stationnaire retenue a la fin de la séparation : 73 ml ;
stationnaire retenue a la fin de la séparation : 55 ml ; détection: 230, 275, 311, 345 nm

détection: 210, 263, 275, 345 nm.

Au final, il apparait qu'une mise au point est nécessaire pour chaque échantillon. Par
ailleurs, la recherche d'autres échangeurs, par exemple multivalents, devrait ¢largir les champs
d'application du mode déplacement par échange d'ions en chromatographie liquide-liquide sans
support solide.

4.2.4.2. Acides aminés

Les acides aminés sont un bon exemple de petites molécules ionisables. Ils peuvent étre
un moyen de tester l'applicabilit¢ d'une méthode chromatographique a des composés de
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référence. Les acides aminés présentent a la fois une fonction acide (de pKa voisins de 2) et une
fonction basique (de pKa voisins de 9). Par conséquent, ils sont sous forme de zwitterions dans
une gamme de pH comprise entre le pKa de la fonction acide et le pKa de I'amine. Ils
présentent donc un caractére hydrophile marqué, notamment les petits acides aminés non
aromatiques. C'est pourquoi Ito, dans les séparations d'acides aminés par pH-zone refining,
utilise des acides aminés DNP-protégés, c'est-a-dire pour lesquels I'amine est protégée par un
groupement 2,4-dinitrophényl. Ces acides aminés modifiés présentent une lipophilie plus
¢levée, et n'ont jamais d'amine libre cationique.

Nous avons testé notre méthode dans des expériences préliminaires sur des acides
aminés DNP-protégés (alanine, leucine et acide aspartique), puis en tenant compte de ces
résultats nous avons adapté le systéme a la séparation d'acides aminés libres (leucine,
phénylalanine et tryptophane). Les fractogrammes réalisés sur des plaques de silice ne sont pas
reproduits ici.

4.2.4.2.1. Acides aminés DNP-protégés

Les essais de séparation d'acides aminés DNP-protégés se sont montrés satisfaisants
pour le DNP-acide aspartique et la DNP-alanine, mais la DNP-leucine s'est avérée extrémement
lipophile. Elle est restée dans la phase stationnaire et n'a pas été déplacée. Ce phénomeéne s'est
vérifié par un dual-mode, qui a révélé la présence de la DNP-leucine dans la phase stationnaire
en téte de colonne (voir figure 105). La forme de cette DNP-leucine (sel de sodium ou sel de
benzalkonium) n'a pas été déterminée.
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Figure 105 : chromatogramme de la séparation de trois acides aminés DNP-protégés (alanine,
leucine, acide aspartique).

Conditions expérimentales : systéeme de solvants : CHCIs/MiBK/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek P580A
HPG), [échangeur] =3mM ; [de’placeur] = 1,5mM ; échantillon : 0,15 mM de chaque acide aminé sous forme
de sels de benzalkonium (extraction des sels de sodium (solution aqueuse 5 ml a pH 8,3) par7x5 ml d'une solution
de chlorure de benzalkonium 30 mM) dans 5 ml de phase stationnaire sans échangeur ; Rotation : 1200 rpm ;
Débit : 5 ml/min ; Perte de charge a l’équilibre : 72 bars ; V,,= 70 ml ; Fractions : 1 min ; Détection UV: 211,
260, 344, 400 nm ; Conditions de CCM : CH,Cly/MeOH 75/25 +TFA 50ul/100ml, plaque a polarité de phase

normale silice 250 um fluorescente a 263 nm.
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4.2.4.2.2. Acides aminés libres

Des expériences préliminaires d'extraction des acides aminés libres (pH 12) ont révélé
qu'ils ne sont pas extraits par le benzalkonium dans un systéme chloré (dépdt sur CCM et
révélation a la ninhydrine). Nous avons donc choisi d'utiliser un systéme biphasique binaire 1-
butanol/eau 50/50, dans lequel le partage de I'échangeur est moins net, mais qui permet
l'extraction d'analytes plus polaires. Avec ce systeme, les sels de sodium de leucine, de
phénylalanine et de tryptophane sont extraits par le chlorure de benzalkonium dans la phase
organique supérieure. La phénylalanine est d'ailleurs considérée comme 1'acide aminé le plus
hydrophobe [67]. 11 est remarquable que les acides aminés aromatiques sont préférentiellement
extraits par le benzalkonium. Il est vraisemblable que les interactions entre ammonium
quaternaire et cycle aromatique citées en section 4.2.3.4.2.1.2. aient une influence importante
dans la formation de la paire d'ion entre analyte et échangeur.

Une séparation de ces trois acides aminés a été réalisée, et le chromatogramme est
visible dans la figure 106.

Les résultats de cette expérience sont satisfaisants. Les acides aminés sont
vraisemblablement soumis a un processus de déplacement, comme en témoigne le profil UV et
leur volume de rétention. En effet, la leucine commence a étre éluée a un volume de rétention
de 670 ml, le volume de rétention théorique (aprés neutralisation de 1'échangeur libre) étant de
900 ml. Le volume de rétention réel plus court s'explique vraisemblablement d'une part par une
fuite de phase stationnaire pendant la chromatographie, non seulement par "bleeding" mais
aussi par partage de I'échangeur dans la phase mobile, mais aussi par une mauvaise interaction
de la leucine avec le benzalkonium en raison de l'absence de cycle aromatique dans sa
structure. Néanmoins, les fronts de transition sont peu compressifs, ce qui laisse penser que la
colonne n'est pas suffisamment capacitive pour la séparation de ces trois acides aminés. Il est
intéressant de constater que la séparation est efficace malgré 1'usage d'un systéme de solvants
qui n'est pas optimal pour un partage maximal de I'échangeur dans la phase organique.
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Figure 106 : chromatogramme de la séparation de trois acides aminés libres (leucine,
phénylalanine, tryptophane).

Conditions expérimentales : systeme de solvants : 1-Butanol/eau 50/50 (pompe Gynkotek P5804 HPG),
[échangeur] = 100 mM (soit l'équivalent de 4 fois la quantité d'acides dans 120 ml de phase stationnaire) ;

-4000

[de’placeur] = 10 mM (pH 13,0) ; échantillon : 1 mM de chaque acide aminé sous forme de sels de sodium dans 5

ml de phase mobile (pH 12,8) ; rotation : 2000 rpm ; débit : 5 ml/min ; perte de charge a I’équilibre : 74 bars ;
V=70 ml ; fractions : 1 min ; Détection UV: 200, 213, 275, 290 nm, démarrée apreés le pompage de 640 ml
d'éluant) ; conditions de CCM : MeOH/H,0 50/50 + TFA 200ul/100ml, plaque a polarité de phase inversée silice
C18 Merck 250 um, révélation par la ninhydrine (ninhydrine 300 mg + 1-BuOH 100 ml + acide acétique 3 ml).
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4.2.4.3. Acide rosmarinique

Une application sur un mélange naturel complexe a pu étre réalisée sur un extrait brut
issu de culture de cals cellulaires de Lavandula vera, obtenu par le laboratoire de
"Biotechnologies et biosynthése microbiologiques" de I'Institut de microbiologie de I'Académie
bulgare des Sciences a Plovdiv [29, 60]. L'intérét thérapeutique et cosmétique de 1'acide
rosmarinique en fait un bon exemple pour une application de notre méthode a I'isolement d'une
substance naturelle susceptible d'entrer dans un processus industriel.

L'acide rosmarinique est un ester de l'acide caféique et de l'acide 3,4-
dihydroxyphénylacétique. Il se répartit de fagon inégale dans la famille des Boraginaceae et la
sous-famille Nepetoideae des Lamiaceae, ainsi que dans de nombreuses autres especes tres
variées, de sorte qu'il ne peut servir de marqueur chimiotaxonomique. La voie biogénétique (a
partir de phénylalanine et de tyrosine) et les enzymes impliquées sont bien caractérisées [72].

OH
o COOH
HO Hin,, | m)
X (o) OH

Acide rosmarinique (pKa 2,79)
CAS 20283-92-5 MM = 360,13

HO

L'intérét de 'acide rosmarinique réside dans ses diverses propriétés pharmacologiques
utilisables notamment en cosmétique : parmi les plus documentées sont les effets antioxydant,
anti-inflammatoire, antimutagéne, antibactérien et antiviral. Des propriétés phytosanitaires
(notamment une toxicité vis-a-vis de la chenille du tabac Manduca sexta) ont également été
relevées [72]. Ce composé est disponible au catalogue des principaux fournisseurs de produits
chimiques, a raison d'une trentaine d'euros/g pour une pureté de 97 %.

La production d'acide rosmarinique par culture cellulaire est trés aisée, et dépasse
parfois celle de la plante elle-méme. Des cultures de cellules de Coleus blumei peuvent titrer
jusqu'a 21 % de la masse seche, le record ayant été observé pour une culture de Salvia
officinalis (36 % de la masse seche). Une culture de cellules de Coleus blumei en réacteur de 32
1 a permis a Ulbrich et al. de produire 100 g d'acide rosmarinique en 14 jours. Sa purification a
partir d'un extrait aqueux a chaud a été réalisée par chromatographie sur résine (Amberlite
XAD-2, colonne de 145x550 mm) puis cristallisation dans 1'eau a 4°C [88]. Les étapes critiques
de ce procédé sont l'extraction hydro-alcoolique et la cristallisation, qui aboutissent a un
rendement de 65 % seulement. Nous nous sommes proposés d'évaluer la performance de notre
méthode sur un extrait similaire, c'est-a-dire un extrait complexe issu de cals de cultures de
Lavandula vera.

La culture cellulaire a été réalisée par 1'équipe bulgare. Les conditions expérimentales
sont données ci-dessous. La masse d'extrait total a notre disposition a été de 5 g d'un extrait
lyophilisé.

Production de l'acide rosmarinique et extraction (équipe de Plovdiv) :

La culture de cals de L. vera a été obtenue par explants d'écorce maintenus dans un milieu d'agarose Linsmayer-
Skoog additionné de 30 g.I' de saccharose et 0.2 mg.I'" d'acide 2,4-dichlorophénoxyacetique, a 26 °C pendant
plus de 10 ans. La suspension de cellules a été incubée 12 jours dans un réacteur (BioFlo 110, 2,2 | de volume de
travail) contenant un milieu LS modifié. Conditions de culture : agitation 100 rpm, température 26 °C. Aprés
recueil de la biomasse par filtration (31,56 g/l), extraction par EtOH/H,0 a 70 °C (3 fois 20 mn) et évaporation a
sec, le résidu est dissout dans un petit volume d'EtOH 70% v/v et stocké 24 heures a —10°C. Le précipité est filtré,
et le filtrat contenant l'acide rosmarinique est lyophilisé.
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La figure 107 représente le chromatogramme de la séparation de cet extrait. La fraction
d'acide rosmarinique est représentée par la zone hachurée.

L'extrait s'avére contenir une grande quantité de sucres, non soumis au processus
d'extraction et ¢lués avec la phase mobile d'extraction, c'est-a-dire sans déplaceur. L'acide
rosmarinique est par contre bien soumis a extraction puis déplacement. Les fractions contenant
l'acide rosmarinique sont recueillies et lyophilisées.
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Figure 107 : chromatogramme de la séparation d'un échantillon de 5 g d'extrait méthanolique
de cultures de cellules de L. vera.
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Conditions expérimentales : systeme de solvants : CHCly/MiBK/H,0 45/10/45 (pompe Gynkotek P5804 HPG),
[échangeur] =233 mM ; [de’placeur] =25 mM (pH 7,0) ; échantillon : 5 g d'extrait dans 20 ml de phase mobile

sans déplaceur, mise a pH 7,0 et équilibration avec I ml de phase stationnaire contenant l'échangeur ; injection a
2 ml/min. suivie de 80 ml de phase mobile sans déplaceur ; rotation : 1200 rpm ; débit : 2 ml/min ; Perte de
charge a l’équilibre : 58-61 bars ; V,,= 60 m ; rétention de phase stationnaire a la fin de la séparation: 80 ml ;
fractions : 5 min ; détection UV: 211, 260, 344, 400 nm ; conditions de CCM : CH,Cl,/MeOH 75/25 +TFA
50ul/100ml, plaque a polarité de phase normale silice 250 um fluorescente a 263 nm.

Le rendement de la séparation est satisfaisant (335 mg d'acide rosmarinique pur sont
recueillis), et supérieur a un procédé par résine échangeuse/cristallisation. La puret¢é CLHP de
l'acide rosmarinique obtenu est de 90 % (a 311 nm) (voir figure 108). Le volume des fractions
correspond a 40 ml, ce qui nous donne une concentration en acide rosmarinique de 23 mM. Elle
est cohérente avec la concentration en déplaceur (25 mM).

S s Figure 108 : chromatogramme CLHP de
e l'acide rosmarinique obtenu par déplacement
o par échange d'ions.
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Cette pureté est inférieure a celle obtenue suite a une cristallisation. Néanmoins, les
conditions expérimentales ne sont pas optimales. En effet, les quantités d'échangeur et de
déplaceur sont trés grandes par rapport a la quantité d'acides organiques susceptibles d'étre
extraits (30 fois plus d'échangeur que d'acide rosmarinique). Ce large exces provient d'une
estimation excessive de la teneur en acides organiques de l'extrait, lequel est en réalité
majoritairement constitu¢ de sucres. Par conséquent, méme si vraisemblablement le bloc
d'acide rosmarinique est bien séparé, la concentration ¢élevée en déplaceur conduit a un bloc tres
étroit qui nuit a la pureté finale, et & un recouvrement optimal de I'acide rosmarinique. Ces
résultats peuvent donc étre trés vraisemblablement améliorés, notamment en adaptant la
concentration en échangeur/déplaceur a la faible quantité d'acide rosmarinique de l'extrait. La
poursuite de cette collaboration et des travaux dans ce sens sont en cours.

Ces différents exemples d'application du mode déplacement utilisant un échangeur
cationique fort permettent d'établir les conclusions suivantes :

- Les analytes a séparer ne doivent pas étre trop hydrophiles. Si possible, des tests
préliminaires d'extraction avec I'échangeur doivent étre entrepris sur les analytes isolés
afin de déterminer s'ils peuvent se préter a un processus de déplacement ;

- D'autres échangeurs pourront ¢largir le champ d'application de la méthode ;

- L'optimisation de la capacité de la colonne, de la concentration en déplaceur et
'adaptation de ces conditions chromatographiques a I'échantillon est nécessaire et
décisive pour la qualité de la séparation et du recouvrement ;

- Des systémes alternatifs au systéme chloré développé majoritairement dans ce travail
sont utilisables ;

- La méthode est applicable a un extrait complexe contenant des composés non soumis au
phénomene de déplacement. Ces composés sont séparés des acides par un phénomene
d'¢lution simple qui permet de les séparer trés efficacement des acides d'intérét.

4.2.5. Vers une transposition d’echelle ?

4.2.5.1. Simulations

Des simulations (non représentées ici) ont montré qu'une séparation optimisée sur une
quantité¢ d'échantillon donnée (de concentration C) peut étre directement transposée a un
¢chantillon plus concentré (nxC) dans une colonne de méme volume, en augmentant d'un
méme facteur n la concentration en échangeur et en déplaceur. La simulation d'une
transposition faite a partir de conditions optimales en augmentant ces quantités par 10 ou 100
conduit exactement aux mémes rendements. Ces résultats montrent que le principe de la
méthode ne comporte pas de limitation en soi. Néanmoins dans la réalité la transposition
d'échelle est limitée. Ces limites ont été évaluées par une approche expérimentale.
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4.2.5.2. Résultats expérimentaux

4.2.5.2.1. Rendements

Comme on l'a vu, la capacité de la colonne détermine directement la quantité

d'échantillon injectable. Dans une optique industrielle, la détermination de la capacité
maximale est donc essentielle. Nous avons établi cette limite avec un mélange d'acides
hydroxycinnamiques, sur notre appareil de 200 ml.

Une quantité maximale d'échantillon de 3 g ( 1 g de chaque acide hydroxycinnamique) a

¢été séparée efficacement (fractogramme de la fig 96). Un rendement a été calculé pour cette
séparation.

Les rendements suivants sont observés:
acide p-hydroxycinnamique : 80,9 %
acide m-hydroxycinnamique : 92,1%
acide o-hydroxycinnamique : 86,9%

Le rendement total (avec les zones de transition) est de 96,4%. Les acides
hydroxycinnamiques purifiés dans cette expérience ont été analysés en CLHP, montrant une
grande pureté et I'absence de benzalkonium.

4.2.5.2.2. Limites de la méthode

La limite de concentration en échangeur est liée a :

La capacité du chlorure de benzalkonium a rendre un systéme monophasique (voir le
pseudo diagramme ternaire) ;

La forte viscosité de la phase stationnaire pour des concentrations trés grandes en
chlorure de benzalkonium, nuisible a I'équilibre hydrostatique dans la colonne ;

L'effet tensioactif du chlorure de benzalkonium ; il devient rédhibitoire pour des
concentrations supérieures a 1M (soit 360 g/1), causant une trop grande instabilité du
systeme ;

La diminution de la densité de la phase organique lourde par 1'ajout d'un échangeur tel
que le chlorure de benzalkonium, réduisant également la stabilité du systéme dans la
colonne.

Une séparation de 3x5 g du méme échantillon a été tentée. Cette concentration correspond a
une concentration en chlorure de benzalkonium de 2,5 M (soit 25 % m/m). Cette concentration
se trouve étre ¢éloignée de la zone biphasique du pseudo diagramme ternaire (voir section
4.2.2.6). Nous avons donc resaturé la phase organique avant utilisation. Par ailleurs, pour une
telle concentration en chlorure de benzalkonium, la densité de la phase organique passe de 1,33
a 1,165. De plus, une forte viscosité (non mesurée) de la phase stationnaire a été constatée.
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Cette tentative de séparation s'est révélée étre un échec, confirmant le caractere limité de
l'addition de chlorure de benzalkonium a la phase organique chlorée, notamment en raison
d'une forte viscosité.

Au final, malgré un caractére forcément limité, la méthode montre donc un aspect
préparatif majeur, et une certaine robustesse : il n'a pas été nécessaire d'utiliser de la phase
aqueuse tamponnée, et les analytes sont obtenus avec une pureté similaire a celle obtenue pour
des échantillons de masse inférieure. L'extrapolation de valeurs de cet ordre (3x2g) sur un
appareil de CPC de type industriel de 251 permettrait la séparation d'un échantillon de 750 g
d'analytes en une opération. L'application de cette méthode a des composés a haute valeur
ajoutée, avec des échangeurs restant éventuellement a développer, est donc des plus
intéressantes. Ces perspectives nécessitent néanmoins de prendre en compte un éventuel
recyclage de 1'échangeur, surtout si ce dernier est onéreux.

4.2.6. Conclusion et perspectives

Le développement de ce mode de déplacement original a permis d'approfondir
des notions impliquées dans l'extraction liquide-liquide et I'échange d'ions, phénomenes
intervenant dans le déroulement de la chromatographie par échange d'ions en milieu liquide-
liquide. Le role d'interactions particuliéres comme le m-stacking ou celles existant entre un
ammonium quaternaire et un cycle aromatique s'est avéré étre important.

Les particularités liées au choix des systémes de solvants et des différentes especes
(échangeur, déplaceur, analytes) sont une contrainte non négligeable qui peut restreindre le
champ d'application par rapport aux méthodes d'échange d'ions sur phases solides. Néanmoins,
la nature liquide de la phase stationnaire et sa facilité de préparation en font une méthode
potentiellement polyvalente, si d'autres échangeurs s'averent étre utilisables.

Les comparaisons entre les simulations et les résultats expérimentaux ont permis
d'assigner les roles respectifs de différents parameétres. Ces différents facteurs aboutissent tous a
une modulation de la capacité de la colonne, qui n'est donc pas uniquement liée a la
concentration en échangeur.

La méthode a montré une certaine robustesse, puisque des séparations tres satisfaisantes
ont pu étre obtenues malgré :

- les associations non spécifiques entre les especes ;
- le partage non exclusif de I'échangeur dans la phase stationnaire organique ;
- le caractére tensioactif parasite des analytes, qui en s'accumulant a l'interface peuvent

diminuer la surface disponible pour 1'échangeur [8].

Ce mode de développement, a l'instar des autres modes par déplacement, est
essentiellement destiné a une utilisation a 1'échelle préparative. Cette notion de
chromatographie préparative est a prendre néanmoins dans un sens large, les quantités
d'échantillon pouvant varier de la dizaine de mg a la dizaine de grammes, avec la méme
efficacité de séparation, comme on I'a vu par ailleurs dans le cas du pH-zone refining.

La démarche générale de développement et d'optimisation d'une chromatographie liquide-
liquide sans support solide en mode déplacement par échange d'ions est résumée dans le tableau
30.

Des prolongements intéressants de ces travaux pourraient résider dans l'application du
déplacement par échange d'ions a des séparations chirales. La séparation chirale de la DNB-
leucine par une méthode d'extraction liquide-liquide utilisant un sélecteur chiral dérivé de la
quinine a été décrite [46]. Quelques séparations chirales ont été réalisées en CCC ou CPC, mais
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en ajoutant simplement un sélecteur chiral a une phase d'un systéme biphasique utilisé en mode
¢lution [3, 10, 51, 69]. Des ammoniums quaternaires chiraux, dérivés des alcaloides du genre
Cinchona ou non, sont largement utilisés en Catalyse en Transfert de Phase.

D'autres perspectives seraient également a explorer, comme l'usage d'échangeurs fluorés
dans des systemes biphasiques fluorés, qui introduirait de fagcon certaine des sélectivités
originales en chromatographie liquide-liquide.

Tableau 30 : démarche générale de développement et d'optimisation d'une chromatographie en
mode déplacement par échange d'ions en phase liquide-liquide sans support solide.

Choix d'un échangeur

v
Choix d'un systéme biphasique dans lequel Kp gch >>1

Ooul
v
Le systéme seul extrait-il les analytes ? -

NON
h 4
Choix d'un déplaceur

l

Optimisation des paramétres hydrodynamiques :
Rotation : maximale (limite : perte de charge)
Débit : maximal sans conduire a une perte excessive de phase stationnaire

l

Optimisation de la capacité de la colonne:

nEchangeur [EChangeur]
Commencer avec —— _3gtL __—~ 410

nAnalytes [Deplaceur]

Si [Echangeur] 1, alors Durée de la séparation 1

l

Optimisation de la [Déplaceur] pour une durée minimale et un
rendement en analytes purs satisfaisant.

Si [Déplaceur] 1, alors temps | mais rendement en analytes purs |
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Au terme de ce travail, la variété¢ des thémes abordés permet de constater que nous
avons tenté d'exploiter au mieux les caractéristiques propres a la chromatographie liquide-
liquide sans support solide.

La possibilité de constituer des phases stationnaires et mobiles en fonction de
I'échantillon a aboutit a la mise en ceuvre de systemes de solvants originaux, montrant des
propriétés adaptées aux objectifs de chaque séparation :

- Le systtme THF/DMSOQO/eau a montré une capacité a dissoudre des échantillons de
saponosides a I'échelle semi-préparative pour un fractionnement en mode €lution ;

- Le systtme MsBE/1-butanol/eau s'est avéré efficace pour la séparation d'un
alcaloide d'origine synthétique, également en mode élution ;

- Les gammes originales de systemes de solvants fondées sur l'acétone comme
solvant pont se sont avérées présenter des sélectivités intéressantes pour des
alcaloides d'intérét thérapeutique, tant en mode ¢lution que déplacement.

Nos travaux sur le pH-zone refining ont permis de souligner l'importance du systéme
de solvants dans la sélectivité. En outre, 1'intérét de ce mode de déplacement particulier a été
mis en valeur non seulement pour un usage de recherche dans un laboratoire de
Pharmacognosie (isolement de composés minoritaires), mais aussi a 1'échelle industrielle
(isolement d'un composé d'intérét majoritaire). L'aspect préparatif a ét€ une préoccupation
constante au cours de ces travaux.

Le développement d'un échangeur cationique fort pour un usage en chromatographie
liquide-liquide sans support solide a montré des résultats satisfaisants sur des acides organiques
aromatiques, tant pour la séparation d'échantillons mod¢les que dans I'application a un extrait
complexe issu des biotechnologies. Les protocoles de choix d'un systéme de solvants, d'un
¢changeur et d'un déplaceur ont ét¢ décrits afin de permettre la poursuite ultérieure de ces
travaux sur d'autres échangeurs, susceptibles d'élargir le champ d'application de cette méthode.

La conception d'un logiciel de simulation chromatographique, bas¢ sur une
modélisation numérique du processus de séparation en milieu biphasique, a permis de valider
des hypothéses concernant des phénoméenes complexes. Cet outil peut parfaitement étre utilisé
dans le but d'optimiser des séparations en terme de temps ou de productivité.

Ces travaux sont une conséquence de la volonté de remplir de notre mieux la fonction
d'un laboratoire universitaire de recherche, qui est de contribuer au développement de méthodes
et des techniques nouvelles en se basant sur des connaissances fondamentales, tout en assurant
une diffusion de ces connaissances et de ces développements.

Le domaine des substances naturelles est en mutation. Il a été considéré ces dernicres
années par les industriels comme nécessitant un savoir-faire et un investissement humain trop
grand. Aujourd'hui, les développements récents concernant l'identification et I'évaluation rapide
des composants connus et inconnus d'un extrait d'origine naturelle font 1'objet d'un grand
intérét. Décgus par le rendement faible en terme de nouvelles entités chimiques de techniques
pourtant prometteuses telles que la chimie combinatoire, les grandes entreprises
pharmaceutiques sont prétes a redonner une place a la chimie des substances naturelles.
Néanmoins, les procédés de production impliquant des étapes de chromatographie sont loin de
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bénéficier de la bienveillance de la majorité des industriels. Nos travaux visent a faire
reconnaitre la pertinence de la chromatographie liquide-liquide sans support solide, et en
particulier la CPC, a I'échelle préparative et industrielle. C'est un outil versatile, permettant des
purifications difficiles avec les autres techniques chromatographiques, et ce avec un rendement
¢levé. L'attention encore mineure accordée a la CPC a I'échelle industrielle peut s'expliquer par
la difficulté d'introduire une technologie nouvelle qui n'a jamais été validée par les agences
type FDA ou AFFSAPS. D'autre part, les appareils de CPC pilotes ont une place dans les unités
"kilolab" des services de R&D, destinées a la production de composé purs en vue de tests de
phase II ou III. La mise sur le marché récente et a venir de nouveaux appareils de CPC
industriels devrait également contribuer a une telle reconnaissance.
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6.1. Dossier Solvants

Une classification des systémes de solvants décrits dans les différents tomes de la
monographie de Serensen et Arlt [18] est donnée ici. Les systémes sont classés
alphabétiquement selon deux méthodes. La table 6.1.1 classe alphabétiquement les solvants de
base des systémes. Ils sont notés solvants 1 et 2. Pour un méme solvant, les systémes sont
classés d'aprés l'ordre alphabétique des solvants pont. La colonne "pont dans" désigne le
solvant (1 ou 2) dans lequel le solvant pont se partage préférentiellement. La colonne "type"
désigne le type de diagramme biphasique (type I ou II). La mention "conv" indique que les

lignes de conjugaison sont convergentes.

La table 6.1.2 classe alphabétiquement les solvants pont. Pour un méme solvant pont, les
systemes sont classés d'apres l'ordre alphabétique des solvants de base 1. La colonne "pont
dans" désigne le solvant (1 ou 2) dans lequel le solvant pont se partage préférentiellement. La
colonne "type" désigne le type de diagramme biphasique (type I ou II). La mention "conv"
indique que les lignes de conjugaison sont convergentes.

6.1.1. Classement par solvants support

acétate de butyle
acétate de butyle
acétate de butyle
acétate de butyle

acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate d'éthyle

acétate de méthyle
acétate de 3-méthyl butyle

acétate de pentyle
acétate de pentyle
acétate de pentyle

acétate de propyle
acétate de propyle

acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile

solvant pont

acétonitrile
1-butanol
méthanol
1-propanol

acétone
acétone
acétonitrile
acide acétique
1-butanol
2-butanol
N,N-diméthylacétamide
éthanol
isobutanol
méthanol
1-propanol
2-propanol
tertiobutanol

acétone
acétonitrile

acétone
méthanol
1-propanol

acétone
1-propanol

acétate de méthyle
1-butanol
chloroforme
chloroforme
éthanol
éthanol
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eau
eau
eau
eau

eau
éthyléneglycol

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau
eau

eau
eau
eau

eau
eau

cyclohexane
heptane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
heptane

pont ds

1
1
idem

A A A N NN AN A A

R S Gl

type

1
2 conv

1 conv

_ A A

2 conv

2 conv

_ A A

1 conv

1 conv

1 conv

_ A A A

2 conv



acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile

alcool isoamylique

benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne

butanoate d'éthyle
butanoate d'éthyle
butanoate d'éthyle
butanoate d'éthyle

1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol

2-butanol
2-butanol

3-butén-2-one
chlorobenzeéne

chloroforme
chloroforme
chloroforme
chloroforme
chloroforme
chloroforme
chloroforme
chloroforme
chloroforme

cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane

éthanol
éthanol
éthanol

hexadécanoate de méthyle

méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
1-propanol
1-propanol
toluene
toluene

acide acétique

acide formique
1-butanol
2-butanol
hexane
hexane
1-propanol
2-propanol

éthanol
méthanol
1-propanol
acétone

acétone
acide acétique
éthanol
isobutanol
méthanol
1-propanol
2-propanol

propenoate de butyle

1-propanol
tertiobutanol

acétone
acétonitrile

acétone
acide acétique
acide formique
1-butanol
DMF
éthanol
méthanol
2-propanol
THF

acétate de méthyle
acétate de méthyle
acétone
acétone
acide acétique
chloroforme
chloroforme
diéthyléther
diéthyléther
éthanol
méthyléthylcétone
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heptane
hexane
hexane
hexane
heptane
heptane
hexane
hexane
heptane
octane
cyclohexane
cyclohexane

eau

eau
eau
eau
perfluorohexane
perfluorohexane
eau
eau

eau
eau
eau
eau

eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau

eau
eau

eau
eau

eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau

acétonitrile
méthanol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
eau
acétonitrile
acétonitrile
méthanol
méthanol
acétonitrile
eau

[N | N

N

idem
idem

idem

A A A AN

varie

idem

idem
idem

[N

varie
varie

idem
idem

2 conv
1 conv
1 conv
2 conv
2 conv
2 conv
2 conv
2 conv

_ A A

2 conv
2 conv
2 conv

_ A A a

2 conv

_ A A A

N = a2 a2 2 v a2



cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane
cyclohexane

1,2-dichloroéthane
1,2-dichloroéthane
1,2-dichloroéthane
1,2-dichloroéthane

dichlorométhane

diéthyléther
diéthyléther
diéthyéther

diisopropyléther
diméthylbenzéne

DMF
DMF

DMSO
DMSO
DMSO
DMSO

eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau

THF
THF
toluene
toluene

acide acétique
acide formique
méthanol
THF

THF

acétone
acide acétique
éthanol

2-propanol
acétonitrile

benzéne
benzéne

benzéne
thiophéne

toluene

toluene

acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide formique
acide formique
acide formique
acide propanoique
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méthanol

méthanol
acétonitrile
acétonitrile

eau
eau
eau
eau

eau

eau
eau
eau

eau
eau

heptane
heptane

heptane
heptane
heptane
heptane

acétate d'éthyle
acétate de méthyle
acétate de pentyle
acétate de propyle
1-butanol
3-butén-2-one
chloroforme
diéthyléther
heptane
hexane
méthyléthylcétone
MIBK
pentane
propanoate d'éthyle
toluéne
acétate de butyle
acétate d'éthyle
acétate de 3-méthylbutyle
diméthylbenzéne
chlorobenzéne
MIBK
MTBE
toluéne
acétate d'éthyle
alcool isoamylique
1-butanol
chloroforme
cyclohexane
1,2-dichloroéthane
diéthyléther
hexane
MIBK
toluéne
benzéne
chloroforme
1,2-dichloroéthane
toluéne

= NDNDN

N = 2 a2 a2 v

_ A A

_ A A a

R U G O O O U U G G QL G G

1 conv
varie

A A A A A A A A A A A A aaa aa aN



eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau

1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
2-butanol
2-butanol
2-butanol
N,N-diméthylacétamide
DMF
DMF
DMSO
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
isobutanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthyléthylcétone
méthyléthylcétone
méthyléthylcétone
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
propenoate de butyle
pyridine
tertiobutanol
THF
THF
THF
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acétate de butyle
acétate d'éthyle
benzéne
chloroforme
heptane
hexane
MTBE
acétate d'éthyle
benzéne
toluéne
acétate d'éthyle
chloroforme
toluéne
THF
acétate d'éthyle
butanoate d'éthyle
1-butanol
chloroforme
diéthyéther
heptane
hexane
3-méthylbutanoate d'éthyle
3-méthyl 1-butanol
propanoate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate de butyle
acétate de pentyle
acétate d'éthyle
butanoate d'éthyle
1-butanol
chloroforme
1,2-dichloroéthane
heptane
1-heptanol
1-pentanol
propanoate d'éthyle
toluéne
cyclohexane
heptane
hexane
acétate de butyle
acétate d'éthyle
acétate de pentyle
acétate de propyle
benzéne
1-butanol
2-butanol
heptane
hexane
3-méthylbutanol
méthyléthylcétone
propanoate d'éthyle
propanoate de propyle
toluéne
acétate d'éthyle
benzéne
chloroforme
diisopropyléther
heptane
1-butanol
toluéne
acétate d'éthyle
chloroforme
1,2-dichloroéthane
dichlorométhane

S A A NN NMNNNNMNDNMDNNNDN

N

idem
varie

NDNN-a

idem
idem

idem

N = 2

idem

N

NNNMNN-=2NMNNNDN

2 conv
2 conv
2 conv
2 conv
2 conv
2 conv
2conv

2 conv
2 conv

1 conv ?

[ )

N

2 conv

N NN =2 A& & a

N

1 conv
1 conv

RN R G

1 conv ?

1 conv
1 conv

[ R G

2 conv

_ A A A



eau
éthanolamine

éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol

heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane
heptane

1-heptanol

hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane
hexane

isobutanol
méthanol

méthanol
méthanol

THF
NMP

acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
benzéne
benzéne
1-butanol
1-butanol

acétone
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
éthanol
éthanol
éthanol
hexane
méthanol
méthanol
méthanol
méthyléthylcétone
N-méthylpyrrolidone
1-propanol
1-propanol
2-propanol
THF
thiophéne
toluene
toluene
toluene
toluene

méthanol

acétone
acide acétique
benzéne
benzéne
1-butanol
éthanol
éthanol
éthanol
hexadécanoate de méthyle
méthanol
méthanol
méthyléthylcétone
1-propanol
2-propanol

1-propanol
acétate de méthyle

diéthyléther
diéthyléther
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heptane
heptane

acétate d'éthyle

cyclohexane

cyclohexane
toluéne
toluéne
hexane
hexane
heptane
heptane

eau
DMF
DMF
DMSO
NMP
acétonitrile
acétonitrile
eau
éthyléneglycol
éthyléneglycol
acétonitrile
acétonitrile
eau
méthanol
acétonitrile
acétonitrile
eau
eau
ethanolamine
acétonitrile
eau
eau
eau
DMSO
DMSO
DMSO
sulfolane
sulfolane

eau

eau
eau
éthyléneglycol
éthyléneglycol
eau
acétonitrile
acétonitrile
eau
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
eau
eau
méthanol

eau
eau

cyclohexane
cyclohexane

N =2PNNMNN-=2NDN

N

varie

A A A AN

varie

N =2 =2NN-_2NNDN -2 -

N

idem
idem

2 conv

[ R G

2 conv
2 conv

[N G (L G G G

2 conv

2 conv
2 conv

2 conv
2 conv
2 conv

2 conv

1 conv

RN R G

2 conv
2 conv
2 conv

1 conv
2 conv
2 conv
2 conv



méthanol
méthanol
méthanol
méthanol

3-méthylbutanoate d'éthyle

3-méthyl 1-butanol
3-méthyl 1-butanol
3-méthyl 1-butanol
3-méthyl 1-butanol

méthyléthylcétone
méthyléthylcétone

MIBK

MTBE
MTBE

NMP
octane
pentane
1-pentanol

perfluorohexane
perfluorohexane

propanoate d'éthyle
propanoate d'éthyle
propanoate d'éthyle
propanoate d'éthyle

propanoate de propyle

sulfolane
sulfolane

THF

toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene

hexane
2-propanol
THF
THF

éthanol

éthanol
isobutanol
1-propanol
2-propanol

acétone
1-propanol

acétone

acétonitrile
1-butanol

benzéne
1-propanol

acétone

méthanol

hexane
hexane

acétone

éthanol
méthanol
1-propanol

1-propanol

toluene
toluene

DMSO

acétone
acétone
acétone
acétonitrile
acide acétique
acide propanoique
2-butanol
DMF
méthanol
1-propanol
pyridine
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heptane

hexane
cyclohexane
cyclohexane

eau

eau
eau
eau
eau

eau
eau

eau

eau
eau

heptane
acétonitrile
eau
eau

benzéne
benzéne

eau
eau
eau
eau

eau

heptane
heptane

eau

eau
éthyléneglycol
éthyléneglycol

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

_ A A A A A AN

-

varie

N = AN =

varie

A A AN

1
2 conv
1 conv ?
1

_ A A A

2 conv

_ A A



6.1.2. Classement par solvant pont

acétonitrile
cyclohexane
méthanol
eau

acétate d'éthyle
acétate d'éthyle
acétate de méthyle
acétate de pentyle
acétate de propyle
butanoate d'éthyle
1-butanol
3-butén-2-one
chloroforme
cyclohexane
cyclohexane
diéthyléther
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
éthyléneglycol
heptane
hexane
méthyléthylcétone
MIBK
pentane
propanoate d'éthyle
toluene
toluene
toluéne

acétate de butyle
acétate d'éthyle

acétate de 3-méthylbutyle

chlorobenzéne
diméthylbenzéne
eau
eau
eau
eau
eau
eau

solvant pont

acétate de méthyle
acétate de méthyle
acétate de méthyle
acétate de méthyle

acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone
acétone

acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
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cyclohexane
acétonitrile
eau
méthanol

eau
éthyléneglycol
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
éthyléneglycol
éthyléneglycol
eau
acétate d'éthyle
acétate de méthyle
acétate de pentyle
acétate de propyle
butanoate d'éthyle
1-butanol
3-butén-2-one
chloroforme
diéthyléther
heptane
hexane
méthyléthylcétone
MIBK
pentane
propanoate d'éthyle
toluéne
acétate d'éthyle
cyclohexane
cyclohexane
toluéne
toluéne
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
éthyléneglycol
éthyléneglycol

eau

eau

eau

eau

eau
acétate de butyle
acétate d'éthyle

acétate de 3-méthylbutyle

chlorobenzene
diméthylbenzéne
MIBK

pont ds
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eau
eau
MIBK
MTBE
toluene

acétate d'éthyle
alcool isoamylique

1-butanol
chloroforme
cyclohexane

1,2-dichloroéthane

diéthyléther

eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau

hexane

MIBK
toluene

benzéne
chloroforme

1,2-dichloroéthane

eau
eau
eau

eau
toluene

DMF
DMF
DMSO
éthyléneglycol
éthyléneglycol
heptane
heptane
heptane
heptane
hexane
hexane
NMP

acétate de butyle
acétate d'éthyle

acétonitrile
acétonitrile
benzéne

chloroforme
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau

acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile

acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique
acide acétique

acide formique
acide formique
acide formique
acide formique
acide formique
acide formique

benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne

1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol

acide propanoique
acide propanoique
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MTBE
toluene
eau
eau
eau

eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau

acétate d'éthyle
alcool isoamylique

1-butanol
chloroforme
cyclohexane

1,2-dichloroéthane

diéthyléther
hexane
MIBK
toluene
eau
eau
eau

eau
eau
eau
benzéne
chloroforme

1,2-dichloroéthane

toluene
eau

heptane
heptane
heptane
hexane
hexane
DMF
DMF
DMSO
NMP
éthyléneglycol
éthyléneglycol
heptane

eau
eau

heptane

heptane
eau
eau

acétate de butyle
acétate d'éthyle

benzéne
chloroforme
heptane
hexane
MTBE
heptane
heptane
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eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau

acétate d'éthyle
benzéne
eau
eau
eau
toluene

acétonitrile

acétonitrile
cyclohexane
cyclohexane

cyclohexane

cyclohexane
méthanol
méthanol

acétate d'éthyle
eau

chloroforme
eau
eau
toluene

eau
THF

acétate d'éthyle
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
1-butanol
chloroforme
cyclohexane
diéthyéther
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
heptane
heptane
heptane
hexane
hexane
hexane

3-méthylbutanoate d'éthyle

3-méthyl 1-butanol
propanoate d'éthyle

1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol

2-butanol
2-butanol
2-butanol
2-butanol
2-butanol
2-butanol

chloroforme
chloroforme
chloroforme
chloroforme

diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther

N,N-diméthylacétamide
N,N-diméthylacétamide

DMF
DMF
DMF
DMF

DMSO
DMSO

éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
éthanol
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acétonitrile
acétonitrile
eau
éthyléneglycol
éthyléneglycol
eau
eau
eau

eau
eau
acétate d'éthyle
benzéne
toluene
eau

cyclohexane

cyclohexane
acétonitrile
acétonitrile

méthanol

méthanol
cyclohexane
cyclohexane

eau
acétate d'éthyle

eau
chloroforme
toluene
eau

THF
eau

eau
cyclohexane
heptane
heptane
hexane
hexane
eau
eau
acétonitrile
eau
acétate d'éthyle
1-butanol
chloroforme
diéthyéther
heptane
hexane

3-méthylutanoate d'éthyle

3-méthyl 1-butanol
propanoate d'éthyle
acétonitrile
acétonitrile
eau
acétonitrile
acétonitrile
eau
eau
eau
eau

2
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idem
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acétonitrile
hexane

heptane
méthanol

acétate d'éthyle
1-butanol
eau
eau
eau
3-méthyl 1-butanol

acétate de butyle
acétate d'éthyle
acétate de pentyle
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
1-butanol
chloroforme
1,2-dichloroéthane
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
heptane
heptane
heptane
1-heptanol
hexane
hexane
1-pentanol
propanoate d'éthyle
toluéne

cyclohexane
eau
eau
eau
heptane
hexane

heptane
éthanolamine

acétate de butyle
acétate d'éthyle
acétate de pentyle
acétate de propyle
acétonitrile
acétonitrile
benzéne
butanoate d'éthyle
1-butanol

hexadécanoate de méthyle
hexadécanoate de méthyle

hexane
hexane

isobutanol
isobutanol
isobutanol
isobutanol
isobutanol
isobutanol

méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol

méthyléthylcétone
méthyléthylcétone
méthyléthylcétone
méthyléthylcétone
méthyléthylcétone
méthyléthylcétone

N-méthylpyrrolidone
NMP

1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
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hexane
acétonitrile

méthanol
heptane

eau
eau
acétate d'éthyle
1-butanol
3-méthyl 1-butanol
eau

eau
eau
eau
heptane
heptane
hexane
hexane
eau
eau
eau
acétate de butyle
acétate d'éthyle
acétate de pentyle
1-butanol
chloroforme
1,2-dichloroéthane
heptane
1-heptanol
1-pentanol
propanoate d'éthyle
toluéne
acétonitrile
acétonitrile
eau
eau
acétonitrile
acétonitrile
eau
eau
eau

eau
cyclohexane
heptane
hexane
eau
eau

ethanolamine
heptane

eau
eau
eau
eau

heptane

octane

eau
eau
eau
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2-butanol

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau

eau
heptane
heptane
hexane

isobutanol
3-méthylbutanol
méthyléthylcétone
octane
propanoate d'éthyle

propanoate de propyle

toluene

acétate d'éthyle
benzéne
3-méthyl 1-butanol
1-butanol
chloroforme
diisopropyléther
eau
eau
eau
eau
eau
heptane
hexane
méthanol

1-butanol
eau

acétate d'éthyle
2-butanol
eau
eau

chloroforme
cyclohexane
cyclohexane
1,2-dichloroéthane
dichlorométhane
eau
eau
eau
eau
heptane
méthanol
méthanol

cyclohexane
cyclohexane

1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol
1-propanol

2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol

propenoate de butyle
propenoate de butyle

tertiobutanol
tertiobutanol
tertiobutanol
tertiobutanol

THF
THF
THF
THF
THF
THF
THF
THF
THF
THF
THF
THF

toluene
toluene
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eau
acétate de butyle
acétate d'éthyle
acétate de pentyle
acétate de propyle
benzéne
butanoate d'éthyle
1-butanol
2-butanol
heptane
hexane
3-méthylbutanol
méthyléthylcétone
propanoate d'éthyle

propanoate de propyle

toluene

eau

acétonitrile
eau
eau
eau
eau

acétonitrile
eau
eau
eau

eau
eau
eau
eau
eau
eau
acétate d'éthyle
benzéne
chloroforme
diisopropyléther
heptane
eau
méthanol
hexane

eau
1-butanol

eau
eau
acétate d'éthyle
2-butanol

eau
méthanol
méthanol
eau
eau
chloroforme
1,2-dichloroéthane
dichlorométhane
heptane
eau
cyclohexane
cyclohexane

acétonitrile
acétonitrile
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DMSO
DMSO
heptane
heptane
heptane
heptane
sulfolane
sulfolane

toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene
toluene

heptane
heptane
DMSO
DMSO
sulfolane
sulfolane
heptane
heptane

6.1.3. Systemes ternaires nouvellement décrits

1
méthanol
eau
eau
eau
eau
eau
isooctane
isooctane
heptane
octane
nonane
decane
heptane
octane
nonane
decane
MtBE
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
acétone
2-butanone
2-butanone
heptane
octane
nonane
decane
heptane
octane
nonane
decane
toluene
glycérol
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
benzéne
benzéne
benzéne
benzéne

solvant pont
toluene
2,2,4-triméthyl pentane
éthanol
éthanol
toluene
méthanol
xyléne
éthylbenzéne
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
THF
méthanol
éthanol
1-propanol
2-propanol
1-butanol
2-butanol
Iso-butanol
Tert-butanol
glycérol
glycérol
glycérol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthyléthylcétone
eau
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol
1-butanol
1-butanol
1-butanol
méthanol
méthanol
méthanol
méthanol

228

2
2,2,4-triméthyl pentane
toluéne
toluéne
2,2,4-triméthyl pentane
2,2,4-triméthyl pentane
2,2,4-triméthyl pentane
méthanol
méthanol
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
diéthyléther
dibutyléther
dibutyléther
dibutyléther
dibutyléther
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
méthanol
éthanol
2-propanol
MtBE
MtBE
MtBE
MtBE
diisopropyléther
diisopropyléther
diisopropyléther
diisopropyléther
eau
acétone
cyclohexane
n-hexane
n-heptane
-n-octane
cyclohexane
hexane
heptane
n-heptane
n-octane
n-nonane
n-decane

NN =2 a2 a aNdN

réf
[4]
[4]
[4]
[4]
[4]
[4]
[2]
[2]
(8]
(8]
(8]
(8]
(8]
(8]
(8]
(8]
[19]
(111
(111
(111
(111
(111
(111
(111
(111
[0l
[0l
[0l
[6]
[6]
[6]
[6]
[6]
[6]
[6]
[6]
[3]
[10]
[14]
[14]
[14]
[14]
[14]
[14]
[14]
[71
[7]
[71
[71
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benzéne
benzéne
benzéne
benzéne
MtBE
MtBE
MtBE
MtBE
MtBE
MtBE
MtBE
MtBE
Diisopropyléther
Diisopropyléther
Diisopropyléther
Diisopropyléther
Diisopropyléther
Diisopropyléther
Diisopropyléther
Diisopropyléther
Méthanol
Méthanol
Méthanol
Méthanol
méthanol
méthanol
acétonitrile
Acétonitrile
Acétonitrile
Acétonitrile
Acétonitrile
acétonitrile
acétonitrile
Acétonitrile
Acétonitrile
Acétonitrile
Acétonitrile
acétonitrile
Acétate d'éthyle
Acétate d'isopropyle
Caproate d'éthyle

toluene
toluene
toluene
toluene
méthanol
éthanol
1-propanol
2-propanol
1-butanol
2-butanol
Iso-butanol
Tert-butanol
méthanol
Ethanol
1-propanol
2-propanol
1-butanol
2-butanol
Iso-butanol
Tert-butanol
1-propanol
1-butanol
2-butanol
1-propanol
1-butanol
2-butanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
Isobutanol
Isobutanol
isobutanol
2-butanol
2-butanol
2-butanol
Tert-butanol
Tert-butanol
Tert-butanol
2-propanol
2-propanol
2-propanol
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n-heptane
n-octane
n-nonane
n-decane
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
eau
cyclohexane
Cyclohexane
cyclohexane
n-heptane
n-heptane
n-heptane
cyclohexane
n-hexane
n-heptane
cyclohexane
n-hexane
n-heptane
cyclohexane
n-hexane
n-heptane
cyclohexane
n-hexane
n-heptane
eau
eau
eau

[71
[71
[71
[71
(12]
(2]
(12]
(2]
(12]
(2]
(2]
[12]
[13]
[13]
[13]
[13, 1]
(13]
[13]
(13]
[13]
(18]
(18]
(18]
(18]
(18]
(18]
[16]
[16]
[16]
[16]
[16]
[16]
(7]
(7]
(7]
(7]
(7]
(7]
(8]
(8]
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6.1.4. Toxicite des solvants couramment utilises en CCC

Il est souvent difficile d’évaluer de fagon précise la toxicité d’un solvant. Les échelles

utilisées sont variées et ne se recoupent pas toujours. Nous utilisons ici la classification de la
Pharmacopée Européenne 2001 sur les solvants résiduels dans les produits a usage
phamaceutiques, a laquelle nous ajoutons les données de la 1égislation américaine sur la toxicité
intrinséque.

Définitions :

Solvants de classe 1 : ces solvants ne doivent pas étre utilisés dans la fabrication de
principes actifs, d’excipients et de médicaments en raison d’un trop grande toxicité.
Toutefois, si leur utilisation est incontournable dans la production d’un médicament
présentant une avance thérapeutique significative, leur taux ne doit pas dépasser la
valeur indiquée ;

Solvants de classe 2 : ces solvants présentent une toxicité intrinséque qui pousse a
limiter leur utilisation. Leur taux ne doit pas dépasser les valeurs indiquées, exprimées
en EJA et limite de concentration.

Solvants de classe 3 : ces solvants sont considérés comme de moindre toxicité, ne
présentant que peu de dangers pour la santé dans les cas d’exposition aigué. Néanmoins
la toxicité a long terme est inconnue pour la plupart de ces solvants. Leur limite
admissible est inférieure ou égale a 50 mg/j (ramenés a 5000 ppm ou 0,5% exprimée en
concentration). Des taux plus élevés peuvent étre tolérés ;

EJA (exposition journaliére admissible) : dose maximale journaliére de solvant résiduel
admise dans un produit a usage pharmaceutique.

limite de concentration : concentration maximale dans un produit a usage pharmaceutique.

TLV (Threshold limit value) : concentration moyenne (dans une journée de 8 heures a
raison de 5 j/semaine) maximale a laquelle peuvent étre soumis des sujets sains sans effets
secondaires.

SARA 313 : (Superfund Amendments and Reauthorization Act Section 313) I’usage

industriel (plus de 10 000 livres par an, soit environ 5 tonnes/an, et ce a des concentrations au
cours du process dépassant un seuil) d’un solvant mentionné dans cette liste requiert sa
déclaration aupres de I’EPA (Environmental Protection Agency). Le pourcentage donné est la
concentration maximale pour laquelle I’industriel est exempté de déclaration.
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Solvant Classe EJA (mg/j) — limite de TLV (ml/m’ ou ppm — Concentration
concentration (ml/m’ ou mg/m”) limite SARA
ppm) 313 (%)
chloroforme 2 0,6 - 60 10 - 49 0,1
M/BE 3 - 40 ?
acétonitrile 2 4,1-410 40 - 67 1
1-butanol 3 - 50 (peau: 100) - 152 1
(peau: 300)
isobutanol 3 - 50 - 152 -
dichlorométhane 2 6,0 - 600 50-174 0,1
toluéne 2 8,9 -890 50 - 188 1
Méthyl isobutyle 3 - 50 - 205 1
cétone
2-butanol 3 - 100 - 303 1
t-butanol - - 100 - 303 1
Acétate de butyle 3 - 150 - 713 -
méthanol 2 30,0 - 3000 200 - 262 1
1-propanol 3 - 200 - 492 -
2-butanone (MEK) 3 - 200 - 590 1
tétrahydrofurane 2 7,2 -720 200 - 590 -
Acétate de propyle 3 - 200 - 835 -
Acétate d’isopropyle 3 - 250 - 1040 -
Isopropanol 3 - 400 - 938 0,1
Acétate d’éthyle 3 - 400 - 1440 -
n-heptane 3 - 400 - 1640 -
acétone 3 - 750 - 1780 1
éthanol 3 - 1000 - 1880 -
1-pentanol 3 - - -
DMSO 3 - - -
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6.2. Dossier Galanthamine

6.2.1. La maladie d’Alzheimer et les traitements actuels

6.2.1.1. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est la démence la plus fréquente (5 a 10 % de la population
agée de plus de 65 ans). Elle se caractérise par la destruction progressive de cellules nerveuses,
commencant dans le noyau de Meynert. La mort des neurones est visualisable en imagerie
médicale, par le rétrécissement de certaines parties du cerveau, et post-mortem par son atrophie
généralisée. Cette disparition s’accompagne de dépdts cérébraux dans I"hippocampe et le cortex
essentiellement, visibles au microscope, de deux sortes :

- des plaques séniles, des structures sphériques microscopiques formées d’un cceur de
protéines insolubles entourées de prolongements anormaux, constituées majoritairement
de peptide neurotoxique B-amyloide de 40 a 42 acides aminés, issu de la protéolyse
d’une protéine transmembranaire, le précurseur amyloide [44].

- des dégénérescences neuro-fibrillaires (DNF), des envahissements de neurones touchés
par du matériel fibrillaire, en torche ou en boule, constitués par de la protéine Tau. Les
DNF seraient plus des témoins de la mort neuronale que des lésions primitives [130].

La mort neuronale entraine une forte diminution des neurotransmetteurs normalement
produits et sécrétés par les synapses pour assurer la transmission nerveuse. L’acétylcholine est
le neurotransmetteur le plus touché. Cette constatation a dirigé la recherche d’agents
thérapeutiques contre la maladie d’Alzheimer au long des quinze dernic¢res années [129]. Le
role des cellules nerveuses annexes comme les astrocytes est également débattu [41].

Cliniquement, les premiers symptdmes sont des pertes de mémoire, des oublis de noms
ou de mots courants, des troubles de la personnalité, puis un désintérét croissant évoluant vers
une démence profonde caractérisée par les déficits cognitifs classiques (aphasie, agnosie et
apraxie), additionnés d’une anosognosie (non-conscience du patient de ses propres troubles).
Le malade décede de cachexie ou des conséquences d’une maladie intercurrente.

La cause de cette dégénérescence est encore inconnue, et si la recherche fondamentale
avance lentement, les recherches épidémiologiques s’attachent a repérer des facteurs
favorisants, a défaut de trouver des facteurs déclenchants. L’age est bien entendu le plus grand
facteur de risque, quel que soit I’état cognitif de la personne : la probabilité de développer la
maladie d’Alzheimer double tous les cing ans entre 65 et 85 ans [129]. Des facteurs externes de
risque ou de protection déterminants ne sont pas clairement caractérisés [31]. La possibilité
d’un réle défavorable de I’aluminium ou protecteur de la silice présents dans I’eau de boisson
semble par exemple vraisemblable [24].

Si donc les démences en général, et la maladie d’Alzheimer en particulier, sont des
atteintes profondes du systéme nerveux central, le traitement curatif de ces démences serait de
stopper et faire régresser ces lésions. Actuellement, aucun traitement curatif, pour aucune
démence, n’est connu. La mémoire, premicre touchée par le déclin, peut étre plus ou moins
efficacement stimulée, mais en aucun cas une amélioration de la mémoire ne signifie guérison.
On arrive aujourd’hui a retarder 1’évolution de la démence, en minimisant ses symptomes les
plus visibles au début et en repoussant 1’échéance du placement en institution a la fin.
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6.2.1.2. Le traitement spécifique actuel de la maladie
d’Alzheimer : les anticholinestérases

La conséquence directe de la mort neuronale est la disparition des synapses et des
neuromédiateurs qu’elles libérent. Le systéeme neuronal le plus touché, et ce de facon précoce,
est celui des neurones cholinergiques du noyau basal. Les autres systémes neuronaux, libérant
des neurotransmetteurs tels que la sérotonine, la dopamine ou la noradrénaline sont aussi
touchés, mais de fagon moins sévere. La choline acétyltransférase, enzyme produisant
I’acétylcholine [89], est réduite de 60 a 90 % dans le cortex et I’hippocampe de patients atteints
de maladie d’Alzheimer. Cette diminution est fortement corrélée au déficit cognitif. Depuis
maintenant vingt ans, cette atteinte cholinergique fonde I’hypothése cholinergique du
dysfonctionnement de la mémoire dans la maladie d’ Alzheimer.

Différentes stimulation de cette voie cholinergique sont possible : augmenter
I’accumulation du précurseur de I’acétylcholine (choline, 1écithine), stimuler sa libération (par
ex. linopirdine), administrer des agonistes muscariniques (par ex. xanoméline, milaméline, SB
202026) (voir figure 1).
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Figure 1

Une autre appoche consiste a réduire la dégradation de 1’acétylcholine apres sa
libération. Cette stratégie a abouti aux médicaments actuels, les anticholinestérase, inhibant la
dégradation d’acétylcholine par I’acétylcholinestérase [129, 30]. A la suite de la tacrine ou
tétrahydroaminoacridine (Cognex"™), médicament pionnier mais retiré du marché en raison de
sa forte hépatotoxicité, sont actuellement sur le marché le chlorhydrate de donépézil (Aricept”,
Eisai-Pfizer), la rivastigmine (Exélon”, Novartis) (dérivée de la physostigmine, vide infra) et la
galanthamine (Réminyl®, Janssen), plus spécifiques de I’acétylcholinestérase cérébrale [90],
mieux tolérés et plus pratiques au point de vue de la compliance (une prise par jour (Aricept”)
au lieu de quatre (Cognex”)). Le métrifonate a été évalué en tant qu’anticholinestérase a longue
demi-vie, mais des effets secondaires marqués (notamment une faiblesse des membres
inférieurs) ’a fait retirer des essais cliniques. En plus de leur activité inhibitrice de I’enzyme,
ces substances augmentent 1’irriguation sanguine dans les régions atteintes [88]. Ce sont
actuellement les médicaments les plus efficaces dans le traitement symptomatique de la
maladie d’Alzheimer [78]. Ils sont bien tolérés dans 1’ensemble, les effets secondaires des
molécules récentes se limitant a des troubles gastro-intestinaux.

Parmi les molécules anticholinergiques actuellement en développement, on compte la
ganstigmine (CHF2819, Chiesi Pharma) et le zanapézil (TAK-147, Takeda). Ce dernier semble
en outre avoir des propriétés analogues au NGF (Nerve Growth Factor). L’Huperzine A, et des
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molécules dimérique tacrine-huperzine A (Huprine X) sont également en cours d’évaluation
clinique (vide infra). La déhydroévodiamine (vide infra) présente une activité
anticholinestérasique qui sera peut-&tre I’objet d’études plus approfondies (voir figure 2).

Des essais d’administration combinée avec un agoniste muscarinique (la milaméline)
ont montré la possibilité d’une potentialisation de 1’effet des anticholinestérases [9].
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Les caractéristiques suivantes sont communes a tous les anticholinestérases
[27] :

- les effets bénéfiques du traitement sur les activités de la vie courante, similaires pour
toutes les molécules, sont un ralentissement de la progression de la maladie sans
amélioration des symptomes installés ;

- les bénéfices neurologiques sont essentiellement une amélioration de 1’apathie
(insensibilité, nonchalance, affaiblissement affectif ou indolence éprouvée face aux
stimuli extérieurs) ;

- D’age, le sexe ou le génotype ApoE n’est pas déterminant dans la réponse au traitement ;

- les effets secondaires les plus fréquents sont d’ordre gastro-intestinaux (nausées,
vomissements, diarrhées, anorexie) ; plus rarement sont observés des bradycardies ou
des syncopes, des crampes des membres inférieurs, de 1’insomnie.

Les humains synthétisent deux types d’enzyme, 1’acétyl- et la butyrylcholinestérase. Les
deux enzymes sont présentes dans les plaques neurales, et leur inhibition est susceptible de
modifier 1’aggrégation du peptide amyloide . Le role physiologique exact de la
butylcholinestérase est encore inconnu, mais sa quantité augmente lors de la maladie
d’Alzheimer, tandis que le niveau d’acétylcholinestérase diminue. Les anticholinergiques
actuels inhibent les deux enzymes, parfois avec des différences d’affinité de 1 a 2 ordres de

235



grandeur logarithmique. Des études sont en cours pour déterminer le réle de chacune des
enzymes, et il semblerait qu’un inhibiteur sélectif de 1’acétylcholinestérase causerait a long
terme moins d’effets secondaires neurologiques qu’un inhibiteur non sélectif [38, 18]. Par
ailleurs, il existe trois variants de I’AchE (dus a un épissage alternatif de I’extrémité C-
terminale du geéne unique). L’AchE synaptique et musculaire est multimérique, 1’AchE
érythrocytaire est dimérique, et il existe une forme monomérique induite dans les cellules
embryonnaires ou tumorales. Toutes ces formes présentent une certaine homologie avec les
protéines d’adhésion (neurexines, gliotactines, glutactines), ce qui les rend susceptibles de
participer au mécanisme d’aggrégation du peptide f3-amyloide.

De nombreuses molécules sont testées sur des modeles tels que 1’acétylcholinestérase
d’érythrocytes ou des homogénats de cerveau en vue de découvrir de nouveaux inhibiteurs [94,
83, 96]. En plus de leur miniaturisation pour le criblage a haut débit, ces essais ont fait I’objet
de divers couplages pour les rendre faciles d’utilisation, rapides et adaptés a des criblages
rapides. La mise au point d’outils capables de détecter par diverses méthodes, dans un extrait
brut de plante, des molécules a activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase fait actuellement
I’objet de nombreux travaux. Parmi ces méthodes, on trouve la détection enzymatique
directement sur CCM [103, 104, 102] et le couplage de la CLHP avec une réaction
enzymatique en ligne puis détection par spectrometre de masse [42, 47, 103, 81].

L’intérét du traitement par anticholinestérases fait 1’objet d’un consensus relativement
large [78, 131]. Il semble qu’aucune des trois molécules actuellement sur le marché (Donépézil,
Rivastigmine, Galanthamine) ait une supériorité par rapport aux autres, les différences se
faisant surtout au niveau de la tolérance individuelle [108]. Une méta-analyse sur 29 essais
cliniques conduits avec divers anticholinestérases montre néanmoins une amélioration modérée
des symptomes neuropsychiatriques et fonctionnels, sans différence significative entre les
différentes molécules [123]. D’autres études plus rares sur ’amélioration a long-terme de la
qualité de vie du patient, le délai avant institutionnalisation ou le bénéfice pour les soignants
ont été menées et tendent & confirmer I’intérét du traitement [133]. La supériorité du traitement
par anticholinestérases sur les autres traitements disponibles est globalement reconnue [109].
L’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé considére le Service Médical
Rendu (SMR) des anticholinestérases “important”, tandis qu’elle considére “insuffisant” le
SMR des vasodilatateurs nootropes et de 1’extrait standardis¢ de Ginkgo. Mais cette supériorité
sur d’autres traitements est néanmoins contestée par certains auteurs. Ainsi, une analyse
comparative entre le traitement par 1’extrait standardisé¢ Egb 761 de Gingko biloba (vide infra)
et les anticholinestérases montre que 1’amélioration apportée par ces derniers ne se justifie pas.
En effet, les effets indésirables marqués et fréquents des anticholinestérases (90 % des patients
sous anticholinestérase développent des nausées et/ou des vomissements, et les effets
indésirables sont dans I’ensemble 10 fois plus courants) et le prix du traitement par
anticholinestérase (5 fois plus élevé) suggerent de considérer le traitement par 1’extrait Egb 761
comme une alternative thérapeutique de premier plan [111].

Il en ressort que le traitement symptomatique de la maladie d’Alzheimer par les
anticholinestérases montre des limites, qui font envisager de plus en plus la mise au point de
thérapeutiques alternatives [108], ou combinant des agents dirigés vers différentes cibles
pharmacologiques [15, 8, 21, 46, 25], notamment anti-inflammatoires [84, 106, 23].
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6.2.1.3. Les perspectives de traitement

Parmi les nouvelles stratégies, les agonistes muscariniques font 1’objet d’actives
recherches. On attend d’un agoniste muscarinique qu’il soit sélectif des récepteurs centraux,
qu’il stimule la libération d’acétylcholine stockée dans les vésicules synaptiques et qu’il
stimule la production d’une forme non aggrégative du peptide f-amyloide. Beaucoup de
molécules sont écartées au cours des essais cliniques en raison d’effets secondaires
périphériques rédhibitoires. La talsaclidine (Boerhinger Ingelheim) et le CI-1017 (Pfizer) sont
encore au stade du développement (figure 3).

Les agonistes nicotiniques sont moins explorés, mais trois molécules sont actuellement
en développement : le GTS-21 (Taisho), un dérivé d’alcaloide extrait d’un organisme marin en
phase I, le SIB-1553A (SIBIA Neurosciences) et le nefiracetam (Daiichi). La galanthamine agit
partiellement dans ce sens également (figure 3).

D’autres récepteurs peuvent étre des cibles intéressantes. La mémantine (Ebixa”, Merz
Pharmaceuticals, Allemagne) dispose a ce jour (2004) d’'une AMM en Europe, aux Etats-Unis
et dans certains pays d’Amérique du Sud [26, 128]. C’est un antagoniste du récepteur du
NMDA. L’ Ampakine (CX516 — Cortex) stimulant la transmission nerveuse liée aux récepteurs
de ’AMPA, est en phase II. Le MDL100907 (Aventis), agissant sur les récepteurs 5-HT2, et le
SB271046 (GlaxoSmithKline), un antagoniste des récepteurs 5-HT6, sont tous deux en phase I.
Enfin, le NGD 97-1 (Pfizer-Neurogen, structure non disponible), agissant sur des récepteurs du
GABA, est en phase II. D’un point de vue chimique, on peut remarquer que la grande majorité
des molécules utilisées dans le traitement de la maladie d’Alzheimer sont basiques (alcaloides

ou molécules de synthese azotées) (figure 3).
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D’autres modes de stimulation du systéme cholinergique sont explorés : augmentation
de la libération d’acétylcholine [29], greffe de neurones ou de précurseurs [1, 2, 32], voire

transfert de génes [129]. Par ailleurs, I’acétylcholinestérase a montré une activité stimulante sur
la croissance des neurones de I’hippocampe par un phénoméne non li¢ a D’activité
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cholinergique ni au site catalytique proprement dit. Cette activité serait due a une forme
d’acétylcholinestérase présentant des propriétés de canal calcium voltage-dépendant [19], et
cette activité peut ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques. Enfin, des stratégies
totalement diférentes sont également sous investigation, comme la vaccination [55]. Par contre,
si pour la maladie de Parkinson une stimulation électrique directe au niveau cérébral fait
disparaitre les symptdmes, a ce jour aucune restauration des performances cognitives des sujets
atteints de la maladie d’ Alzheimer n’a été mentionnée par ce moyen.

6.2.2. Intéret et potentiel des substances naturelles dans le
traitement des demences et de la maladie d’Alzheimer

De nombreuses plantes sont utilisées traditionnellement a des fins nootropes sur tous les
continents. Les tests biologiques effectués pour valider ces usages sont trés variés et vont de
tests comportementaux a des tests d’inhibition enzymatique. Pour ces derniers, la piste
cholinergique est généralement préférée et c’est 1’inhibition de 1’acétylcholinestérase qui est
¢valuée. Quel que soit le test, 1’activité peut étre évaluée avec des composés purs ou des
extraits, mais dans ce dernier cas le degré d’information a une plus faible valeur, en raison des
synergies qui existent généralement entre les différents composants d’un extrait, et qui sont mal
connues.

6.2.2.1. Lamiaceae

Des Lamiaceae européennes ont montré in vitro une activité cholinergique en plus

d’activité anti-oxydante, anti-inflammatoire, cestrogénique : Melissa officinalis L., Salvia sp (S.
officinalis L., S. lavandulifolia Vahl., S. miltiorrhiza Bung.), Rosmarinus officinalis L. Cette
activité est réelle mais peu spécifique, imputable vraisemblablement au mélange de
monoterpénes. Une étude sur I’activité anticholinestérase des monoterpénes isolés indique des
synergies et des antagonismes entre les différents composants [107].
Des essais d’administration orale d’huile essentielle de S . lavandulifolia (1I’espéce présentant la
plus faible proportion de thujone convulsivante) confirment le bénéfice thérapeutique sur la
mémoire et I’attention chez des malades atteints de la maladie d’Alzheimer [95], de méme que
chez des sujets jeunes [122].

6.2.2.2. Pharmacopée indienne

La pharmacopée indienne contient de nombreuses especes réputées améliorer la
mémoire et les fonctions cognitives. La catégorie Medhya regroupe six plantes nootropes :
Benincasa hispida (Thunb.) Cogn. (Cucurbitaceae), Lavandula steechas L. (Lamiaceae),
Convolvulus pluricaulis Chois. ; (Convolvulaceae), Celastrus paniculatus Willd. (Celatraceae),
Centella asiatica (L.) Urban. (Apiaceae), Bacopa monnieri (L.) Pennel (Scrophulariaceae)[79].
A ces plantes s’ajoutent Whitania somnifera Dunal (Solanaceae) (le “ginseng indien”) [6],
Clitoria ternatea L., (Fabaceae), Curcuma longa L. (Zingiberaceae), Acorus calamus L.
(Araceae) et Terminalia chebula Retz. (Combretaceae) [43, 49]. Il faut noter également
I’intéressante activité anti-parkinsonienne des graines de Mucuna pruriens (L.) D.C.
(Fabaceae), due en partie a sa teneur en dopamine, mais probablement a d’autres composés [80,
45].
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6.2.2.3. Pharmacopée chinoise

La pharmacopée chinoise est a ’origine de 1’usage de I’extrait de Ginkgo biloba L.
(Ginkgoaceae). L extrait standardisé Egb 761 (Tanakan®, Ginkogink®, Tramisal“) est obtenu
par extraction des feuilles séches par un mélange acétone/eau, et contient 24 % d’hétérosides
flavoniques (majoritairement quercétine, epicatéchine, catéchine, rutoside, apigénine, lutéoline)
et 6 % de lactones terpéniques (3,1 % de ginkgolides et 2,9 % de bilobalide). Une bibliographie
extrémement fournie, dont plusieurs revues, s’est accumulée ces 30 dernic¢res années [117]. Son
efficacité est bien documentée, et des études cliniques sur cet extrait paraissent réguli¢rement.
Les mécanismes d’actions sont multiples, impliquant effet antioxydant, modulation des
neurotransmetteurs et antiaggrégation plaquettaire [20, 117]. La pharmacopée chinoise a
¢galement abouti a I’isolement de I’huperzine A, un alcaloide extrait de la mousse Huperzia
serrata Thunb. (Lycopodiaceae). Cet alcaloide est un anticholinestérase puissant [132, 116]
(vide infra). La déhydroévodiamine de Evodia rutaecarpa Bentham (Rutaceae) possede
¢galement une activité anticholinestérasique [91]. D’autres plantes utilisées dans le traitement
des troubles cognitifs sont mentionnées dans la médecine chinoise : Magnolia officinalis
Rehder & Wilson (Magnoliaceae), Polygala tenuifolia Wild. (Polygalaceae), Biota orientalis
(Coniferae), Codonopsis pilosula (Campanulaceae), Coptis chinensis (Ranunculaceae), Crocus
sativus (Iridaceae)[43].

6.2.2.4. Autres

Le tabac, Nicotiana tabacum L. (Solanaceae) contient de la nicotine, modéle
pharmacologique d’agoniste cholinergique nicotinique. Des agonistes des récepteurs
nicotiniques sont également présents dans Angelica archangelica L. (Apiaceae). Les alcaloides
des Amaryllidaceae ont souvent une activité agoniste nicotinique.

Les saponosides adaptogeénes des ginsengs (Panax sp, Zingiberaceae) ont un effet
nootrope intéressant, objectivé au niveau neuronal par un effet d’activation cellulaire [86, 97,
77,115, 28, 66, 87, 56, 57].

L’arécoline de la noix d’arec (Areca catechu L., Palmae), stimulant la mémoire, est un
agoniste muscarinique, au méme titre que la muscarine d’Amanita muscaria (L. : Fr.) Hook,
Amanitaceae. Il est intéressant de noter que ce champignon correspond vraisemblablement au
Soma, la plante magique hallucinogéne des Veda indiens et des Chamans caucasiens.

A coté de ses propriétés antidépressives, le millepertuis (Hypericum perforatum L.,
Guttiferae) posséderait également une activité nootrope [63].

Enfin, quelques articles mentionnent les activités nootropes d’extraits de plantes comme
la pivoine (Paeonia suffruticosa Andrews, Paeoniaceae), Angelica sinensis L. (Apiaceae) [93].
L’effet nootrope est parfois I’objet d’enquétes ethnopharmacologiques de terrain [110].

6.2.2.5. Anticholinestérasiques avérés

Au moins trois plantes (ou groupe botanique) synthétisent des alcaloides
anticholinestérasiques. Il s’agit des Amaryllidaceae (galanthamine et alcaloides apparentés,
vide infra), de Physostigma venenosum Balf. (dont les graines, appellées « féves de Calabar »,
contiennent la physostigmine ou ésérine, mod¢le d’inhibiteur de 1’acétylcholinestérase a
I’origine de la rivastigimine) [120] et Huperzia serrata synonyme Lycopodium serratum L.
(Lycopodiaceae) (huperzine A et B).

L’huperzine est certainement le prochain anticholinergique disponible sur le marché. A ce titre,
quelques détails sont donnés ici. Huperzia serrata est une mousse utilisée en médecine chinoise
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comme anti-inflammatoire et contre la schizophrénie (Qian Ceng Ta, pagode aux mille toits).
L’huperzine A est un alcaloide trés stable, comprenant une fonction pyridone et une amine
primaire.

HoN Z S
X

Huperzine A

L’Huperzine A montre une tres forte inhibition de I’AChE, supérieure ou équivalent aux
autres inhibiteurs actuels, avec une excellente sélectivité pour I’AChE [92, 127, 132] :

ICso (uM) AChE | ICso (uM) BuChE K; (nM) (AChE membranaire
(cortex de rat) (sérum de rat) d’érythrocytes de rat)
Huperzine A 0,082 74,43 249
Donepezil 0,010 5,01 12,5
Tacrine 0,093 0,074 105,0
Galanthamine 1,995 12,59 210,0

Elle présente, en outre de ses propriétés anticholinergiques, diverses propriétés
appropriées a un usage dans la maladie d’ Alzheimer (neuroprotection, agoniste cholinergique et
muscarinique...) ainsi qu’une faible toxicité. Les essais cliniques publiés confirment
unanimement son effet bénéfique sur les symptomes de la maladie d’Alzheimer.

L’huperzine A n’est pas encore approuvée par la FDA et reste encore treés chére (de
l'ordre de la centaine de milliers d’euros /kg), mais représente un volume de vente considérable
sous forme d’extraits (teneur en huperzine A de I’ordre de 0,01%) sur le marché des
compléments alimentaires et des produits naturels. Sa toxicité est trés faible. Il est
vraisemblable que cette molécule va bientot compléter la panoplie des anticholinergiques.

e S S
; WYY

X

/] i a1} ] !
Figure 4 : Huperzia serrata (L) (http://shiretoko.muratasystem.or.jp/2003/04/030428aj.html)
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6.2.3. La galanthamine

6.2.3.1. Historique

Homeére décrit une situation lors du passage d’Odyssée dans I’ile de Aea (actuellement
la péninsule italienne de Monte Circeo), qui mérite d’étre mentionnée ici. Il raconte que la
sorciere Circé utilisa un poison pour faire perdre la mémoire aux marins imprudents d’Odyssée
et lui permettre ainsi de les transformer en cochons. Sur le chemin qui le conduit a ses amis
captifs, Odyssée rencontre Hermes qui lui montre un antidote pour se protéger et libérer ses
équipiers, une plante qu’Homere décrit comme ayant “une fleur blanche comme du lait et une
volumineuse racine noire”, et poussant dans un vallon humide et frais. On peut penser, avec
certains auteurs [98], que le poison dont il est question est vraisemblablement le Datura
stramonium, contenant de 1’atropine et de la scopolamine (agoniste anticholinergique) et
pouvant causer amnésie et hallucinations. L’antidote correspondant a la description faite par
Hermes autant de I’aspect que des effets “pharmacologiques” serait le Galanthus nivalis (gala :
lait, anthus : fleur). Dioscoride décrit d’ailleurs cette plante dans son recueil De Materia
Medica d’une fagon qui laisse peu de place a I’erreur. C’est néanmoins une observation
contemporaine (dans les années 50) qui est a 1’origine de 1’intérét porté a cette plante. Un
pharmacologiste bulgare remarqua en effet que des villageois s’appliquaient les feuilles de
perce-neige sur le front pour soulager les douleurs nerveuses [82]. L’usage traditionnel du
perce-neige, autant externe qu’interne, a été¢ présenté comme répandu dans différents pays
d’Europe de I’Est, Bulgarie, Ukraine, Roumanie, Balkans, mais cette utilisation n’est relatée
dans aucun ouvrage avant les années 50, et méme de facon extrémement rare ensuite [40]. Les
Amaryllidaceae dans leur ensemble sont de facon générale peu mentionnées dans les
pharmacopées traditionnelles européennes. Quoiqu’il en soit, I’alcaloide majeur est rapidement
isol¢ (d’abord de Galanthus woronowii en 1951 [100], puis de Galanthus nivalis en 1954 [7] et
de Leucojum aestivum en 1961 [126], et la structure élucidée par Kobayashi dés 1956 [60]
(données RMN "°C en 1971 [14]). La premiére application thérapeutique a été paradoxalement
celle de myorelaxant en anesthésiologie (la galanthamine neutralise le blocage musculaire
induit par les curarisants). Rapidement, son usage s’est ¢largi aux domaines de la physiologie
(traitement de la paralysie post-poliomyélitique et de la myasthénie), de la neurologie, de
I’ophtalmologie (réduction de la pression intra-oculaire), de la cardiologie, des soins intensifs,
et de la gastro-entérologie. La Nivaline®, (galanthamine HBr) est disponible commercialement
en URSS des 1958 sous forme injectable, et en comprimés en 1984, majoritairement pour le
traitement de la poliomyélite. Des études cliniques dans le cadre de la maladie d’Alzheimer
commencent dans les années 80. Les premiéres autorisations de mise sur le marché datent de
1996 (Autriche) puis 2000 (Islande, Irlande, Suéde, Grande-Bretagne). En 2004, la
galanthamine dispose d’'une AMM dans le traitement des symptomes faibles a modérés de la
maladie d’Alzheimer dans la plupart des pays européens, aux Etats-Unis et dans quelques pays
d’Asie. Plus de 150 brevets portent sur la synthése ou 'utilisation de galanthamine.
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Structure 3D déterminée par RX
(méthyliodure de galanthamine) [11]

(-)-Galanthamine

(-)-galanthamine (galanthamine naturelle) :
Numéro CAS : 357-70-0 et 1668-85-5 (le racémique porte le numéro 23173-13-9)
Formule brute: C17H,21NO;
Masse exacte: 287.152144
Composition centésimale: C 71.06%; H 7.37%; N 4.87%; O 16.70%
Point de fusion: Mp 127-129° (133-134°)
Pouvoir rotatoire: [a]*p -122 (c, 0.60 EtOH)
pKa 8.32
Log P 1.11 (valeur théorique)

La (+)-galanthamine (CAS 60384-53-4), obtenue par synthése, est 1’énantiomeére
12a(R),4a(R),3(S) de la galanthamine, et n’a pas d’activité biologique.

6.2.3.2. Les sources végeétales

La galanthamine est présente dans tous les organes de nombreuses especes de la
famille des Amaryllidaceae, sans étre néanmoins ubiquitaire dans ce genre. Les
Amaryllidaceae (ordre des Allioideae, classe des Monocotylédones, embranchement des
Angiospermes) regroupent 85 genres dont beaucoup sont ornementaux (Clivia, Hymenocallis,
Amaryllis, Narcissus...) et entre 800 et 1100 espéces selon les classifications. Cette famille se
répartit sur toute la planéte, en évitant la région des tropiques néanmoins. Toutes les especes
de cette famille contiennent des alcaloides lui conférant une toxicité globale connue depuis
I’ Antiquité mais peu utilisée en médecine, contrairement a la famille des Liliaceae
(Colchicum automnale, Allium sativum, Aloe vera...). Les alcaloides répandus dans ce groupe
ne se retrouvent pas dans d’autres familles, et les alcaloides d’ Amaryllidaceae peuvent étre un
critére de taxonomie [39].

De trés nombreux alcaloides apparentés ou non a la galanthamine ont été identifiés dans cette
famille (voir les revues des Natural Products Reports [33-36, 67-75, 52, 76, 51]).

La galanthamine quant a elle a été identifiée dans de nombreuses espéces, au moins dans les
especes suivantes:

Genre Galanthus [13]:

G. nivalis, elwesii, ikariae [113, 65, 114], krasnovii, woronowii, crinium, gracilis
Genre Leucojum :

L. aestivum [61, 10, 114, 59], vernum
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Genre Narcissus [13] :
N. pseudonarcissus cv. King Alfred, Golden Harvest, Sir Winston Churchill [48],
gracilis, incomparabilis, jonquilla, lobularis, odorus var rugulosus, poeticus,
triandrus, confusus [4, 112], tazetta [113], bujei [64], tortifolius, nivalis [5]

Genre Lycoris :
L. incarnata, sanguinea, radiata [58]

Genre Crinum :
C. giganteum, amabile, defixum [50]

D’autres Amaryllidaceae (source : [99]) :
Hymenocallis littoralis, Alstroemeria angustifolia (0,005%), Bomarea salsilla
(0,009%), Callostemma luteum (0,091%), Cooperia drummondii (0,017%),
Cyrtanthus herrei (0,074%), Eucharis subedentata (0,4%), Haemanthus coccineus
(0,22%), Tedingea tenella (0,3%), Phaedranassa megistophylla (7,4%), Ungernia
victoris [13], Haemanthus multiflorus, Pancratium maritimum, P. arabicum,
Sternbergia fischeriana [13], Zephyranthes andersoniana [13], Chlidanthus fragans

Agavaceae (source : [99]):
Polianthes tuberosa (0,003%), P. pringlei (0,003%)

Haemodoraceae (source : [99]):
Conanthera bifolia (0,012%), Cyanella alba (0,013%), Tribonanthes uniflora

(0,014%)

Hypoxidaceae :

Rhodohypoxis milloides (0,003%) [99]

Plusieurs especes ont été évaluées quant a leur production en galanthamine, a 1’état
spontané, cultivé ou sous forme de culture de cellules (par exemple pour les Narcissus [85] et
Leucojum aestivum [99]). La production d’alcaloides, et la proportion de galanthamine parmi
ceux-ci est trés variable. Différentes méthodes HPLC sont disponibles pour 1’analyse des
alcaloides d’ Amaryllidaceae [112, 48].

6.2.3.3. Biosynthese

La biosynthése de la galanthamine a fait I’objet de plusieurs travaux, dans I’espoir
notamment de fournir des clés vers une production biotechnologique de galanthamine.
L’étude la plus récente [22] a utilisé des marquages radioactifs (CH) et isotopiques ("°C) des
précurseurs supposés, qui sont de type méthylnorbelladine ((OC’H;]4’-O-méthylnorbelladine,
[OC’H3]3’-0-méthylnorbelladine, [3,5-°C,]4’-O-méthylnorbelladine, [a-"CJ4’-O-
méthylnorbelladine). Ce précurseur n’est pas transporté dans la plante intacte, aussi les
auteurs ont utilisé des fragments de différents organes de plante et les ont plongés dans des
solutions de précurseurs. C’est le Leucojum aestivum qui a montré la meilleure incorporation
de précurseur, en particulier au niveau de la paroi ovarienne et du pédoncule floral. Ces études
confirment que la 4’-O-méthylnorbelladine est le précurseur universel des alcaloides
d’Amaryllidaceae, et que la galanthaminone n’est pas le précurseur direct de la galanthamine
(Schéma 5). Ces travaux permettent d’orienter des études plus approfondies sur les enzymes
responsables de ces transformations, et 1’isolement de leur génes codant, dans une perspective
de production biotechnologique.
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6.2.3.4. Synthese

La premiére synthése totale remonte aux années 60. Etablie dans le but de confirmer la
structure, cette synthése biomimétique de laboratoire présentait un rendement de 0,5 % avant
résolution du racémique [3]. Aujourd’hui plusieurs synthéses de galanthamine, racémique ou
énantiosélective, existent. Les premicres synthéses (une vingtaine d’articles de 1962 a 2000)
utilisaient une approche biosynthétique, dans laquelle 1’intermédiaire critique, la
galanthaminone, ou narwédine (comprenant un carbone 12a spiro) était obtenue par couplage
phénolique oxydatif puis réduite de fagon énantiosélective. Les composés de départ sont
généralement ’isovanilline et la tyramine. L’étape cruciale est le couplage oxydatif
intramoléculaire, qui nécessite des groupements favorisant le couplage para-ortho’ et
empéchant le couplage ortho-ortho’ spontanément favorisé [22]. La synthese utilisée
industriellement pas Janssen pour la galanthamine et ses dérivés, a été brevetée. Elle consiste
en une synthése en 9 étapes, a partir de la vanilline et de la tyramine [17, 62, 16] :

N
e

spontané
—_—
HO H °
H5CO H,CO

4-O-Méthylnorbelladine Diénone instable N-Deméthylnarwedine

N-méthylation

OH

2 equilibre via

N-méthylation 3 )
yiat une oxydoréductase ?

—_— -
—_—
=N 0
R NH R N——CHj N——CHj
HsCO H,CO s HsCO
. . ; Narwédine
N-Démeéthylgalanthamine Galanthamine

Figure 5 : biosynthese de la galanthamine.
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Figure 6 : synthese de la galanthamine (Czollner et al.).

Les approches non biomimétiques récentes utilisent généralement une réaction de
Heck (couplage d’un halogénure avec un alcéne) pour créer le carbone spiro (§)-Cl12a. La

synthése de Trost ef al. comporte 8 étapes, et son rendement global est de 14,8% avec un
exces énantiomérique de 96% [124, 125] (Figure 7).
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Glutaraldéhyde
réactif de Emmons-Wadsworth-Horner
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H,CO Br HaCO. 5 COCHs
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TrocO CHOo 72% 88% ee HaCO o

CHO
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CH(OCHy),
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Pd(OAc), (15%),
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Ag,CO;, PhCH3, 107°C, 24h.

(91%)
b) SeO,/dioxane, 150°C, NaH,PO,, HsCO Br
sealed tube (57%)

Figure 7 : synthese de la galanthamine (Trost et al.).

Réaction one-pot:

a) MeNH,, MeOH

b) DIBAL-H puis NaH,PO,
¢) NaCNBH3
-

MeO.

62%

(-)-galanthamine

Une synthése du mélange racémique en 8 étapes avec un rendement global de 12% a été
proposée par I’équipe CNRS de Thal et al. et a été brevetée [37, 121] (Figure 8).

[\ [\ o

0. le} @) (0}

a) Ph3CBF,, CH,Cl,, 20°C (100%)
b) (PhSe0),0, CH,Cl,,
tamis moléculaire50%

+ a) estérification: EDCI, DMAP, CH2CI2 (80%)
b) cyclisation de Heck: (Pd2(dba)3),
1,2-bis(diphenylphosphanyl)ethane,

OH TIOAc, CH3CN, 3 jours (67%)

OCH;

HO,C

OCHj OCH,

a) 40%MeNH,, THF (100%)
b) (CH,0)n, TFA, CI(CH,),Cl (63%)

Réaction one-pot:
a) MeNH,, MeOH

b) DIBAL-H puis NaH,PO
) puis Jatet D L-Sélectride, THF (93%)

¢) NaCNBH3
- -
62% O\\\
OCHg OCHj3 OCH, (+-)-oxonawédine

(-)-galanthamine

Figure 8 : synthese de la galanthamine (Thal et al.).

Dans les cas ou la synthése est racémique, la résolution optique du racémique de
galanthamine peut étre réalisée selon différentes méthodes classiques de cristallisation de
diastéréoisomeres. La résolution peut €tre réalisée au cours de la synthése, sur le mélange
racémique de galanthaminone [12] comme c’est le cas dans la synthése de Czollner et al.
(figure 6) : la (+)-narwédine peut étre résolue par cristallisation avec de la (-)-galanthamine.
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La (-)-galanthamine peut étre obtenue directement a partir du racémique par estérification
diastéréosiomérique avec le dibenzoyltartrate, le di-p-toluoyl-(-)-tartrate[54] ou le
(1S)camphanate[118, 119]. Des séparations énantiomériques par ¢lectrophorese capillaire
[105] ou par polyméres a empreinte moléculaire[53] ont été réalisées mais ne sont pas
applicables pour I’instant a I’échelle industrielle.

6.2.3.5. Pharmacologie, pharmacocinétique, clinique

La pharmacologie des anticholinestérases est trés vaste. Quelques points propres a la
galanthamine sont mentionnés ici [38, 40].

6.2.3.5.1. Inhibition de I’acétylcholinestérase

La galanthamine est un inhibiteur compétitif de I’acétylcholinestérase, avec une ICs
variant de I’ordre de 10° a 107 M selon les modéles et les auteurs. Dans ces modéles, la
galanthamine est moins inhibitrice que les molécules de référence, comme la physostigmine
ou la tacrine. Elle présente une affinité plus de 50 fois supérieure pour I’AChE érythrocytaire
que pour la BuChE plasmatique. Une étude comparative de la galanthamine avec 7 autres
inhibiteurs de 1’AchE (tacrine, bis-tacrine, rivastigmine, heptyl-physostigmine, donepezil,
zanapezil, metrifonate) montre que la galanthamine a une bonne sélectivité vis-a-vis de
I’acétylcholinestérase par rapport a la butyrylestérase (inférieure néanmoins aux zanapezil et
donepezil). La galanthamine présente une activité inhibitrice sur tous les variants de I’enzyme
[101].

6.2.3.5.2. Agoniste des récepteurs cholinergiques nicotiniques

La galanthamine a un effet modulateur allostérique positif sur les récepteurs
nicotiniques a4, (elle augmente ’affinité des ligands pour leur récepteurs). Elle se fixe sur
les récepteurs nicotiniques pré- et postsynaptiques, sur un site différent de 1’acétylcholine.
Cette régulation a donc pour effet d’augmenter la libération d’acétylcholine et de glutamate
dans la fente synaptique.

6.2.3.5.3. Autres activités

La galanthamine présente une activité analgésique a la fois de type morphinique
(réversible a 1’administration de naloxone) et anti-morphinique (blocage de I’effet
d’allongement du sommeil par la morphine). Les anticholinestérases en général présentent
souvent une activité analgésique, mais sans cette composante morphinique. Le mécanisme de
I’effet analgésique non-li¢ a I’activité anticholinestérasique n’est pas encore ¢lucidé. Par
ailleurs la galanthamine stimule la libération d’ACTH au niveau central, stimulant ainsi la
libération de cortisol.
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6.2.3.5.4. Pharmacocinétique, toxicologie

La biodisponibilité de la galanthamine est de 85% (comprimés) a 100% (solution) et
sa demi-vie d’¢élimination est de 4 a 10 heures selon les études. La galanthamine ne se fixe pas
sur les protéines plasmatiques. 30 % de la dose administrée sont excrétés intacts dans les
urines, la proportion restante étant métabolisée essentiellement par le cytochrome P450 en
¢épi-, norgalanthamine et O-déméthyl-norgalanthamine. Il ne semble pas y avoir d’effet de
premier passage hépatique ni de conjugaison hépatique. La galanthamine présente une trés
faible toxicité générale et aucune toxicité feetale ou tératogéne.
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6.3. Dossier chlorure de benzalkonium

Cet ammonium quaternaire est tres utilisé industriellement et se retrouve couramment
dans la vie quotidienne pour ses propriétés antiseptique (c’est un bactériostatique a spectre
étroit (davantage actif sur les bactéries Gram (+)), antifongique, désinfectante... Il est le
composant majeur de divers tensioactifs nettoyants médicaux ou non, de spermicides
(tampons et crémes Pharmatex”), il sert de conservateur alimentaire, pharmaceutique, ou
industriel (préservation de la pate a papier, du papier, du bois, cuir...), il est utilisé¢ dans le
traitement des eaux, les circuits d'eau de refroidissement, les dispositifs humidificateurs, dans
les systemes de climatisation...

Il est connu sous de nombreux synonymes :

Alkylbenzyldimethylammonium chlorides; Alkyldimethylbenzylammonium chloride; BTC;
BTC 471; Benirol; Benzalkon A; Benzalkonium chloride; Bionol; Bio-Quat ; BTC ; Capitol;
Cequartyl; Culversan LC 80; Desivon ; Dimanin A; Drapolene; Drapolex; Enuclen;
Gardiquat ; Genamin KDS; Germ-i-tol; Germinol; Intexan LB 50; Kemamine BAC; Leda
benzalkonium chloride; Marinol ; Magna M 407; Mefarol; Morpan BC 50; Mycosan;
Mycosan S; Neo germ-i-tol; Osvan; Osvanwash; Paralkan; Phagomucor; Preventol R 80;
Quadrilan+so BC ; Quaternium 1; Quatramine 50; Rewoquat B 50 ; Rhodaquat RP 50;
Roccal ; Rodalon ; Romergal CB; Triton K-60 ; Variquat+so SOMC ; Zephiran; Zephiran
chloride ; Zephirol ; Zoharquat 50

Numéro CAS : 8001-54-5 (numéros périmés : 8011-91-4, 8036-90-6, 8039-63-2, 8045-21-4,
12741-06-9, 39434-18-9, 59890-14-1, 75635-12-0).

6.3.1.1.1.1. Caractéristiques physico-chimiques

A D’état pur, c’est un solide blanc ou jaunitre compact, d’odeur forte rappelant
I’amande ameére. Son point de fusion est bas (environ 30 °C), et il peut étre sous forme de
liquide trés visqueux a la température ambiante. Il est trés hygroscopique. Il est soluble dans
I’eau et les alcools. Il est soluble dans les solvants chlorés, mais peu soluble dans la plupart
des autres solvants organiques.

Une méthode d’extraction simple du chlorure de benzalkonium de matrices aqueuse
consiste a réaliser un dosage en ajoutant une proportion adaptée de chlorure de sodium et
d’acétonitrile. Dans ces conditions, le chlorure de benzalkonium forme une phase supérieure
concentrée.

6.3.1.1.1.2. Structure chimique

C’est un mélange variable d’homologues dont la chaine latérale varie de 8 a 18 atomes
de carbone. On considére que sa masse moléculaire est de 360. La proportion des différents
homologues du mélange est variables selon le fournisseur.

Le benzalkonium ACROS contient par exemple :
CsetCip:<5%
Ci2:60a70 %
Ci1430240 %
Cis et Ciz : <5%.

Dans le cas du benzalkonium Sigma-Aldrich, ces proportions n’étaient pas connues, et
nous avons considéré le mélange comme étant le suivant :
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Clz 250 %
C14 25 %
C16 25 %

Nous avons vérifié cette répartition majoritaire par HPLC, ce qui nous a permis de relever
le comportement chromatographique tres voisin des différents analogues.

6.3.1.1.1.3. Toxicité

Il est considéré comme corrosif, irritant pour le peau et les muqueuses. La toxicité
orale chez le rat montre une DL 50 de 240 mg/kg a 1500-1600 mg/kg selon les auteurs. Chez
I’homme, les risques associés sont surtout d’ordre cutané (irritation, allergie en cas d’usage
chronique) et gastrique (ulcération, vomissements, diarrhées) en cas d’ingestion. La toxicité
environnementale du chlorure de benzalkonium n’est pas trés explorée. Aucune mesure de
destruction particuliere n’est exigée pour son traitement. Il ne présente pas de risque de
bioaccumulation. Cependant, comme tout tensioactif, il présente une toxicité sur les
organismes aquatiques (CLsy sur la truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri) : 0,2 mg/l ; CLsg sur la
puce d’eau (Daphnia magna) : 215 mg/l). Le chlorure de benzalkonium ne doit donc pas étre
rejeté dans les eaux de collecte. Il présente une biodégradabilité supérieure a 90 % selon la
méthode de ’OCDE.
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6.4. Données de RMN des alcaloides isolés

Galanthamine
Galanthamine (20)
Ne Bc o "H § (ppm) Multiplicité, J (Hz)
(ppm)
1 126.87 6.024 d, 10.3
2 127.63 5.955 dd 10.1 ;4.8
3 62.03 4.101 t1 4.5
4 30.00 1.98 ; 2.64 ddd 15.7;4.9;2.5,dm 15.7
4a 88.69 4.570 t1 2.0
Sa 144.08 - -
6 145.81 - -
7 111.14 6.624 syst ab avec 8, d 8.2
8 122.08 6.586 systab avec 9, d 8.2
8a 129.30 - -
9 60.60 3.64;4.05 d15.1;d15.1
11 53.82 3.01;3.23 dl 13.7,t13.4
12 33.79 2.04;1.53 td 13.4;2.8,dm 13.6
12a 48.22 - -
12b 133.03 - -
13 55.90 3,787 S
14 42.06 2.357 S

Spectromeétre : Bruker Avance DRX 500. CDCI3, 500 MHz ('H), 125 MHz (°C)
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Galanthaminone (Narwedine)

Galanthaminone (22)
Ne | °C & (ppm) 'H § (ppm) multiplicité, J (Hz)
1 144.29 6.942 d; 10.0
2 127.29 6.043 d;10.2
3 194.54 - -
4 33.08 2.283; 1.885 t;12.8;d;12.8
4a 88.06 4.739 sl
Sa 144.20 - -
6 147.06 - -
7 112.00 6.698 d;7.8
8 122.29 6.671 d;7.8
8a 128.83 - -
9 60.54 4.132;3.778 d;153;d;153
11 54.05 3.281;3.175 t;134;m
12 37.41 3.166 ;2.756 m;dd; 17.8;20.6
12a 49.01 - -
12b 130.59 - -
13 56.11 3.840 sl
14 42.19 2.460 s

Spectrometre : Bruker Avance DRX 500. CDCI3, 500 MHz ('H), 125 MHz (°C)
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Norgalanthamine

Norgalanthamine (21)

Ne | °C & (ppm) "H § (ppm) multiplicité, J (Hz)

1 126.96 6.015 m

2 127.98 6.016 m

3 62.09 4.139 tl; 3.6

4 30.02 2.680;2.006 |dd;159;3.0;ddd;15.8;5.0;2.3
4a 88.67 4.603 tl; 1.8

Sa 144.31 - -

6 146.35 - -

7 111.17 6.633 m

8 121.06 6.629 m

8a 132.00 - -

9 53.66 4.029 ; 3.985 m

11 48.76 1.846 ; 1.775 dt;13.3;2.7;td;13.0;2.8
12 39.76 3.390; 3.224 dt;14.6;2.9;dd;14.6;11.5
12a 46.98 - -
12b 133.23 - -

13 56.05 3.817 S

Spectromeétre : Bruker Avance DRX 500. CDCI3, 500 MHz ('H), 125 MHz (°C)
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Ungiminorine

Ungiminorine (24)
N° BC 8 (ppm) "H § (ppm) multiplicité, J (Hz)
1 68.19 4.684 d;23
2 80.02 3.857 t;3.0
3 67.92 4.771 m
3a 139.39 - -
4 119.22 5.699 qd; 1.7
5 62.11 4772 ; 3.809 m;dm; 12.7
7 54.22 4.592 ; 3.756 d;12.7;dm; 12.7
7a 130.73 - -
8 108.38 6.818 bs ; swip=1.4
9 146.41 - -
0O-CH,-O 101.46 5.952 dd;14.7, 1.6
10 148.52 - -
11 105.87 7.033 bs ; swip=1.8
11a 124.46 - -
11b 41.26 2.891 dm;11.8
llc 65.08 4.473 d, 11.8
-OCH3 58.42 3.423

Spectrométre : Bruker Avance DRX 500. CDCI3, 500 MHz ('H), 125 MHz (°C)
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6.5. Annexes biographiques

6.5.1. Tswett

Michel TSWETT (Mikhail Semenovitch
TSVET) nait a Asti (Italie septentrionale) le 19 mai |
1872, de Siméon TSWETT (russe) et de Marie
DORROZA (italienne). Il fait ses études
secondaires en partie & Lausanne, puis a Geneve.
De 1891 a 1896, il est étudiant a la Faculté des
Sciences de Genéve. Il occupe son premier poste 4 |
I'Institut de Botanique dirigé par Robert B
CHODAT ; En 1895, il entre au laboratoire du |
Professeur THURY (Botanique générale) ou il
commenge sa thése qu'il présente en 1896. En L1888 _
1896, il retourne en Russie ou il enseigne la botanique dans des instituts privés, a Saint-
Pétersbourg. A partir de 1901, Tswett réside a Varsovie. Il en est chassé par l'invasion
allemande et perd dans cette catastrophe tout son bien et tous ses livres (1915). Il devient
assistant (1901-1908) et privat docent (a partir de 1902) a I'Université de Varsovie. En 1907,
il est nommé professeur de botanique et d'agronomie a 1'Institut vétérinaire de Varsovie, puis
professeur de botanique et de microbiologie a I'Institut polytechnique de cette ville (1908). 11
rédige alors l'admirable livre intitulé: "Les chromophylles dans les monde végétal et animal".
Apres son départ forcé de Varsovie (1915) , il se réfugie Moscou, puis a Nijni-Novgorod, ou
doit étre transférée I'école polytechnique de Varsovie. En 1917, il est en convalescence a
Vladikavkaz, aprés une grave maladie. C'est 1a qu'il regoit son appel comme professeur de
botanique et comme directeur du jardin botanique de 'Université de Jourjeff (Dorpat, Tartu);
mais a cause de sa maladie, il n'y vient que vers la fin de 1917. Au mois de février 1918,
Jourjeff est occupé par les troupes allemandes et ['Université est fermée quelques mois plus
tard et transférée a Voroneje, en Russie. M. Tswett s'y rend en automne 1918 avec le dernier
train qui transporte en Russie les fonctionnaires russes et les professeurs de 1'Université. 11
porte une barbe grisonnante. On le dit souffrant de la tuberculose. Il meurt en mai 1920, a
Voroneje, a 'dge de 48 ans.

D'aprés Charles DHERE. Candollea (Genéve), 1943, 10, 23-73.
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6.5.2. Tiselius

Arne Wilhelm Kaurin TISELIUS nait le 10 aoGt 1902 a

Stockholm, en Suéde. Il perd son pére tres tot, et sa famille déménage
alors & Gothenburg ou il suit sa scolarité au "Realgymnasium". A partir
de 1921, il étudie la chimie a I'Université d'Uppsala, et devient assistant
dans le laboratoire de Svedberg en 1925. Il obtient son doctorat en 1930
sur "The moving-boundary method of studying the electrophoresis of
proteins" et devient professeur assistant en chimie. Il épouse la méme
anné Ingrid Margareta (Greta) Dalén, dont il aura deux enfants, Eva
(1932) et Per (1934). De 1931 a 1935, il publie de nombreux articles sur
les phénomenes de diffusion et d'adsorption dans les zéolithes naturelles.
Il effectue un séjour de recherche dans le laboratoire de H.S. Taylor a Princeton, soutenu par
une bourse de la Fondation Rockefeller. Il en revient intéressé par la biochimie et 'application
de méthodes physiques aux problémes biochimiques en général. Cela I'améne entre autres a
mettre au point une méthode d'analyse électrophorétique, et son application aux protéines du
sérum et a divers autres domaines 'occupe, lui et ses collaborateurs, pendant plusieurs années.
En 1938 il devient professeur a l'université d'Uppsala et a I'Institut de Chimie Physique grace
a une donation de Herbert Jacobsson. Il participe activement a la restructuration de la
recherche suédoise pendant la Deuxiéme Guerre Mondiale. Il devient directeur d'un nouveau
département de biochimie en 1946. Sous sa direction sont développées et améliorées de
nombreuses méthodes en biochimie, et leurs applications aux protéines, aux enzymes, aux
polysaccharides et aux acides nucléiques. Parmi d'autres fonctions, il est nommé président de
I'TUPAC de 1951 a 1955. Il meurt en 1971.

Tiselius recut en 1948 le prix Nobel de chimie pour ses travaux sur la précipitation des
colloides par électrophorése (migration des micelles en suspension dans une solution
colloidale lorsqu'on crée un champ électrique entre deux é€lectrodes placées dans la solution),
pour laquelle il utilisa un tube appelé tube de Tiselius. Il fut ¢galement le premier a
développer le plasma sanguin artificiel. De 1960 a 1964, Tiselius fut président de la fondation
Nobel, et en 1965, il fut nommé président du comité Nobel de chimie.

.

g

X

D'apres "Nobel Lectures, Chemistry 1942-1962",
Elsevier Publishing Company, Amsterdam, 1964.
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