La chromatographie liquide



La chromatographie

Introduction
Le mot chromatographie vient du grec chroma qul

signifie (couleur):

Quelgques dates...
1903, Separation pigments colorés (Tswett)
1938, chromatographie sur couche mince
1941, chromatographie de partage
1954, séparation d’aa par chromatographie
d'échange d’ions
1959, CPG
1968, CLHP



Chromatographie:
Principe

En chromatographie les séparations sont fondées
sur la difference de distribution des especes entre
deux phases non miscibles:

- Une phase stationnaire
- Une phase mobile



Chromatographie:
Principe

« La phase stationnaire peut étre disposée:

- Soit dans une colonne, la phase mobile percole
celle-ci: c'est la chromatographie sur colonne

- Soit en couche mince sur un support plan (plaque
de verre, film plastique...) et la phase mobile se
deplace par capillarité: c’est la chromatographie
planaire



Suivant l'état physique de la phase mobile,
on distingue:

% La chromatographie en phase gazeuse (CPG),
la phase mobile est un gaz (gaz vecteur).

< La chromatographie en phase liguide (CPL), la
phase mobile est constituée d’'un solvant pur ou d'un
melange de solvants.

% La chromatographie en phase supercritigue
(CPS), la phase mobile est un fluide supercritique,
c’est-a-dire porté a dest” et des pressions > a celles
du point critigue




La chromatographie en phase gazeuse:
Généralités

% ne permet de separer que 20 % des
molécules organiques

% Interactions des solutés uniquement avec la
phase stationnaire

% |e gaz vecteur n'a que peu d’influence sur la
gualité de la séparation

& |es solutés doivent étre volatils



Classification des méthodes chromatographiques

CHROMATOGRAPHIE
| |
en phase gazelse en phase liquide
I
sur colonne e surface
|
I I
CCM CP
| | | |
adsorption partage E:h_ange achange exclusion
(CL5) d'ion e
ligandes

CLS : chromatographe Iguide-solide
COM : chromaltographie sur couche mince
CP : chromatographie sur papier



La chromatographie
en phase liquide

Définition: Techniqgue physicochimique de separation.
L’échantillon a analyser est en solution, les
constituants du meélange a séparer sont appelés
solutés.

La séparation résulte d’'un equilibre de partage des
solutés entre deux phases:

- une phase fixe solide appelée phase stationnaire

- et une phase mobile appelée éluant



La chromatographie
en phase liquide

« Un éluant est un solvant ou meélange de
solvants utilisé pour entrainer les solutés a
travers une phase stationnaire.

« L’elution est un processus au cours duguel des
solutés sont entrainés a travers une phase
stationnaire par le mouvement d'une phase
mobile.




La chromatographie en phase liquide et
supercritique: Géneralités

< Interactions tripartites entre soluté, phase
stationnaire et phase mobile

FORCE DE RETENTION FORCE D'ENTRAINEMENT
Adsorption Dissolution
du soluté [ solute ] du soluté

sur I'adsnrban/ \ dans I'éluant

[ adsorbant ] -ll—ll-[ éluant ]

Adsorption
de I'éluant
sur I"adsorban



< pas de limitation en ce qui concerne la nature
des solutés (permet l'analyse des especes
thermosensibles et d'especes ionisées donc non
volatiles)

s qualité de la séparation est régie par la nature
de la phase stationnaire et de la phase mobile



Classification des methodes chromatographiques

Selon la finalite, on distingue:

<= |a chromatographie analytique

< |la chromatographie préparative

< I'analyse de traces et traitement de I'échantillon
(SPE, SPME...)



Classification des méthodes chromatographiques
La chromatographie analytique:

= objectif: separer, identifier et/ou quantifier les
constituants du mélange

< ['aire du pic observé est proportionnelle pour
chague soluté a la quantité injectée



Classification des méthodes chromatographiques
La chromatographie préparative:

& objectif: separer et recupérer les constituants du
melange
- quelqgues milligrammes a quelques dizaines de

milligrammes (échelle semi-préparative) pour la mise en
ceuvre de méthodes physicochimiques.

- quelque centaines de milligrammes a quelques
grammes (échelle préparative) pour tests cliniques dans
le cas notamment de médicaments.



Chromatographie:
Grandeurs fondamentales

Pour un systeme chromatographique donné, on
caractérise la distribution de chaque soluté entre les
deux phases par le coefficient de distribution (ou

coefficient de partage) K
EE
't e,

Cs et Cm désignant respectivement, les
concentrations du soluté a l'équilibre dans les
phases stationnaire et mobile



Chromatographie:
Grandeurs fondamentales

Les divers constituants d'un mélange ayant des
affinités difféerentes pour chacune des deux phases,
migreront a des vitesses différentes et pourront donc
étre sépares.

Le coefficient de partage est fonction de trois types
d’affinité -

- le soluté et la phase mobile

- le soluté et la phase stationnaire

- les phases stationnaire et mobile.
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Chaque solutées est soumis a deux effets
antagonistes:

- un effet d’entrainement par la phase mobile
- un effet de rétention par la phase stationnaire



- Si les gquantités injectees sont suffisamment faibles,
on observe en sortie de détecteur des pics
symetriques et gaussiens.

- Une bonne séparation implique que:

= |es divers constituants du mélange soient
retenus dans la colonne (présentent une certaine
affinité pour la phase stationnaire).

= |es différents pics soient bien separeés.
< |'analyse soit aussi rapide que possible.



Chromatogramme :

Un chromatogramme est un diagramme a deux
dimensions montrant ['évolution, en fonction du
temps, d’'un parametre (absorbance, fluorescence...)
qui depend de la concentration instantanée du soluté

en sortie de colonne.
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« Si la quantité déchantillon Injectée est
suffisamment petite, on obtient, sur le
chromatogramme pour chague compose €élue un
pic symétrique et gaussien.

« L'aire du pic est proportionnelle a Ila
concentration. Il doit apparaitre sur le
chromatogramme autant de pics que de
produits.




Chromatographie:
Grandeurs fondamentales
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Parametres importants en chromatographie

l'aire entre -2 et +2 vayt 0,954 courbe de Gauss avec i = 20 et g=1
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o= largueur du pic a la base (tangentes aux pentes de pics
jusqu’a la ligne de base)

o= largueur du pic a mi-hauteur

o= I'écart-type (exprimeé en cm)
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Chromatographie:
Grandeurs de rétention

Le temps mort (tm) est le temps mis par un
soluté non retenu par la phase stationnaire pour
parcourir le trajet entre I'entrée et la sortie de la
colonne (temps passé dans la phase mobile)

_e temps de rétention reduit (t'r) est le temps
passeé par les solutés dans la phase stationnaire

_e temps de retention (tr) est le temps d’élution
au sommet du pic, temps mesure a partir de
'injection. Tr est indépendant de la quantité
Injectée

tr= t'r+tm



Chromatographie:
Grandeurs de rétention

Le volume de reéetention Vr représente le
volume de phase mobile nécessaire pour éluer
chague compose.

Vr=tr D
D étant le débit de la phase mobile

Remarque: le temps de rétention ainsi que le
volume de retention sont des grandeurs
caracteristiqgues de chague composé dans des
conditions chromatographiques données.



Chromatographie:
Grandeurs de rétention

e volume mort (Vm) correspond au volume
permettant d’éluer une substance non retenue par la
phase stationnaire. On peut I'exprimer en fonction du
deébit de la phase mobile.

Vm=tm *D

C'est le volume de phase mobile contenu dans la
colonne.

Vm= VIi+Vp

Vi= volume interstitiel et Vp volume poreux



Chromatographie:
Grandeurs de rétention

On appelle Vs, le volume de phase stationnaire
contenu dans une colonne.

Le volume de rétention est relié directement au
coefficient de distribution K par la relation:

Vr=Vm+ K Vs



Chromatographie:
vitesse linéaire movenne

Vitesse moyenne lineaire de la phase mobile

u=L
th

ou L = longueur de la colonne

Vitesse moyenne lineaire du soluté

V=L
R



Chromatographie:
Grandeurs de rétention

Afin de s’affranchir des parametres geometriques
de la colonne, on utilise pour caractériser la
rétention d’'un composé le facteur de capacite k’
défini comme le rapport de la gquantité de solutée
dans la phase stationnaire et dans la phase mobile.

kr _ CSVS _ KE

En effet, K= Cs/Cm



Chromatographie:
Grandeurs de rétention

Solt:

kr VF?_Vm rFf_Tm
-V ot

m

k' est le rapport du temps passé par le soluté dans la
phase stationnaire sur le temps passe par ce meme
soluté dans la phase mobile. k' peut étre déterminé
expérimentalement.

SiI k’=0, tr=tm, la substance n’est pas retenue sur la
phase stationnaire

Si k’< 1, composé tres peu retenu sur la colonne

Si 1<k’<b, domaine optimal de séparation



Démonstration

Cette equation peut étre reformuléee en :
i R —IM
A ,




teEmps

Fic
salvant

iNnjection

Capacite

Facteur e

T



Chromatographie:
Grandeurs de rétention

Le temps de rétention est ainsi lié au facteur
de capacité par la relation:

tp = tm(1 + k)
u étant la vitesse de la phase mobile:

tp = 5(1 + K"



Chromatographie:
Qualité de la separation

Plusieurs criteres en chromatographie
permettent d’evaluer la qualité d'une
séparation:

= la sélectivité a

< Le nombre de plateaux théoriques

& La résolution



Chromatographie:
Sélectivité

La sélectivité a (ou rétention relative) permet
d'évaluer la difference de retention entre deux
composes 1 et 2.

Tﬁz_rm ’L‘JQ KE

th—tm ki K,

of =

= La separation est evidemment possible que si a # 1

& O peut étre déterminé expérimentalement

& Toute variation de phase mobile et de phase
stationnaire influe a



Chromatographie:
Sélectivité

La seélectivité a mesure la difference de
distribution thermodynamique des deux solutés,

on a.

Ky A(AGY)
In o= In E = — T

avec A (AGY  différence des enthalpies libres de distribution

des deux composés : A(AG”) = 3@3—&@?,

R constante molaire des gaz (= 8,31 J - mol~1. K™,
T température (K).

La difference 26" résulte des interactions specifiques
auxguelles sont soumis les solutés de la part de la
phase stationnaire et de la phase mobile



Chromatographie:
Efficacite d’une colonne
(N=nombre de plateaux theoriques)

Fictivement on assimile la colonne
chromatographique a une suite de plateaux sur
lesquels s’établit I'équilibre du soluté entre les
phases stationnaires et mobiles.

Phase
stationaire

Fhase mobile

-




Chromatographie:
Efficacité d’une colonne

N dépend de la nature des solutés, de la nature
de la phase mobile et de la nature de la phase
stationnaire.

Plus grand est le nombre de plateaux, meilleure
sera la séparation, plus fins seront les pics.

Plus N est grand, plus la colonne est efficace.

N peut atteindre des valeurs de l'ordre de
100000.



Chromatographie:
Efficacité d’une colonne
L’efficacité d’'une colonne, dont dépend I'étalement
des pics, est mesurée, pour chagque soluté, par le
nombre de plateaux théoriques N de la colonne.

avec largeur du pic a la base, définie comme la distance
entre les points d'intersection des tangentes

d’inflexion avec la ligne de base,
o largeur du pic a mi-hauteur.

N dépend de la nature des solutés, de la nature
" de la phase mobile et de la nature de la phase

stationnaire
Plus grand est le nombre de plateaux, meilleure

sera la séparation, plus fins seront les pics.



Injection

T=mp=

Mombre de plateaux
Lh=origues :

T == T =
m=1-5:[ I?:|=5.5-4|: H]l
o e



Chromatographie:
Efficacité d’une colonne

Influence de la taille des particule sur N

Diametre des particules N\
10 um 5000
5 um 9000

3 um 15000



Chromatographie:
Efficacité d’une colonne

On peut ameliorer l'efficacité d’'une colonne en

augmentant la longueur de la colonne, mais
on augmente les temps d’analyse, mieux vaut
jouer sur la granulométrie, la nature de la phase
stationnaire, mobile...

Pour pouvoir comparer entre elles des colonnes de
difféerentes longueurs, on définit |la hauteur
équivalente a un plateau theoriqgue (HEPT ou H):

[
H =N

avec L, longueur de la colonne



Chromatographie:
Efficacité d’une colonne

« On definit egalement le nombre de plateaux effectifs:
Neff= 16*(t'r/w)>

le nombre de plateaux effectifs dépend uniquement
du temps passé par le soluté dans la phase
stationnaire.



Chromatographie:
La résolution

@ La selectivité a n'est pas suffisante pour juger

de la qua
MmEéme va

ité de la séparation. En effet, pour une
eur de q, la séparation peut étre bonne

ou incomplete.

BONME

1: RESDLLIFIOM
-
]

Dans les deux cas,
1le Tacteur

de sdaloctivite

asf an.

— == TEMPS

HMALIWAITE
/ Tﬂ L U T IO
= TEMPS

t
. R_=—2 "z — trl
FACTEUR DE RESOLUTION =
VW, 4+ W

@& Lalargueur des pics (w) a donc une importance
fondamentale



Chromatographie:
La résolution

La résolution mesure daptitude d'une colonne
chromatographique a séparer deux solutés:

R:z(’tﬁ'ﬂ_rm)

S 1 1
W B + 14«‘ '



Chromatographie:
La résolution

La résolution Rs entre deux pics est définie par
la relation:
(tﬁz — TF;‘J

E,S:Z

Wy + O

wl et w2 étant la largueur des pics a la base

& Plus les pics sont fins, meilleure est la résolution.

= Pour deux solutés conduisant a des surfaces voisine:
Si Rs< 0.8, les pics se chevauchent, la séparation
est insuffisante
Si 1.4<Rs< 1.6 résolution optimale
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Chromatographie:
La résolution

La résolution Rs peut étre exprimee par la relation:

1 (a=-1\( ka 1/2
A= 2 () (g Jow

*lindice 2 se rapportant au soluté le plus retenu

On peut améliorer la résolution en jouant soit sur la
sélectivité, soit sur le facteur de capacité, soit sur le
nombre de plateaux théoriques.



Chromatographie:
Perte de charge et facteur de réesistance a

'ecoulement
La perte de charge a I'ecoulement d’'une colonne

chromatographique est donnee par la loi de Darcy:

AP — dn Lu
B 2
(d,)
avec dp (cm) diameétre moyen des particules,
L (em) longueur de la colonne,
AP (Pa) perte de charge (1078 bar = 107 atm = 10~
1 pa),
u (cm - s71) vitesse linéaire de la phase mobile,
n (Pa - s) viscosité dynamique de la phase mobile,
¢ (sans dimension) facteur de résistance a l'écoule-
ment.

= Lavaleur de ¢ dépend de la forme des particules,
de la texture de la phase stationnaire et de la
gualité de remplissage, 500<®P<1000



Chromatographie:
Capacite disponible

La capacité disponible C, d’'une phase stationnaire
est la quantité de soluté qui provogue la saturation
de la phase stationnaire. On I'exprime en nombre de
millimoles de solutés par gramme de phase
stationnaire: 0

=S

avec Qg quantité de soluté fixée a I'équilibre (a saturation)
par la phase stationnaire,

m masse de phase stationnaire contenue dans la
colonne.



Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics

L’étalement d'une bande de soluté a trois origines:

la dispersion des molécules par diffusion longitudinale
&

I'existence de chemins multiples dus au remplissage
“{diffusion turbulente, A, diffusion d’'Eddy)

la résistance au transfert de masse dans chacune des
“deux phases

H= A+B/u+C u (équation de Van Deemter)

H = Z Hi = Haitt. long. + Mriux + My
Rg: Pour qu% N soit grand, Il faut que H soit petit (N= L/H)

ransfert de masse



Equation de van Deemter :

Equation qui lie les effets de diffusion turbulente (chemins

multiples), de diffusion longitudinale et de résistance au
transfert de masse a la hauteur équivalente a un plateau

théorique (HEPT), et donc a I'élargissement des pics

H?t Transfert de masse

H=A4 +£+ Cu,

Cu
= b o U
Dittusion longitudinale X
j B/u u, : vitesse linéaire, (cm/min)
] A ™ Chemins multiples
u u




Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics
La diffusion longitudinale

La diffusion longitudinale: h g 1ong. = B/U

Elle résulte de la tendance du soluté a se déplacer
dans une direction parallele a I'axe de la colonne du
centre de sa bande ou sa concentration est la plus
élevée vers les regions plus diluées situés en amont
et en aval (c’est-a-dire dans le sens de I'écoulement et
dans le sens contraire).

« Cc'est la cause principale de I'élargissement des pics

& Elle est d’autant plus importante que le débit de la
phase mobile est faible



Diffusion longitudinale

Phase A

Mobile | m '_ A AapA A
A
Initial Final

L : longuenr de la colonne
B 2DIHL}/ Ig 1 C 111

v: factewr de tortuosité
D coetheent de diffusion (phase molile)

I U



Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics
La diffusion turbulente (diffusion d’Eddy)

« L'élargissement du a la diffusion turbulente est
expliqgué par le fait qu’il existe differents chemins
parcourus par les moléecules d'un méme soluté. La
longueur des chemins n'étant pas la méme, elles ne
mettent pas toutes le méme temps pour traverser la
colonne ; le pic s'élarqit.




Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics
La diffusion turbulente

« Ce phénomene est appelé anisotropie
d'écoulement (diffusion d’Eddy) et est symbolisé
par la lettre A.

H turbulente = A (équation de Van Deemter)
A — 2 L ;L(ip L : longueur de la colonne

A facteur géométrique de remplissage
d, : diametre des particules

Plus la tallle des particules est petite, plus
I'efficacité augmente. A est donc fonction de la
nature des particules et de la regularité du
remplissage de la colonne A est compris entre
0.5et 1. Si A>3, mauvais remplissage.



Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics
La diffusion turbulente

La diffusion turbulente est partiellement
compensée par la diffusion ordinaire qui permet de
faire passer les molécules d'un chemin a l'autre.

La diffusion ordinaire depend de la vitesse de la
phase mobile.

& Si la vitesse est faible, les molécules de solutés
passent aisement d'un chemin a l'autre.

= Sl la vitesse est élevée, la diffusion ordinaire n'a

pas le temps de se faire, on observe un
élargissement des pics du aux différentes
longueurs de trajets.



Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics
Résistance au transfert de masse

« Ce terme Cu représente la resistance au transfert
du solutée entre les phases mobiles et
stationnaires, cette resistance empéche
I'etablissement de l'equilibre entre le soluté la
phase stationnaire et la phase mobile

|l se produit aussi bien dans la phase stationnaire
gue dans la phase mobile



Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics
Résistance au transfert de masse

« Ce phénomene est du au fait que certaines
molécules stagnent entre les grains de phase
stationnaire ou dans les pores de la phase
stationnaire.

transfert de masse transfert de masse
dans 1a phase mobile dans la phase
stagnante ou dars stationnatre

léz pores

|| faut augmenter le temps passe par le solutée au
sein de la colonne (diminuer la vitesse de la
phase mobile) afin d’atteindre I'equilibre



 Les pores des particules de phase stationnaire
contiennent une certaine quantité de phase
mobile stagnante au niveau de laquelle les
solutés doivent diffuser avant de rejoindre la
phase stationnaire pour s'y adsorber. lls doivent
y diffuser a nouveau pour retourner dans la
phase mobile et se déplacer avec elle. Les
molécules qui diffusent en profondeur dans les
pores de phase stationnaire sont retardees
d’'avantage que les molécules de méme nature
qui s'adsorbent apres un parcours de diffusion
limité.




Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics
Résistance au transfert de masse

h =Cu=(cm+cs)u

transfert de masse™

N=I=T phase s

NN

SR ) phase
mobile

“phase stationnaire

Le coefficient de transfert de masse du soluté dans
la phase stationnaire (Cs) et mobile (cm)



Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics
Résistance au transfert de masse

« Plus la couche de phase stationnaire est
épaisse, plus long est le trajet que les molécules
doivent parcourir pour atteindre l'interface.



Chromatographie:

Théorie de I’'élargissement des pics
« Variation de h en fonction de u

A

_—
____/ A

_’.‘/’

Woptimal

% Pour de faibles valeurs de u, le terme B/u predomine et
expligue la perte d’efficacité vers les tres faibles vitesses.
Pour de grandes vitesses, le terme Cu prédomine et
explique la perte d’efficacité aux tres grandes vitesses. Dans
la région intermédiaire c’est A qui prédomine.




Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics

I \

30

20

10

I | I I I -
0 10 20 30 40 50 y

= dans cette zone intermédiaire u est optimum (2.7), la
valeur de H varie peu, cependant seules les valeurs de
u supérieures a 2.7 (de l'ordre de 10) présentent un
intérét (cf duree de la séparation).



Chromatographie:
Théorie de I’élargissement des pics

Tous les phénomenes conduisant a un elargissement
des pics sont d’autant plus importants que:

= Le débit de la phase mobile est rapide, il faut donc
diminuer le débit de la phase mobile (debit optimum)

Pour réduire H:

@ || faut diminuer les distances a parcourir dans
chacune des deux phases, en réduisant le diametre des
particule, I'epaisseur de la phase stationnaire

@ Utiliser des colonnes regulierement remplies et
bien tassées



Choix du procédé chromatographique

La connaissance des poids moléculaires, des polarités et des
caracteres ioniques des solutés va orienter le choix du
procede chromatographique a mettre en ceuvre pour réaliser
leur separation.

Substance de PM>2000 =Chromatographie d'exclusion

Substance de PM<2000
- - échantillon soluble en milieu organique =
chromatographie d’adsorption (silice)

- - échantillon soluble en milieux agueux
- (si ionisable = appariement d’'ions, échange d’ions), (si
non ionisable=phase inverse)




Choix du procédé chromatographique

| Molecular mass < 2 000
1
| |
Soluble in organic solvents Soluble in water
[ |
| | | |
Soluble in Soluble in Nonion-ic or lonic
non polar to weakly moderately polar ion-paired
poiar solverts 10 polar solvents
]
[ | e
Bonded ; Soluble in alcohal, Bonded lon-exchange or lon
reversed-phase Soluble in CHCI, acetonitrile, or normal-phase chromalography
chromatography ethyl acctate chromatography
Cyg Cy Cy, Cy, Gy Adsorption Bonded normal-phase R
phenyl, cyano chromatography chromatography Cyano;
Silica Cyano, amino, diol

Harris, 6¢

éd. Tableau 25.12




Les parametres physico-chimiques sur lesquels

reposent les principes de séparation

parameires

la charge électriyue

la taille et Ia forme (en fait, le volume)

l'existence de structures particulieres qui permettent

d'etablir des lisisons specifiques

la polarité
etlon

I'lydrophobiciié

type de chromatographie domaine d'application

+ proteines
+ polypeptides
. .. + acides amings
AT + acides nucléiques
*+ sucres

+ proteines
+ polypeptides
+ acides nucléiques
* SUCTEs

+ lipides

exclusion ou gel de filtration

. + proteines
affiniié

+ protéines
+ polypeptides
polarité de phase inversée + acides aminés
+ acides nucléiques
ouphase reverse * SUCTES
+ acides gras

.
ineractions lydrophobes Tl



Les interactions mises en jeu en
chromatographie

Quelqgue soit le mode chromatographique
(adsorption, partage, échange d’'ions), a I'exception
de la chromatographie d’exclusion, la rétention d’un
soluté résulte de trois interactions

Solute
2N

Phase mobile == Phase slatiofnnare

interactions soluté/phase stationnaire
Interactions soluté/phase mobile
Interactions phase mobile/phase stationnaire



Les différents types de liaisons

Les interactions diélectriques ou ioniques :

Ces Interactions sont relativement fortes. Les
forces entre les ions de méme charge sont
repulsives. Elles sont attractives entre les ions de
charge opposée. Ces effets sont tres importants
en chromatographie ionique.

Les liaisons hydrogene :

Elles peuvent se former entre un atome d'H et (un
oxygene, un fluor et un azote). Ces liaisons sont
relativement fortes mais moins fortes qu’une
lilaison covalente ou ionigue.

R-O-H + NH,-R<>R-O-H-----NH,-R



Les différents types de liaisons

Les forces de VAN DER WAALS:

Trois autres types de forces interviennent dans
la polarité d’'une molécule. Elles sont connues
sous le nom de forces de Van der Waals. Ce
sont les forces de LONDON, de DEBYE et de
KEESOM. Ce sont des forces relativement
faibles, comparées aux forces de la liaison
hydrogene ou aux interactions diélectriques.



Notion de polarité

Ces cing forces jouent un role fondamental lors
des interactions entre molécules. Plus la
molécule est capable d’agir par l'intermédiaire
de ces forces, plus la molécule est polaire.

Régle utilisée en chromatographie:

Qui se ressemble s'assemble
(entre soluté et phase stationnaire)



Notion de polarité

Si la phase stationnaire est polaire, les
composes polaires seront plus retenus que les
COMpOoSses non polaires.

Si la phase stationnaire est apolaire, les
composeés apolaires seront plus retenus que
les composes polaires.



Notion de polarité

De maniere pratique, on utilise la notion de polarité
comme une donnée comparative entre molécules.

On dit que tel composeé est plus polaire qu'un autre.

hydrocarbure aliphatiques < alcenes < hydrocarbures
aromatiqgues < halogénures < éthers <ester-
aldéhydes-cetones<alcools—amines< amides<acides
carboxyligues<eau.



Chao
mobi

Chao

Notion de polarité

ue separation necessite une polarité de phase
e (force eluante) bien definit.

ue solvant ayant une polarité donnée, on

ajuste la polarité globale de la phase mobile en
melangeant plusieurs solvants miscibles.

mode isocratigue (la force éluante du solvant est
constante durant toute la durée de I'analyse),
solutés de polarité voisine

mode gradient (on fait varier la force éluante du
solvant au cours de l'analyse), solutés de polarité
tres différente



LA CHROMATOGRAPHIE
D'EXCLUSION



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Chromatographie d’exclusion stérique encore

appelé filtration sur gel lorsque la phase mobile
est aqueuse et permeéation de gel si la phase
mobile est organique.

Technigue introduite en 1950 par les biologistes
pour caracteriser les moléecules d’intérét biologique
(ex: proteines).



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

« Cette technique a pour objectif de separer les
molécules suivant leur taille.

* |l n'y a pas d’interaction entre la phase mobile et
la phase stationnaire.

 La phase stationnaire est constituée de billes
poreuses gonflees par la phase mobile.
_'ensemble constitue un gel (réseau
tridimensionnel).




CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

 Les moléecules selon leur taille diffusent a
I'interieur des pores des grains ou en sont
exclues.

« Les (grosses molécules migrent tres
rapidement. Les petites moléecules pénetrent
a l'intérieur des pores et sont éluées plus
lentement.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

grosses molecules = = == sz

exclues *r0g9.0:. 0
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7Ly - lécules . £ * )* ° oo ® ®ele
petites molecules ——pe. o ¢ ° retard e A A8
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CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION
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CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

 Les solutés sont donc élués dans l'ordre inverse
des masses moléculaires.

A .
Grosses Moyennes Petites
molécules molécules molécules
| ] 1] |

!

Densité Optique (UDQ)

Temps



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

 La chromatographie d’exclusion constitue un
outil de choix pour appréhender la masse
moléculaire des solutés

« Suivant les gels, le diametre des pores est
compris entre quelques dizaines et quelques
milliers d’Angstroms (1A= 10-1°m)



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Etude théorique et differents parametres:

Coefficient de diffusion:

La répartition d'une substance entre deux phases
est régie pour un gel donné par une constante Kd
gui est le coefficient de diffusion.

Kd= C,/C,,



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Cs = concentration de la substance dans la phase
Intra  granulaire considérée comme phase
stationnaire.

Cm = concentration de la méme substance dans le
liguide extra-granulaire considéré comme phase
mobile.0<Kd<1

Si les molécules sont totalement exclues de la
phase stationnaire C,=0 donc Kd=0

Si les molécules diffusent parfaitement, elles se
repartissent de maniere identiqgue entre les deux
phases : Cs=Cm, donc Kd=1



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Volume de rétention ou volume d’élution:
V= Vi+Vp

V,, = volume de phase mobile dans la colonne

V., = volume interstitiel (volume situé a I'extérieur
des pores)

V,= volume situe dans les pores.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Donc Vi représente le volume de phase mobile
nécessaire pour transporter une grosse molecule
exclue des pores

Vy,= Vi + Vp le volume de phase mobile pour une
petite molécule ayant pu rentrer dans tous les
pores.

Le volume de réetention Vi pour une molécule X de
taille intermédiaire :

Vo= Vi + K Vp



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Il y a deux cas limites :
K=0 (grosses molécules, exclues des pores)

V= Vi (Vi est appelé volume d’exclusion totale)

Vi est déterminé en injectant une substance de
masse moleculaire suffisamment grande (ex:
sulfate de dextrane ou DNA)



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

K=1 (petite molécule)

Tous les pores de la phase fixe sont accessibles
aux molecules considérees:

V= V4V =V,

(V; est appelé volume de permeation totale), il est
déterminé en Injectant une molécule de faible
masse (ex : D,0)



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION
| K.0

Exclusion

!Ferméution
selective

=1

Permeatiol
totale

-

tailie des macromoiécuies en sodifion

-, | = Vo - Vi
- '\,I,FT -~

La courbe obtenue presente genéralement une partie linéaire
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conrbe de zélectritéd dune colonne
Wt

Ve
woluome
d "eluton
Yo -
: 3
ZOTE :Effin: ACE
i | logz M

A chaque valeur du volume de rétention correspond une taille
de particule donc une masse moléculaire .
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« Remarque: Si VR>VT cela impligue que K>1
cest a dire pas de la chromatographie
d'exclusion pure mais (autre phénomene ex:
adsorption, des interactions hydrophobes ou de
I’échange d’ions).

« En général, on recherche des phases
stationnaires pour lesquelles ces rétentions
secondaires sont aussi faibles que possible.
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* La phase stationnaire

Structure de polyacrylamide
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Les phases stationnaires utilisées sont soit:

- en milieu organigue des gels hydrophobes

- en milieu aqueux des gels hydrophiles
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Les gels peuvent varier selon :

le diametre des pores:. il est soigneusement
défini. Les gels sont plus ou moins poreux selon

leur capacite o

La capacité o

e gonflement;

e gonflement est la quantité de

solvant capable d’étre absorbéee par gramme

de gel sec.

Elle s’exprime

par un chiffre d’autant plus élevé

gue les pores sont plus grands.
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Exemple : Sephadex G10 a des pores tres

étroits, il n’absorbe que 1 ml d'eau par gramme
de gel sec, alors que le Sephadex G200 dont les

pores sont plus grands absorbe 20 ml.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

La taille et la forme des particules: Il s'agit de
petites perles de forme sphérigue dont le
diametre peut varier de 40 a 120um, pour les
gels Sephadex, de 60 a 300um pour les gels
d’Agarose.

Mais en chromatographie haute performance ou
en chromatographie sur couche mince, les
tailles sont plus réduites (20 a 80p).



= .

CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Diameétre des pores de la

phase stationnaire de
. polystyrene

Harris, 6¢ Ed. p. 653
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La consistance:

- les gels mous : structures faiblement réticulées
et capables d'absorber dans leurs pores de
grandes quantités de solvant. inconvénient: lls
se déformer sous leur propre poids et sous

‘effet des vitesses élevees des éluants

- les gels semi-rigides: les plus utilisés
- les gels rigides sont utilisés lorsqu'on désire

opérer avec des deébits élevés ou sous fortes
pressions
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Inertie :

Les gels ne doivent pas reagir avec les solvants

Affinité des gels pour les substances
dissoutes :

Elle doit étre extrémement réduite afin d’éviter les
phénomenes d’adsorption qui se superposeraient
aux phenomenes de diffusion
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« Exemple de gels commercialisés:

P M. separés P.M. séparés
Sephadex Agarase
G0 jusqua 700 102, (0000 250,000
Gls jusqu'a  1.500 g% 250004 TR (XKD
G 25 i a  5.000 6% 50,0004 2.000.000
G 50 500 4 10.000 4% 2000004 15000000
G775 3000 a T0.000 29 500.000 4 150.000.000

O H0 400 A 150.0d0
G 150 5.000 & 400,000
G200 5000 3 300,000

Biogel Stwvragel
P-2 Ju0a 2000 i 200
P.d S A 4000 i) 2.0W10)
‘3’ P 10002 5.000 400 2,000
P10 50004 17.000 1 = 10° 261.(010
P30 200003 50.000 5w 10° 100,000
P60 I0.000& 70000 10 = 100 200,100
P-100 40,000 & 100,000 30w 1 £00, 0410
Po1S0 S0U0O0 & 150.000 1w M 2000000
P00 BOUOO0A 300,000 3w 10F A000.000
P3007 100,000 3 400,000 5 % 10° 10,000,000

10 = 10" 20,000,000
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La phase mobile doit:
- dissoudre I'échantillon
- gonfler le gel

- étre compatible avec le systeme de deétection
(le réfractometre différentiel).

Exemple de solvants utilisés : chloroforme,
Diméthylformamide, tétrahydrofuranne,toluene...
eau et solution tampon)
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Remarque:

En chromatographie d’exclusion, on
travaille souvent a des températures
supérieures a la température ordinaire, car
la solubilit¢é des macromoléecules est
souvent faible et la viscosité des solutions
éleveée.
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Etalonnage:

L’étalonnage est fait lors de la mise en route d'une
nouvelle colonne ou lorsque les caractéristiques de
la colonne ont évolue.

On injecte un étalon de masse moléeculaire M1, |l
sera elué au volume V1. On reprend l'opération avec
un second étalon de masse M2. L’étalon sera élué
au volume V2, et ainsi de suite...On obtient ainsi la
courbe d’étalonnage.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

A ing M etalon

l 1 g Y Elution
Vi V2




CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Les etalons utilisés:

Ces étalons sont en genéral des polymeres a
distribution tres étroite. Les étalons
commercialisés couvre une plage allant de 100 a
107 Daltons.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION
Remarque: La calibration peut  étre
Indispensable

Une molécule de polysaccharide est beaucoup
plus allongée et planaire qu'une protéine de
masse identigue, qui est généralement globulaire
et relativement compacte.

I faut donc calibrer les colonnes avec le méme
type de molécule que les inconnues dont on veut
déterminer la masse.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

« A partir du chromatogramme et de la courbe de

calibration, il est possible de déterminer la masse
de macromolécules.

A un temps d’élution X correspond une masse
MX.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Log M
A
Courbe de calibration
DX t elution
Signal RI
A g
Chromatogramme reduilt
A |
f tpélﬁtigh
X
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Dans le cas d'un echantillon contenant plusieurs
especes ayant des masses moléculaires tres
differentes, il est nécessaire d'utiliser plusieurs
colonnes en série dont chacune contient une phase
dont la limite d’exclusion est différente.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Exemple : Soit un mélange de quatre échantillons
de polystyrene, de masses moléculaires : 4500,
91800, 1.8 10° et 3 10° daltons. On dispose de
différents colonnes dont les domaines de masses
moléculaires sont les suivants:

A:710%-410°
B:10>-1.2 10°
C:10°- 4 10°



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

o || suffira d’utiliser deux colonnes en série, I'une
remplie de phase A, l'autre de phase C.

« Sur la premiére, les polystyrenes 1.8 10° et 3
10 sont exclus alors qu’ils seront séparés sur la
colonne C. Le polystyrene 91800 sera retenu
sur la colonne A mais moins gue celui de masse
moléculaire 4500 qui sera élué au volume de
permeation totale d'ou le chromatogramme



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Indice de réfraction

|
3.10°

—

1810°

|

4500

91800

o

.

—

Yr

Figure & Séparation par chromatographie d'exclusion de polystyrénes. Les masses molécu-
laires sont indiguées sur chaque pic.



CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION

Applications:

Purification de protéines, peptides,
polysaccharides, hormones, cofacteurs,
acides nucléiques...

Deétermination de masse moléeculaire
Dessalage

Concentration des substances de hauts
poids moléculaire
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Dessalage

On se sert de cette tec
contaminants (sels,
préparation. Cette approc
remplacer la dialyse.

nnique pour éliminer des
étergents, etc.) d'une

ne peut avantageusement

Exemple: on peut produire du lait sans lactose, pour
les personnes intolérantes a ce produit, en dessalant

du lait.
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Détermination du poids moléculaire

Les gels de filtration sur gel sont abondamment
utilisés en biochimie pour déterminer le poids
moléculaire des protéines. Cette technique est
généralement tres fiable méme si elle est
relativement simple d'exécution. Elle nécessite
évidemment I'emploi d'une colonne de gel de
haute qualité et tres soigneusement calibrée.
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Purification de protéines

Comme toutes les chromatographies, la filtration
sur gel peut servir comme une étape de la
purification d'une protéine. Les filtrations sur gel
sont souvent la derniere étape d'une purification
de protéines car, pour étre efficaces, elles
necessitent une préparation relativement
"propre" ayant un petit volume.
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Separation d'un sirep de mais

colonne HPX-42A
Hluant : eau

Temp. - 85°C

Détec. | Refractomatre

1 gucose MM =180
2-11: (Glucosaln
vecn = 2a tl
b = 180"m -18*(n-1}

. Exemple d’application :
Py séparation d’un sirop de mais
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Chromatographie d’adsorption
Généralites

“’La plus ancienne des methodes chromatographiques

@ Les phases stationnaires ont des propriétés
adsorbantes (gels de silice et d’alumine)

@ Chromatographie liquide-solide

@ Molécules comportant des groupements polaires
(exemples: lipides, pigments, médicaments, oses
et oligosides, acides aminés et oligopeptides...) et
les isomeres de position

& Molécules solubles en milieu organique



Chromatographie d’adsorption
les phases stationnaires

Les adsorbants les plus utilisés:
@ silice SIO,

@ gel de silice (silice hydratée 4% d'eau)
& Alumine Al,O; (Al,O; n H,0)

Autres types d’adsorbants:

Papier, cellulose, Carbonate de sodium, Oxyde de
magnésium, Charbon activé



Chromatographie d’adsorption
les phases stationnaires

Caracteristiques des adsorbants:

= doivent étre insolubles dans les solvants (phase
mobile) utilises.

< Inertie chimique vis-a-vis des substances a chroma
tographier.

& Ssurface specifiqgue importante (comprise entre
200 et 600 m2g1)



Chromatographie d’adsorption
la surface specifigue

 La surface specifiqgue Sp d’un solide poreux est egale
a la somme des surfaces externes Se et interne Si.

 On peut négliger la surface externe des particules
devant la surface interne des pores de la phase
stationnaire.

- Le volume de phase mobile adsorbée est
proportionnel a la surface spécifigue du support.



Chromatographie d’adsorption
la surface specifigue

D’une facon générale, plus la surface spécifigue d’un
adsorbant est grande, plus le soluté est retenu. La
Sp augmente guand le diametre des pores diminue.

Il peut étre interessant de disposer d'un support
ayant une grande surface spécifique, pour
diminuer la longueur des colonnes
chromatographiques. Cela peut permettre
d’améliorer la résolution d’une séparation.
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Chromatographie d’adsorption
la surface specifigue

« Une faible surface specifique est préférable pour
les solutés ayant une forte énergie d’adsorption.

 Une grande surface specifique convient mieux
pour des solutes ayant une faible énergie
d’adsorption.

« Une diminution des pores induit une
augmentation de la surface spécifigue et une
augmentation des silanols lies au dépend des
silanols libres.



Chromatographie d’adsorption
la surface specifigue

Tableau 3 - Variation du nombre de sites OH

libres en fonction de la surface spéecifique
du support [19]

Syr_f:e_uce Numl?re total r:i{::;t:ir;g:
Nature du support Tﬁf 'f:;'f d'i}?:';;?” par nm2

| (OH libres)
Lichrosorb Si 100.. 309 4.6 2,95
Partisil 5................. 412 4,6 2,80

Lichrosorb Si 60.... 482 4,6 2,20



Chromatographie d’adsorption
Schéma simplifié de la surface d’un gel de

silice
M
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Chromatographie d’adsorption
Les phases stationnaires

e Ce sont les groupements silanols qui conferent
a la silice ses proprietés adsorbantes.

% D’un point de vue chromatographigue,
trois types de sites participent (a des degres divers) au
mecanisme de rétention.

- les groupements silanols libres SIOH

- les silanols lies par liaison hydrogene

- les silanols libres recouverts par une mol d’eau
- les groupements siloxane




Chromatographie d’adsorption
Les phases stationnaires

La silice est un support polaire, caractere acide.
Il retient donc fortement les composés a
caractere basique. Ses sites acides pourront
étre partiellement masqués en les traitant par
une base, soude ou potasse, ou en incorporant
aux eluants de petites proportions d’amines ou
d’ammoniac.



Chromatographie d’adsorption
Les phases stationnaires

= La solubilité de la silice dépend peu du pH entre 2
et 8, mais elle augmente rapidement en milieu
basique. On ne peut donc pas utiliser des phases
mobiles dontle pHest>a 7.5

- Les mecanismes d'adsorption varient avec la
nature des silanols (selon qu'ils sont libres ou lies)

@ La capacité d’adsorption et la polarité varient en
fonction du taux d’hydratation



Chromatographie d’adsorption
Les phases stationnaires

L’alumine, Al,O,, nH,O

- Adsorbant tres utilisé car il présente de tres bonnes
propriétes d’adsorption.

- Obtenue par précipitation des sels d’aluminium par des
bases fortes, elle renferme toujours des impuretés
basiques et doivent étre traitées spécialement lorsqu’on
désire chromatographier des substances acides.



Chromatographie d’adsorption
Principe de la séparation

=]

Il y a adsorption des moléecules de soluté au niveau de
la phase stationnaire. Cette adsorption doit étre
reversible



Chromatographie d’adsorption
Principe de la séparation

L'élution ou désorption consiste a extraire la
substance adsorbée a I'aide de la phase mobile. Il y
a ainsi rupture des liaisons entre le soluté est
'adsorbant. Les molécules de soluté sont
remplacées par des molécules de solvant

S,+nNM, = s, +nM,_
s désigne le soluté et M la phase mobile

< La valeur de n dépend de la taille relative des
molécules de soluté et de solvant a la surface de
'adsorbant.



Chromatographie d’adsorption
Phase mobile

Force éluante de la phase mobile:

- Solvant pur:

L'énergie libre d’adsorption des molécules de
phase mobile g, (force eéluante), permet de
controler la rétention des solutés.

Plus la force éluante est élevée et plus les
facteurs de capacité sont faibles. Une variation de
0.05 unité de €0 entraine une variation de k' d’un
facteur 2 a 4.



Chromatographie d’adsorption
Phase mobile

ot - = e — = = —— = - - — = -
| Force éluante &, Viscostté | Indice de | Longueur Point
X Salvant -— = = —i ;]0{, refraction ! donde  * d'¢bullition
| ‘ sihce ||:11umi.ne ||;ch4 A | 4200C | mimmale {nm))| (")
| Hexane ... .. T 0 0 0.3l | 1378 [ 191} | o8, 7
[sooctane ... ....... . 0,01 0,01 | 030 11391 | 190 [ 95,2
Térrchlorure de carborn 1l (.18 ner LR a3 . T8
F:ther isopropvlique .. .. | 0232 0,28 | .37 | 1,368 | 220 | a6y
Chlorure d'isopropyle . . | 02? 0,249 | {133 | [.374 | 23 | 3R
Chioreforme 0] (.26 1,40 .57 s L4dG 245 6.2
Chloture de meéthyléne . | 032 42 | .44 | 1,424 | 233 | JUR
Tetruhydrofuranne ... | b33 U435 55 LS MR an
Actlate d'éthyle .. | ooas | oss | 0as S I TS B
IMoxanne ........._.... | (49 063 . 1,32 | 1422 213 | 1.3
Acétomtride ... L0 (65 1,37 1344 150 XLo
lsopropanol ... .| os3| os2) 23 | Lym | o0 | 824
Mcéthanol ... .. ... ... | 173 | 0495 (b | 1329 1) i 6.7
Fau oo Doanzalsoes 0 g 1y | S
| Acide acttique ... . | =073 ] =095, 12 |

1,372 | ! 179

(*) La torce éluante des solvinls st mesurée par rappmit au pentune pour lequel on a lixe
arbitrairement une foree ¢luanie nulle. Certains alcanes Ruorés {peu wiilisés) ont une foree Eluante
négative.



Chromatographie d’adsorption
Phase mobile

 ’hexane ou isooctane comme solvant
non polaire

* |e dichloromeéthane ou dichloroéethane
et éther isopropyligue comme solvants
de polarité moyenne

 Jacétonitrile et le méthanol comme
solvant polaires.



Chromatographie d’adsorption
Phase mobile

 Mélange de solvants:

- Il est rare gqu'un solvant unigue permette
d’aboutir a des valeurs de facteur de capacite
convenables et surtout a une résolution
convenable, on utilise souvent un mélange de
solvants.

- Cette recherche du solvant de force éluante
convenable peut s’effectuer soit directement sur
colonne, soit par chromatographie sur couche
mince en ayant soin d'utiliser la méme phase
stationnaire que celle de la colonne.



Chromatographie d’adsorption
Phase mobile

« Pb qguand on mélange un solvant apolaire comme
'isooctane et un solvant polaire comme le méthanol
car ces deux solvants ne sont pas miscibles en toute
proportions.

« On ajoute un troisieme solvant miscible aux deux
premiers. On realise un meélange ternaire avec un
solvant de force eéluante intermédiaire tel I'éther
Isopropylique, le dichlorométhane et, eventuellement,
I'acetate d'ethyle.



Chromatographie d’adsorption
Phase mobile

« Pb: Ces solvants de force éluante
moyenne ont toujours une absorption dans
I'ultraviolet plus grande que les solvants
apolaires et polaires ils doivent toujours
étre en méme proportion dans le melange.



MISCIBILITE DES SOLVANTS
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Chromatographie d’adsorption
Energie d’adsorption des solutés

« L'énergie d’'adsorption d'une molécule de solute
sur les sites actifs de la phase stationnaire est
égale a la somme des energies d’adsorption des
différentes groupements qui constituent la

molécule.
N

=
Eo=2 Q°
1

QY étant [I'énergie libre d’adsorption d'un
groupement I.



Chromatographie d’adsorption
Energie d’adsorption des solutes

VRS OR PN
DI NN

¥ : sita d'interaction

Forze Euante £, e differents melanges de solvants sur silice



Chromatographie d’adsorption
Energie d’adsorption des solutes

‘Tableau 5 - Energies réduites d'adsorption de différents groupements déterminées sur de I'alumine ou sur de la silice a faible
3 diametre de pore

lon '
Aluminea Silice Alumine Silice

Groupement X X=al, X XY X=a, Xxy  Groupement X X=a, X XY X=a, XY
Y=ar Y=zar Y=al =ar Y=zar =al ¥=ar Y=ar ¥Y=al =za V¥=ar =al
X-CHyovrveeoe 0,08 | -0,03 0,11 007 Xg=N=Yo. . 2,48 440 252 =58
X-CHy-¥.... 012 | 007 002 007 001 -005 X-CHO ... 335 473 348 | 497
- C=aromatique ou X-NOs. ... 275 540 2,77 571
carbone éthylénique = 0,31 | 031 0,31 025 025 025 X-C=N..o... 325 5,00 3,33 5,27
X=Foowie 011 164 -0,15 1,54 X-COp-Y..... 402 340 500 418 346 527
X Ol 0,20 | 1,82 0,20 1,74 X=C0=Yo... 436 374 500 456 469 527
X=Br e 0,33 | 2,00 | 0,17 1,84 X-OHeooovo 7,40 8,50 4,20 5,560

X=Loocosione | 051 2,00  -0,15 1,94 X-CH=N-Y.. 414 446 6,00
YoSH . 8,70 | 2,80 067 1,70 X=NHpoo 441 824 5,10 8,00
X-§-8-V... =111 2,70 094 190 X-SO-¥... 40 670 42 72
X-$-VY.oo... 076 132 265 048 128 294 X-COOH... .. 19 21 B 7.6
X-0-Y . 1,04 1,77 350 087 183 3,61 X-CONHy..... 862 B9 66 9,6

ar = radiral arnmatina al = radiral alinhatimia



Chromatographie d’adsorption
Energie d’adsorption des solutés

« L'énergie d’adsorption d'un groupement varie
selon qu’il est substituant dans un composeé
aliphatique ou dans un composé aromatique.

« D’'une facon générale, on constate que I’énergie
d’adsorption est plus grande lorsque le
substituant est attaché a une chaine
aliphatique.



Chromatographie d’adsorption
Energie d’adsorption des solutés

De ce fait, il peut arriver que des composes qui
paraissent a priori tres différents, aient en réalité des
énergie d'adsorption tres voisines.

CyH ), Cl @cu

Q°Ci1=1,82 Q°Cl=02 Les groupements
aliphatiques
s’adsorbent tres peu

E°= 1’94 Eg = Z,Ué
Il en résulte que la séparation de ces deux dérives
chlorés, qui pouvait paraitre aisée en raison des
differences de structure sera difficile.



Chromatographie d’adsorption

Applications
i
."Er..:l -
AN LA

1
lime lmisb

Phase stationnaire : silice 5 um
Phase mobile |

heptane - [sopropanal (95 : 1)
Détecton UV a A = 280 nm



Chromatographie de partage sur
phase stationnaires greffées



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées

* De toutes les methodes de chromatographie en phase

iquide, la plus utilisée est la chromatographie de
partage.

« On greffe sur les fonctions silanols de la silice
diverses fonctions organiques plus ou moins polaires.

« La phase stationnaire greffée se comporte comme un
iqguide, On parle de chromatographie liquide-
iquide. La séparation met en jeu des coefficients de
partage et non plus d’adsorption. Les solutés se
partage entre la phase greffee et la phase mobile.




Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées

On distingue :

 la chromatographie de partage classique
(normal phase chromatography) dans laquelle
les moléecules greffees sur le gel de silice ont un
groupement polaire(-CN, -NH2), la phase mobile
est peu polaire (hexane pur ou en meélange avec un
peu de methanol ou d’acétonitrile).



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées

 |la chromatographie de partage a polarite de

P
C

a

nases Inversee (reversed phase
nromatography) ou les moléecules greffees sont
polaires, principalement des chaines

hydrocarbonées ; la phase mobile est polaire
(melange eau-méthanol, eau-aceétonitrile).



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées

 La silice du fait de ses propriétés (grande
surface specifigue, résistance a la pression...)
constitue le materiel de base pour la synthese
des phases stationnaires greffées.

« La méthode de greffage consiste a faire réagir la
silice avec un silane mono, di ou trifonctionnel
(chloro ou alkoxysilane). On obtient ainsi des
liaisons Si-O-Si-C stables.



Reéactions de silanisation de la silice

I A
—5i—0OH + X —Si—R, . Si—0—Si—R,
| HHS I M
@ silane
slr OH Eli O
— — x — —
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Reéactions de silanisation de la silice
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Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées

Le groupement X résiduel peut conduire par
hydrolyse a la formation de groupements SIiOH
qui pourront réagir avec un silane residuel.

—Si—0OH N R —Si—0 Fi
i ~ o M
[n] + Si —- [n] 4 Traces d'eau -
., P Y AT
— Si—OH x X —Si—0 X
|
I |
— Gi—iD A X ] — 5 — 0 "
d N, ~ & T
(n] Si + Si — o Si X A
™. P P N Y AN N
— 5i—1 oH x X — Si—0 0O —Si .
| | .
W
| |
— S0 A HO—Si—HR
g M e
Traces dlaaw [n] Si } - BTG,
- e A0 ", a



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage sur phase polaire

Les principales phases stationnaires polaires:

Aminopropyle: -(CH,)5;-NH,

Paranitrobenzyle: -CH,-C;H,-NO,

Alkylnitrile —(CH,)n-CN

Glycopropyle (diol) —-(CH,);-O-CH,-CHOH-CH,OH



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage sur phase polaire

Méecanisme de partage sur phases stationnaires polaires
(exemple phase greffee aminopropyle)

Phase mobile: solvant apolaire (hexane) auquel on
ajoute de faibles quantités de solvants polaires
(dichlorométhane ou aceétonitrile, methanol...). Ce
solvant polaire est appelé modificateur polaire P

Il y a solvatation des greffons polaires par le solvant le
plus polaire contenu en faible quantité dans la phase
mobile



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage sur phase polaire

I a été démontré que les molécules du
modificateur interagissent avec les groupements
amino —NH,, selon des equilibres du type :

_NH, + P=—NHP, K, = HP]
INH, | | P]
—NH,P + P=—NH,P,, K, = | NH,P, |
: INH,P| | P|
—NH,P, + P=—NH,P;, K;=-—=0 | NP, |
| NH,P, | | P|

Les especes surlignées sont presentes sur la phase
stationnaire



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage sur phase polaire

 Lorsque le modificateur est peu polaire
(chloroforme, dichlorométhane) seul le premier
équilibre intervient : chaque groupement amino
fixe au plus une molécule de P.

 Lorsque le modificateur est tres polaire
(meéthanol, éthanol) chaque groupement amino
peut fixer jusqu’a trois molécules de P.



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage sur phase polaire

Lorsque la phase mobile contient un soluté S, ily a
compétition entre la solvatation des groupements
—NH,, par le modificateur polaire P et par le soluté :

_NHE "I— S :—;NHE“E

De méme, Il y a solvatation dans la phase mobile
de S parP:



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage sur phase polaire

La rétention de S dépend:

- des constantes de ces differents equilibres
- de la concentration totale en groupement amino
- de la concentration de P dans la phase mobile.




Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage sur phase polaire

* Application: séparation d'un  antalgique
(bénorilate, ester) et de ses impuretés
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Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

« 80% des séparations sont réalisees avec des phases
stationnaires apolaires

 La phase mobile est constituée d’'un mélange eau-
méthanol ou eau-acétonitrile.

* Les phases stationnaires les plus utilisées sont des
silices greffées alkyle (C8 ou C18). Elles sont
obtenues par la méme méthode de greffage que celle
mise en ceuvre pour les phases polaires. Mais lors de
la derniere etape, les silanols résiduels sont eliminés
par du triméthylchlorosilane (TMCS): end capping



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

CH.
si—oH TMCS | si—0—si—CH,
CH.

A [
| |
— Si—0—Si—R TMCS |  si—o0—Si—R
| |
oH .3



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

 Les phases stationnaires a base de silice ne
peuvent étre utilisés si pH>7.5 (attaque du réseau
siliceux par les ions OH-), utilisation de polymeres
organigues (exemple: polymere styrene-
divinyloenzene (pH 0-14) ou de phase a base de
carbone graphite poreux



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

Les lois de rétention sont FPinverse de celles
observées sur phase stationnaire polaire. Les
composés polaires sont elués avant les composes
apolaires.

Deux mécanismes de rétention:

- le solvant organique de la phase mobile se fixe
préférentiellement a la surface des greffons apolaires. Il y
a alors partage des solutés entre la phase mobile et la
phase liguide adsorbée

- la rétention est une conséquence de l'effet hydrophobe. Il
y a association reversible du soluté avec les greffons.




Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire
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Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

* L'importance relative de ces deux mécanismes
dépend de la nature des solutés (caractere

hydrophobe).

 Si le solutée est tres apolaire, il sera surtout en

Interaction avec les chaines alkyles. Un soluté p
polaire sera en interaction a la fois avec
molécules du solvant organique adsorbé et avec
chaines alkyles.

us
€S
€S



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

* ROle de la phase stationnaire:

 Le facteur de capacité augmente avec le
nombre de chaines greffées par unite de

1,2 = dliisthvylban nine

135 - triéthyibanzéne

surface.

1.0 4

=

05

Colonne © langueur, 18 cm ; diamétre intéraur, 4.8 mm (147
Phase mobile : méthanolk-eau (60 : 40 wiv)

Débit 0,82 mlrain-t

0,00 Detection . absorptiometrie dans "ultraviclet & 254 nm.

05




Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

A nombre de greffons par unité de surface constant, le
logarithme du facteur de capacité des solutés varie
lineéairement avec la longueur de la chaine greffee.

g k* & . Pyréne
¢ . anthracéne
15 -phénanthréne
1.0 . naphtaliane

0.5 / _ benzéne
0 / .

2] 10 -~ 16 20
/ Longueur des chalnes

hydrocarbondes greffdes
-0,5 {en nombre d'atomes de carbone]

Fhasa mobile : méathanol-sau {70 : 30 wiv
Aurtres conditions identiques a celles de la figure 15



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

* ROle de la phase mobile

 On utilise comme phase mobile des melanges eau-
methanol, ou eau-acétonitrile. La rétention est d’autant
plus importante que la polarité de I'éluant est plus grande.

 Remarque I'eau utilisée en chromatographie a polarité de
phase inversee doit étre rigoureusement exempte de
matieres organiques. En effet de telles substances
peuvent étre retenues par les silices greffées alkyle puis
étre éluées lorsque la teneur en solvant organique
augmente d’ou I'apparition de pics parasites ou de derives
de ligne de base.



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

Remarque: on peut dans certains cas étre amené a
utiliser des mélanges ternaires:

On ajoute aux mélanges eau-méthanol ou eau-
acetonitrile une faible proportion d'un troisieme
solvant, le plus souvent du tétrahydrofuranne (THF).
L'addition de ce solvant, provogue une modification de
la force eluante qui est augmenté pour certains
composes du mélange et diminué pour d’autres.

Exemple séparation d'un meélange phénol-alcool
benzylique sur silice greffée C18.




Chromatographie de partage sur phase

Phéncl

385 min

%‘.—. injection
e

stationnaires greffées

la chromatographie de partage

Pheno
-+

Alcool
benzylique

399 min

Aleool
benzylique

¥ 420 min

%— iI"IjECT-IOﬂ

injection

-

- injection

-
—

sur phase apolaire

Avec une phase mobile eau-méthanol
60 :40 (v/v) la seéeparation est
insuffisante. L'addition de THF
augmente le temps de rétention du
phénol et diminue celui de Ialcool
benzylique. On observe d’abord une
moins bonne résolution puis celle-ci
augmente et devient excellente pour
un  mélange  eau-méthanol-THF
60 :35 :5 (v/v)



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

Quand les especes etudiées comportent des
groupements acide ou basique, il est nécessaire de
controler le pH de I'éluant.

Plus le soluté est ionise, plus son temps de
retention diminue (forte solubilité en phase
agueuse).

Les variations des temps de retention sont tres
Importants lorsque le pH varie autour du pKa. Les
acides seront chromatographiés a un pH <pka-2. Les
bases seront chromatographiées a un pH > pKa+2.




Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

Quand les solutés sont trop polaires, ils peuvent avoir
une rétention insuffisante sur les silices alkyles. On
utilise alors des silice greffees amine ou nitrile.



Chromatographie de partage sur phase
stationnaires greffées
la chromatographie de partage
sur phase apolaire

 Influence de la tempeéerature:

Une augmentation de la température provogue en
genéral une diminution des facteurs de capacité et
de la sélectivité. Il est donc important de thermo-
reguler la colonne chromatographique.

Cependant, Il est parfois avantageux d’augmenter
la température des séparations car la viscosité de
la phase mobile diminue.



Chromatographie de partage sur phase

stationnaires greffées

la chromatographie de partage

* Applications:
« Séparations d'un melange de 16 hydrocarbures poly-
aromatiques (polluants)

Excitation = 280 nm
Emission =340 M

ax = 305 nm

em = 430 nm
™

14 o™= 500 rm
3 ~,

ax =305 nm

Intensitéde .

fluorescence

[
Fo ACN (viv)

' 1
wo-| -
2

T
20

I
30

T
40

Ternps [(min)

sur phase apolaire

Colonne : longueur ; 25 cm ; diamétra intérieur : 0,26 cm.

Phase stationnaire, silice greffée octadécyle HC-0DS, 10 pm.

Phase mobile : acétonitrile-eau avec élution graduée (le profil du gradient est
représentd an tiretd sur la figure),

Débit : 0.5 mL-min-1.

Détection : spectrofluorimétrie avec programmation des longueurs d'onde
d'excitation et d"émission.

Solutés :

1) Maphtaléne ; 2} Acénaphténe ; 3} Fluorgne ; 4) Phénanthréne ;

5) Anthracéne : 6} Fluoranthéne ; 7) Pyréne ; 8) Banzlalanthracine ;

9) Chryséne ; 10} Benzolelpyréne ; 11) Benzolblfluoranthéne ;

12} Benzolklfluoranthine ; 13} Benzolalpyréne ; 14) Dibenzla hlanthracéne ;
15) Benzolghilpérylene ; 16) Indénol1,2,3-cdlpyréne.



Chromatographie de partage sur phase

stationnaires greffées

la chromatographie de partage

sur phase apolaire
* Applications:

« Separation d'un melange d’aa apres derivation

préco

—

Ser  Gin

Gly

Glu

Thr

Ala

[y
-

g
0

10

15

20
Tempa (rmin}

onne avec un réactif fluorescent

Arg  Arginine Gly Ghycine Fhe Phénylalanine
Ala  Alanine His  Higtidine Fra  Proling

Asn  Asparagine e lsoleucine Ser Sérine

fAsp  Acide aspartique Lew | gucing Thr  Thréaonine
Cys Cystéine Lys Lysine Trp  Tryptophane
Gln  Glutamine Met Méthionine Tyr  Tyrosing

Glu  Acide glutamigue Om  QOmithine Val  Valine

Colonne : longueur : 12,5 em ; diamétre intérieur : 4,8 mm.

Phase stationnaire : silice greffée octadécyle (ODS Hypersill, 3 pwm.
Phaga mobile : gradient lindaire acétonitrile-méthanocl-tampon acétata
{10 - 40 - 50 wiv) & acétonitrile-tampon acétate (50 - 50 wivh en 9 min.
Début du gradient 3 min aprés I'injection.

Débit : 1,3 mL min=1.

Détection : spectrofluorimétrie 5. =260 nmM, =m =313 nm.

Echantillon : fluide cérébro-spinal dilué 10 fois.

Dérivation avec le FMOC (9 fluorényl - méthyichloroformiate) ; voir [36] pour
conditions expérimentalas.

Les acides aminés sont repérés par leurs sigles habituels. Le pic d'élution
repéré OH correspond au produit d'hydrolyse du réactif en axoés.



Liste des solvants par ordre croissant de leur polarité

Hexane et ether de pétrole
Tétrachlorure de carbone
Benzéne
Dichlorométhane
Chloroforme

Ether éthylique

Acetate déthyl

Acetone

Propanol

Ethanol

Methanol

Eau

Acide acétique




La chromatographie ionique
ou
Chromatographie d’echange d’ions



La chromatographie ionique

- Technigue permettant Il'analyse d'especes
lonigues inorganiques et organigues (especes
lonisées ou ionisables)

- Technigue tres utilisée dans la chimie de
I'environnement (analyse des eaux) et l'industrie
alimentaire

- Exemple: dosage des ions fluorures, chlorures,
sulfates, sodium, magnesium, calcium...



Mecanisme de séparation

- Les phases stationnaires sont des résines
échangeuses d’ions, un solide comportant des
groupements  fonctionnels ionisés,  fixes,
porteurs de charges positives ou negatives (les
résines cationique et anionique).

Doser des anions, colonne anionique (charge
+)
Doser des cations, colonne cationique (charge -

)



Mecanisme de séparation
- La separation se fait par mécanisme d’échange
d’ions.

phase 2

NE: E NE: A

NR:E phase NR: .
stationnaire stationnaire

NE: F NE: F

E- anion de I'éluant, A- analyte

phase 1

phase
stationnaire

Phase 1: colonne conditionnée sous la phase mobile
Phase 2: Euet + Apet < Aiter + Emop (équation 1)

Cette réaction est caractérisée par le facteur de sélectivité:

g oA E

[AT]... % [E]..




Mecanisme de séparation
 La rétention du soluté est regie par:

- la difference d’affinité entre E - et A - pour
I’échangeur d’ions considéeré.

- la concentration de E - dans la phase éluante.



Mecanisme de séparation
En regle générale:

- La rétention dépend de la charge et de la taille
de lion. Les ions multichargés seront plus
retenus que les ions monocharges.



Mecanisme de séparation

L’ordre d’affinité

« Pour un échangeur d’'anions de type ammonium
guaternaire, est le suivant:

citrate > SO,% > oxalate > 1~ > NO; > Br- > SCN-
> Cl—> formiate > acétate > OH- > F-

* Pour un échangeur de cations de type sulfonate:
Ba2+ > Pb2+ > Sr2+ > Ca2+ > Ni2+ > Cd2+ > Cu2+
> Co%t >Zn**> Mg?* > Ag* > Cs* >Rb*>K* NH,*
> Nat > H* > Lit



Mecanisme de separation:
Choix de la phase mobile

 La phase mobile est généralement une solution
aqueuse a laquelle on a ajouté en petite quantite
un solvant organigue (meéthanol ou éthanol) afin
d'accroitre la solubilité des composes organiques
lonisés. Trois parametres interviennent dans le
choix de la phase mobile:

- le pH,
- la nature et la concentration de l'ion développeur



Mecanisme de separation:
Choix de la phase mobile

* Choix du pH: C'est le facteur le plus important

qu’il faut optimiser en premier

« Nature et concentration de I'ion developpeur:

La rétention des especes dépend de la nature
de l'ion développeur, plus la résine a d’affinité

pour celui-ci, plus faible est la rétention ¢
soluté. Une augmentation de la concentration d

'lon developpeur entraine une diminution de
retention

u
e
a



Mecanisme de séeparation:
Choix de la phase mobile

 L'ordre d'affinité des Ions Inorganiques est
Important car il régit en partie la force éluante
des phases mobiles utilisées.

« Sur un echangeur d’anions, l'utilisation de l'ion
nitrate comme ion éluant conduit, a une élution
beaucoup plus rapide que lutilisation de lion
chlorure.

« De méme, avec un échangeur de cations, une
solution préparee avec des sels de potassium a
une force eéluante plus élevee que la méme
solution préeparee avec des sels de sodium ou a
fortiori de lithium.



Appareillage chromatographie ionique

le réservoir de solvant
contient I'éluant.

DISTRIBUTION

W la pompe
H;) Lﬁgﬂ alimente en permanence la colonne
|

de séparation.

l'injecteur

permet l'introduction des
échantillons dans la colonne
de séparaticn.

1
ﬂ

la colonne de séparation
SEPARATION sert & séparer les lons 3 analyser,
Deux types de séparation peuvent
intervenir:

~ par échange d'ions (voir p. 3)

~ par appariement d'ions (voir p. 4)

|

F—{

le suppresseur

est un échangeur d’ions destiné

a diminuer le bruit de fond di

aux ions de I'éluant et 2 augmenter
simultanément le signal di aux ions
a doser (voir p. 3)

DETECTION

le détectenr
est du type conductimeétrigue.
b= élimination

EDITION
DES
RESULTATS

l’intégxatéu:z
Ao édite le clromatogramme.




Phases stationnaires en chromatographie ionique

On distingue deux types de phases stationnaire:

- les supports anioniques et cationigues forts

- les supports anioniques et cationiques faibles



Phases stationnaires en chromatographie ionique

- les supports anionigues ou cationiques forts,
lonisés quelque soit le pH de la phase mobile, leur
capacite d’échange est constante et indéependante
du pH

Exemple: échangeurs sulfonate (SCX, Strong
Cation Exchanger) et ammonium guaternaire
(SAX, Strong Anion Exchanger)



Phases stationnaires en chromatographie ionique

- les supports anioniques ou cationigues
faibles dont le degré de dissociation depend du
pH de [I'éluant, la capacité d’échange des
supports anionigues ou cationiques faibles
déepend du degré d’ionisation des groupements
fonctionnels, donc du pH de I'éluant

Exemple:

- Echangeur carboxylate —CO,- n'est échangeur de
cations qu’en milieu de pH suffisamment éleve. A
pH acide, les groupements sont sous la forme
CO,H non ionisee.

- Echangeur amine Il —=NR,, n’est échangeur
d’anions qu’en milieu acide -NR,H").




Classification des groupements fonctionnels
des echangeurs d’ions

Echangeurs d'ions

Echangeurs de cations Echangeurs d"anions
s i MK e T, Y
Acide fort Acide faible Base forte Base faible
Sulfonate Carboxylate Ammonium quatemaire Armmonium non quaternaire
{forme protonée d'une amine
primaire, secondaire ou tertiaire)

— S0, — COy — NR3 — NHRz
ax. : triméthylarmmonium e, digthylarminogthylamrmonium
P CzHs
— M{CH, — GHa — NH *

CzHs



Phases stationnaires en chromatographie ionique

Trois types de résine:

- Résine de type gel

- Resine pelliculaire

- Résine a base de silice



Trois types de résine échangeuse d’ions

1- La structure Gel:
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Copolymere styrene/divinylbenzene sur lequel sont greffées des
groupes fonctionnels.



Les structures Gels

La matrice est constituée par un reseau
macromoléculaire tridimensionnel (copolymere
styrene-divinylbenzene), sur lequel sont greffés
les groupements fonctionnels

© Capacité d’échange élevée
© Gamme de pH élevée

® composes fortement retenus (temps d’analyse
trop long)

® colt de fabrication éleve
® résistance mécanigue médiocre



Les structures pelliculaires

Les sites actifs sont greffés a la surface d'un
support compact et impermeéable (silice ou latex)
et non plus dans un réseau tridimensionnel

@ Separation rapide
© Excellente résistance mécanique

© Faible capacité d’échange
(on doit injecter de faibles volumes)



Exemple: structure pelliculaire:

Anion Latex Particles.

el LATEX
S0: v "\sm- E—'-':' Sulfate

SOs / \ gu]lfonatted

1 T ubstrate

| Fsor— &
S0\ /'sos ®

I
SOs SQs

Anion Pellicular

Microbilles de latex agglomerées a la surface du polymere



| es structures a base de silice

- Avantage:
- bonne résistance mécanique
- bonne accessibllité
- grande capacité d’échange

- Inconvénient:

- ne peut étre utilisé si pH= a 8
(gamme de pH 2-8)



Exemple de séparation
en chromatographie ionique

[ Solutés: échantillon contenant Cl, NO; et SO,%- (eaux de
consommation)

 éluant: mélange Na*HCO; et Na*, CO;*
En symbolisant la résine par R+, on a les réactions suivantes:
Injection:. R"HCO;3™ + CI —» R'CI"+HCOy

Elution: R*Cl + HCO;y — » RTHCO5 + CI

Remarque: méme réactions en considérant CO.;% au lieu de
HCO; et en prenant NO; ou SO,% a la place de Cl-- On va
séparer les trois especes car le temps de résidence des
COmMposes sur les sites est propre a chaque espece



En sortie de colonne, on a donc séparé Cl-, NOg,
SO,% dans un bain de HCO; et de CO;*.

Pb: conductivite importante de l'éluant (HCO; et
de CO,%) par rapport a la faible concentration des

solutés (Cl, NO;, SO,?)

& role du suppresseur d’ions



Principe de la détection conductimetrique

 La conductimétrie est le moyen de detection le plus
utilise en chromatographie ionique en raison de sa
sensibilité eélevée et de sa robustesse.

OH —»
-+— Na

« Si on applique une dlfference de potentiel alternatif
entre deux électrodes de surface S immergees dans
la solution, la ddp genere un courant | entre des deux
électrodes. Ce courant suit la loi dOhm (E=RI) et la
mesure de la résistance électrigue R permet ensuite
de déterminer la conductance électrique G exprimée
en Siemens




Principe de la détection conductimetrique

La conductance électrigue G:

G=1/R
G= 0 S/L avec o= conductivité (Sm1), L étant la distance
entre les deux électrodes.

Or la conductivité est proportionnelle a la concentration:

o = 2 zI Nl Ci avec Ai = conductivité ionique de l'ion
(Scm?mol?)



Principe de la détection conductimetrique

Anmons A - Cations A+

Ol 198 H 350
F 54 Li 39
NO;- 71 Mg™™ 53
HCO;- 45 Ca™™ G0
Formate 35 Sr 559
Acetate 41 Ba™~ 64
Propionate 35 Zn a3
Benzoate 32 Ho™™ 53
SCN- 66 Cu™™ 55
SO, 20 Ph™™ 71
CO;™ 72 CO* 53
‘e 74 Fe~ 68
CrO. 85 La*~ 70
PO, 69 Ce’" 70
Fe(CN)s 101 CH.NH;" 58
Fe(CN)s "™ 111 N(Et)s 33




Le suppresseur d’ions

Le suppresseur est un dispositif que I'on utilise quand
I'éluant est fortement ionique. |l s'agit de convertir
I’éluant fortement ionigue en une espece de faible
conductivité. Ainsi il est facile de repérer les especes
presentes dans I'échantillon a analyser (les solutes).

La neutralisation de [I'éluant a pour conséquence
d’amplifier le signal di aux ions a doser et de diminuer
simultaneément le bruit de fond du a I'éluant.



Le suppresseur d’ions

« Les premiers suppresseurs consistaient en une
colonne de type échangeur d’ions, dont les
groupements fonctionnels étaient de charge
opposee a ceux de la colonne de séparation.



Le suppresseur d’ions:
Dosage d’un ion nitrate NO;

« A la sortie de la colonne de sépara-
ticn NO7 est sous forme de NaNO,
dans l'éluant (NaQOH).

.‘Ife suppresseur permet 'échange
d'ions sn-dm:rj Na*contredesions H*,

Aprés échange, NaNO ,devient HNO,
et NaOH devient H O,

HNO,est plus conducteur que NaNO,
I?Jt 51}{3 est moins conductrice que
aOH,

«NOJ est alors détectable par con-
ductimétrie parce que le signal di &
cetiona été amplifie et que le bruit de
fond di & I'éluant a été diminué.

-I:uil-ul-n:l.l_l:l.-
sEpara o

(RN (CHL),, OHC] |

-

SEEpTE kB
(R-50H"]

D#tmcteur

TRy, Br Moy, O}
I

—

Mag & OHy {dluani)

(MO, + O, 5 NO,+ OH;
Ordre de sartia de la colonne
_:-l:ﬂ':nn;..f:lrfﬂng

[Ma® + NOj| dans Pdheant (Ma®, OF

Ha®
! ﬂ-l-l.i-l!l-'l.‘.'-hll.;--m-.ﬂ..;
,f’; HOy, + Hy + Nagy -~ HY + HNO,+ Na

{[H” = NOY dare l'ean puare




Le suppresseur d’ions:
Dosage d’un ion sodium Na*

ﬂi.r LK ”.]

=— My * C3 (dhaani)

Dosage d'un ion sodium * Galorna de P 1§ o= B+ 13
m_] Ordra de sartse de la calonna
W
»Ai la sortie de la colonne de sépara- -
ion Na*est sous forme de NaCl dans {:r I it o 0
1C1 (&éluant).
Suppressess W+ 4+ Ol = K0, +CY
\Aprés  neutralisation, HCl est | CowOHl [ NN+ CReOR - Ny oK Gy
:changé en H,0 et NaCl en NaOH. oH
1aOH est plus conductrice que NaCl
:{tcfp est moins conductrice qUE  condemmaque (Na*, OH] dans l'esu pare
]

‘our les mémes raisons que lors du X représente un ion X en solution

losage d'anions, Na* peut étre i 3
letecté en conductimétrie. %rﬁﬁsﬂﬁuﬂ? dimﬂfmungem



Applications de la chromatographie ionique

« Séparation des acides aminés H,N-R-COOH

* les acides aminés, en fonction du pH, peuvent
étre presents en solution sous forme moléculaire
ou sous la forme d’anions ou de cations.

« Considerons, par exemple, le cas de la glycine
HOOC-CH, -NH, dont les pkA sont
respectivement 2,3 et 9,8 (le premier correspond
a la constante d’acidité du couple —COOH/-
COO- , le second a la constante du couple —
NH; + /-NH, )



* La glycine se comporte comme un cation
pour des valeurs de pH inférieures a 3,
comme un anion pour des valeurs de pH
supérieures a 9 et comme une espece non
chargées dans I|la zone de pH
iIntermédiaire ou la forme zwitterionique
predomine.



Applications de la chromatographie ionique

Séparation des acides aminés H,N-R-COOH

En milieu acide, I'espéce *H;N-R-COOH prédomine et
peut étre fixée sur un échangeur de cations.

Si on elue avec des solutions de pH croissant, on doit
observer l'élution des differents acides aminés dans
'ordre de leur pKa puisque lorsque pH>pka, c'est la
forme *H;N-R-CO,, globalement non chargee, donc non
retenue qui prédomine. On fait souvent varier le pH de
facon continu, en utilisant un gradient de pH.

En réalité l'ordre d’élution depend eégalement des
dimensions des ions presents.



Applications de la chromatographie ionique

» Séparation des acides aminés H,N-R-COOH

1€

10

2 ", Mature des solutés :

E ! 1) acide aspartique, 2) thréonine, 3} sérine,

5 13 1475 19 4) acide glutarmigue, 5) proline, 6) glycine, 7) alanine, 8) cystine, 9) valine,
b 10} méthioning, 11} isoleucing, 12} leucineg, 13) norleucing, 14) tyrosine,

16} phénylalanine, 16) histidine, 17) lysine, 18) ammoniagque, 19) arginine,
20) tryptophane.

J

| A8 min
@ chromatogramme obtenu suivant le gradient I

Colonne : longueur : 36 cm ; diamétre intérieur : 2,6 mim.
Phase stationnaire : résine échangeuss de cations du type Rank Hilger, 7 pm.

Phase mobile : mélange d'un tampon acide (citrate 0,2 M an Na+, pH = 2,2)
et d'un tampon basique 0,2 M en Ma+, pH = 11,5, soit citrate-phosphate, soit borate.

Débit: 0,16 mLmin'.  Termpérature ; 60 °C.



Chromatographie de paires d’ions



Chromatographie de paires d’ions

 La chromatographie de paires d’ions constitue une
alternative a la chromatographie ionique pour
I'analyse de composes ionisés ou ionisables.

* On utilise des phases stationnaires apolaires (Cg ou
Cie)

« On utilise des phases mobiles (eau methanol ou eau
acetonitrile) contenant un agent d'appariement
d'ions), ion de charge opposee a celle des solutes et
comportant une partie hydrophobe.



Chromatographie de paires d’ions

Deux meécanismes de rétention coexistent:

_'agent d’appariement d’ions interagit par effet
nydrophobe a la surface des chaines alkyle (la
partie ionisée est dirigée vers la phase mobile
nolaire. On génere ainsi un échangeur d’ions. Le
soluté interagit par mécanisme d’échange d’ions

_es paires d’ions formées entre le soluté et
‘agent d’'appariement d’ions interagissent avec
a phase stationnaire selon leur hydrophobie.




Chromatographie de paires d’ions

Contre-ion &~

\f\/‘\\/\/‘"\f‘lu L3
-0 Soluté
Et

Eluant

Phase stationnaira Phase mobila

@ echange dions dynamigue

Paire d'ions
formée a l'interface o

E- W\
f\%g — - -
W Sq_
Phase stationnaire Phase mobile

(si 5 hydrophobe)

{ b’ partage



Chromatographie de paires d’ions

La rétention d’'un soluté est d’autant plus importante
gue le soluté est plus ionise.

Pour un acide Ha dont la constante d'acidite est Ka,
on obtiendra une rétention maximale a pH> ou =pKa
+ 2 (99% de HA est sous forme A-)

Pour une base B dont la constante d’acidité du
couple HB+/B est Ka, on obtient la rétention
maximale a pH< ou =pKa -2 (99% de la base est
sous forme protonée HB+).



Chromatographie de paires d’ions

 Les agents d’appariement d’ions:

Les agents d’appariement d’ions utilisés sont soit des
acides forts (acides sulfoniques ou sulfurigues), soit
des bases fortes (ammonium quaternaire) de sorte

gu’ils sont totalement ionisés quel que soit le pH.
fnioniques  Cationiques

Alkvl- et arylzulfonates pentanesulfonate
hexanesulfonate octanesulfonate
dodécanezulfonste camphosulfonate
naphtalénesulfonste

Ammonium guaternaires tétraméthylammonium
tétradthylammonium tétrabutylammonium
tétraheptylammaonium cétylrimetheylammaonium
(cétrimide) palmityrimétheylammaonivum

Alkylzulfates hexylzulfate octylzulfate
décylsulfate dodécylsulfate

Amines protonées actylammonium trioctylammonium

Anionz inorganiques trifluoroacétate
trichloroacétate phosphate perchlorate




Chromatographie de paires d’ions

* Influence de la concentration en agent
d’appariement d’ions:

* On observe une augmentation de Ila
concentration de I'agent d’appariement d’ions
dans la phase stationnaire, lorsque Ia
concentration de cet agent d'appariement
d'ions dans la phase mobile augmente. Puis

un plateau.



Chromatographie de paires d’ions

C;-S0, Na
+ — 50 Na

18 771

*——-—
V2 ?////////%

(P} el
fa)

Cette fixation de l'agent d'appariements d’ions sur la
phase stationnaire est d’autant plus importante que la
chaine hydrocarbonée (de [l'agents d’appariement
d’'ions) est plus longue.



Chromatographie de paires d’ions

On a egalement demontre que plus la teneur en
modificateur organique (exemple acetonitrile) est
Importante et plus faible est la fixation de l'agent
d’appariement d’ions sur la phase stationnaire.

g™ 1
c- {mmokg™. 10%) CHyCN

_~
/,,..-*
..'o"‘"-’(______.

/ o 30%
10

\

\\\'\
\ \

35 %
40 %
0 ; -

10 3109 510 g0 102 - ,lmoll™)

Colonne ! longueur : 15 em, diamétre intérieur ! 4,8 mm.

Phase stationnaire : silice greffée octyle de type LiChrosorb RF 8, 10 um.
Phase éluante : acétonitrile-eau wiv ; HCIO, 0,04 mol:L™ ;
dodécanesulfonate de sodium & la concentration indiquée.

Débsit : 1 mL- mir,

Détection : réfractométrie différentielle.

Température : 40 *C.



Chromatographie de paires d’ions

« Comment varie le temps de réetention d'une
espece quand on augmente la concentration en

agent d'appariement dions P- (influence de la
force ionique):

8 -
;§ Sy 20
— &
£ g, . ®
9—. ‘_5 Q ] . @
!
& A% A
y o & ©
% ¢ Q3 J . @
Ve Y Q___p 3]
2 g
7o, 0= 8 P e B B
F
N N el
Q i (.J 3 Fri. X.4. — Variation du facteur de capacité £° en fonction de la concentration du contre
won dans la phase stationnaire.
H 4 o0 Conditions opératoires : cf. figure X.2 sauf acétonitrile-eau : 10-90 v/v. Détection : UV a
U‘ﬁ_ 254 nm. Solutés : 1 : pyridine; 2 : méthyl-2 pyridine; 3 : méthyl-3 pyridine ; 4 : diméthyl-2,4

pyriding ; 5 : diméthyl-3.4 pyridine ; 6 © triméthyl-2, 4,6 pyridine.



Chromatographie de paires d’ions

Si 'on augmente la concentration de P- dans la
phase mobile apres avoir saturee la phase
stationnaire que se passe-t-il ?

Retention of sample ion BH*

BH Na’
+ +
C,-50;Na —® c.so HB

L rmw@“%"

—
ECE 18 ZC: 18 Z&: 18 Ec: 18 2 EC518 "ici1l 'Et;‘ "C1! Z

—

(b)

:FIGURE 7.10 Effect of ion-pair reagent concentration o separgtion_. (a) Sorpi;lon

uf the ion-pair reagent as a function of concgntration for rf:agents of differing hydropho-
;b‘m)‘ (Ce- and Cg-sulfonates), (b) retention as a function

+See the text for details. . L

of reagent concentration.



Chromatographie de paires d’ions

_a retention des solutés augmente avec
ongueur de la chaine hydrocarbonnée o

‘agent d’'appariement d’ion (augmentation d

a
e
u

caractere hydrophobe ce qui est favorable a sa
fixation par la phase stationnaire alkyle et a la

formation de paires d’ions)



Chromatographie de paires d’ions

« Application: Seéparation d'anions arsénies par
chromatographie de paires d’ions

1
1 2 3
As — O TH:i CHy
I ) I
o ch—ai’-s‘—ﬂ“zcm HeC—As =10
Arsénite |
pka=93 CHy o
max = 137 nm Arsénobétaine Diméthylarsinate
pks=inconnu 4= 6,2
4 e < 190 MM max = 184 nm
i 6
5 4 ] O
?H CHy |
O —As —
0,05 ua HaC — As = O Hay — As* — CHZCH;OH, Br- 0 i o
| |C 0
2 o Ha Arséniate
Méthylarsonats Arssnocholine pka=23;89; 114
py=26:82 pkg = inconnu e ™ 192 M
max = 192 nim e < 199 nim
6
Colonne : longueur : 25 cm, diamétre intérieur 4,6 mim.
Phase stationnaire : silice greffée octadécyle (Partisil ODS 3, 5 um).
Phase mobile : solution d'hydroxyde de tétrabutylammoniurm 5.10-2 mol.L-!
pH =73 (ajusté par addition d'acide phosphorique).

Débit : 0,5 mL-min~".
Détection UV & 190 nm.

-
0 M 20 230 Temps (min)



Chromatographie de paires d’ions

Adc™

BzOH
Npg.

of }

T '
5 10 15

(a)

NpS

2zx0H

Adr

Adr+ : adrenaline, BzOH
alcool  benzyligue, NpS-
naphtalene sulfonate.

Colonne C18, tampon

phosphate 20mM, pH6 + 20%
- meéthanol.

(a) sans agent

d’appariement d’'ions
(b) avec agent d’appariement
d'ions 14mM octane sulfate.



* La chromatographie chirale



Chiralité et énantiomeres

* La chiralité constitue la propriété géométrique d’un objet (ou d’'une
molécule) de ne pas étre superposable a son image dans un miroir.

* Exemples:

COOH COOH
H -OH HO H
HO H H OH

COOH COOH

acide L-{+)-tartrique (naturel) scide D-{-}-tartrique




Chiralité et carbone asymetrique

* Dans le cas des molécules organiques, si un atome de carbone
possede quatre atomes ou groupes d’atomes tous différents, ce
carbone est dit «kasymétriqgue » et constitue un centre de chiralité.

* Ce carbone est toujours marqué d’une étoile.

H-C=0 ‘ / H-C=0
| ‘

H-*C- OH ‘ HO -*C-H

CH,OH ‘ | CH,0H

D- Glycéraldéhyde [ L-Glycérnldéhyde

Miroir



Chiralité et carbone asymetrique

* A l'inverse, si un objet est superposable a son image dans un miroir
et s’il possede un élément de symétrie, il est qualifié d’achiral.

* Dans la molécule de 2-méthoxypropane, le plan de |la page divise la
molécule en deux parties identiques et les deux représentations de la
molécule sont I'image miroir I'une de l'autre.

* Ainsi, le 2-methoxypropane est une molécule achirale.

& i
-.C— OCH; CH;0—C |
CH3'/ \"CHjz

CH; CHs



Qu’est ce que la chiralité?

Exemple: le butan-2-ol
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1 Mirror

plane
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J§ B L N CHaCHzJ\- OH , HO )\CHzCHa
H ! H
]
: -4 S-Butan-2-ol ' R-Butan-2-ol

S-butan-2-o0l R-butan-2-ol




Les énantiomeres:
Caracteristiques et propriétes

* Deux molécules qui sont I'image 'une de l'lautre dans un miroir et qui
ne sont pas superposables sont appelées énantiomere.

* Deux objets qui sont I'image l'un de l'autre dans un miroir et qui ne
sont pas superposables sont appelées énantiomorphe.

* Rg: Le terme « énantiomere s’emploie uniquement pour des
molécules, le terme « énantiomorphe » se réfere a des objets.



Les énantiomeres:
Caracteristiques et propriétes

* Deux énantiomeres possedent les méme propriétés physiques
(température de fusion et d’ébullition, masse volumique) et
chimiques.

 Deux énantiomeres ont méme propriété physico-chimiques, a
I’exception de leur action sur la lumiere polarisée. Lactivité optique
ou pouvoir rotatoire a la méme valeur numérique pour les deux
entités mais de signe opposé. Séparation tres difficile par des
procédés chimiques habituels!

* Les molécules achirales ne possédant pas d’activité optique.



Les énantiomeres:
Caractéristigues et proprietes

Quelques propriétes physico-chimiques de I'acide tartrique

Composé TF (°C) Densité d | Solubilité (2/100 g) [ [¢] (°.dm™ . .cm®)

(2R, 3R)-tartrique 170 1,76 147 +12
(28, 35)-tartrique 170 1,76 147 “12




Définition de I'activité optique
(ou pouvoir rotatoire)

L’activité optique est la capacité d’'une molécule a modifier I'orientation d’'un plan de
polarisation de la lumiere.

Apres la traversée d’un «milieu optiguement actif » (exemple : un énantiomere),
I'orientation de ce plan est modifiée d'un angle a.

D ¥ SR

source lumiére polariseur tl chantillor
monochromatique non polarisée 1.\01\ S chiral



Définition de P'activité optique
(ou pouvolir rotatoire)

Deux énantiomeres ont des activités optiques identiques en valeur absolue mais de
signe oppose.

;%o
[a];«, ~C

C’est |a loi de Biot
Ou « est la rotation de la polarisation ou pouvoir rotatoire en degrés (°),
£ est la longueur parcourue par I'onde (dm) ou chemin optique,

C est la concentration (g/litre ou g/dm3),

[a] est le pouvoir rotatoire spécifique ou activité optique de la
substance optiqguement active, a la température T (°C), et pour la
longueur d’onde incidente A (nm ou A). En général, ce pouvoir
rotatoire spécifique est mesuré pour une température de 20°C
et pour la longueur d’onde de la raie D du sodium Na A = 589nm,
on notera alors : o]




Enantiomere/Diastéréoisomere

[R. 5] +— = |5 A
i A
v L
. gl [
i . D - + - anantiomares
[R. R] = = |5 5] = e - digstérénisomeres

Composé ayant n centres d’asymétrie, on compte 2 "
stéreoisomeres et 2 ™! couples d’énantioméres.
Exemple molécule renfermant 5 centres d’asymétrie, on
peut prévoir 32 stéréoisomeres se composant de 16
couples d’antipodes.



Enantiomere/Diastéreoisomere
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Enantiomere/Diastéréoisomere

Les diastéréoisomeres contrairement aux énantiomeres ont des propriétés

physicochimiques différentes (point de fusion, solubilité...) et peuvent étre
sépareés par les méthodes classiquement utilisées en chromatographie.



Découverte de I’'énantiomeérie

« En 1811, ARAGO initie I'étude des milieux chiraux en découvrant ce
qu’on appelle aujourd’hui I'activité optique du quartz cristallin.

« En 1815, Jean-Baptiste BIOT met en éevidence le méme phénomene
dans des liguides organiques (comme l'essence de térébenthine, des
solutions de camphre ou des huiles de citron), et prouve que l'activité
optique peut avoir une origine moléculaire.

 En 1820, KESTNER, un industriel spécialisé dans la fabrication de

'acide tartrique a partir de sous-produits du vin, obtient
accidentellement, un produit jusqu’alors inconnu, de méme
composition que l'acide tartrique mais sans activité optique. Ce
produit inconnu sera appelé acide racemique (« acide du vin ») par
GAY-LUSSAC.



Découverte de I’'énantiomeérie

 En 1848, KESTNER confie un échantillon d’acide racémique a Louis
PASTEUR.

* En faisant cristalliser le sel de sodium et dammonium de cet acide,
Pasteur obtient deux types de cristaux dissymétriques et images l'un
de l'autre dans un miroir mais non superposables.

* En testant leur pouvoir rotatoire en solution, il s’apercoit que les
cristaux droits ont les mémes propriétés de rotation que l'acide
tartrique droit.

Il s’apercoit de plus que les cristaux gauches ont une rotation
exactement opposée a celle des cristaux droits.

* Il suppose alors que les deux composés de I'acide racémique qu’il a
séparés ne different que par des structures images l'une de l'autre
dans un miroir: il introduit le concept de dissymeétrie moléculaire



Découverte de Pasteur 1848
Discrimination chirale: cristallisation

Pasteur a démontré qu'il était possible de résoudre un mélange racémique en le
faisant réagir avec un composé possédant une dissymétrie.

(R+S)+R" = RR +SF

Formation de diastéréoisomeres a |'aide

d'un réactif chiral, l'auxiliaire( | .c 5 Jiastéréoisomeres obtents
R’ possedent des propriétés diftérentes.



Résolution de la but-3-yn-2-amine:
¥ Aunxiliaire chiral: acide (+)-tartrique.
» Formation de sels diastéréoisomeres; 1'un cristallise, I'autre ne cristallise pas.

OM I(._OOH
H /

- /

/ VOH

HOOC H

but-3-yn-2-amine racémique (R,S) acide (+)-tartrique

"
CH,CHC = CH

HQO, plusieurs jours
O O
OH C QO H:_N\ H OH C—0 H

~ Ha,

NOH M
H

NoH He
H) H,C

HOOC Hooc

Tartrate de I'amine R Tartrate de I'amine S
Cristallise de la solution Reste en solution

K,CO\, H,0 l K,CO, H,0
v

H,N H H NH
\ \

H.C R . H.C 7S
47% 51%
(R)-(+)-3-Butyn-2-amine (S)-(—)-3-Butyn-2-amine
[@)B € = +53.2(21) [@]F € = —52.7(x1)
b.p. 82°-84°C b.p. 82°-84°C




Importance des séparations chirales

Les séparations chirales ont une grande importance dans les domaines
variés.

Pharmacologie: Les récepteurs chimiques présentent une configuration
spatiale tridimensionnelle bien définie et asymétrique, si bien que dans le
cas de médicaments chiraux, les interactions entre le médicament et le
récepteur sont favorables pour 'un des deux énantiomeres et non pour
les deux.



Propriétés pharmacologiques et
activité biologique

«Sur le plan thérapeutigue, un eutomere (E) définit
I’énantiomere dont I'activité biologique est la plus forte ou dont
I'affinité relative de liaison a un récepteur biologique ou une
enzyme est la meilleure.

« Par opposition, un distomere (D) représente un énantiomere
dont l'activité biologique est la moins forte ou dont l'affinité
relative de liaison a un récepteur biologique ou une enzyme est
la plus faible ou nulle



Propriétés pharmacologiques
et activite biologique

« Souvent un seul énantiomere, 'énantiomére actif, a une activité
pharmacologique alors que lautre énantiomere est inactif et
peut au contraire conduire a I'apparition d’effets secondaires.



La thalidomide: importance de la chiralité I

o Sédatif non barbiturique avec des propriétés anti-nauséeuses retiré en 1961
a cause de ses effets secondaires tératogenes:

¥ hito:/ [archives racio-canada.ca/200d. aspid=0-16-65-870

0 0
H
N 0
NH
0 O 0 O
(9S)-Thalidomide (+}R)-Thalidomide

¢ Vendue comme mélange racémique, rac-Thalidomide (Contergan®).



La tragédie sanitaire de la thalidomide

 La thalidomide (melange racémique) est un médicament utilisé

durant les années 1950 et 1960 comme seédatif et anti-
nauséeux notamment chez les femmes enceintes. Apres
quelques années de commercialisation, de nombreuses
malformations chez les nouveau-nés ont été attribuées a
'usage de la thalidomide




La tragédie sanitaire de la thalidomide

* Une étude pharmacologique sur des animaux a démontré que
cette activité tératogene était essentiellement due a
I'’énantiomere (+) alors que l'activité anti-nauséeuse et sedative
était portée par I'énantiomeére (-).

- Des études plus récentes ont demontré que la thalidomide se
racémise aisement dans le sang, ce qui montre que méme
’emploi thérapeutique de la (L)-thalidomide était voué a I'échec.

- La thalidomide (mélange racémique) est aujourd’hui utilisee
dans le traitement de nombreuses tumeurs cancereuses.
Cependant le rapport européen public d’évaluation de la
Thalidomide (CELGENE) énonce clairement les précautions
d’emploi de la thalidomide liees a ses effets teratogenes : pas
de prise de ce médicament ni pour les femmes enceintes, ni
pour les femmes susceptibles de devenir enceintes.



Conseéquences de la chiralité

Limitations dans le développement de médicaments:

> Chaqu e énantiomeére est un xénobiotique différent avec

po
organisme vivant !

ﬂ:

ntiellement son propre devenir lors d'interactions avec un

e Stéréosélectivité i]ILpDI‘ta_‘[ltE dans le métabolisme:

» Interactions stéréosélectives avec les enzymes du métabolisme.

e Stéréosélectivité de substrat:

» Les énantiomeéres sont métabolisés a des vitesses différentes:
= Exemples trés abondants dans la littérature.

e Meétabolisme stéréosélectit peut engendrer des problémes de toxicité.



Relations entre la
chiralite et I’activité biologique
d’un médicament

Les énantiomeres  présentent  qualitativement et
guantitativement la méme activite.

(Exemple: Prométhazines (+) et (-), Antihistaminiques
H1)

* Les énantiomeres possedent qualitativement le méme type
d’activité mais d’intensités différentes: lls ont la méme
activité biologique mais l'affinité de fixation au récepteur est
plus importante pour un des énantiomeres, on parle donc
d’interactions stéréoseélectives

(Exemple : L'énantiomere (R) de l'adrénaline est plus
vasoconstricteur gue I'énantiomere (S))



Relations entre la
chiralité et I'activité biologique
d’un médicament

* Un des deux énantiomeres est 'eutomére tandis que l'autre est
iInactif (exemple: dans le cas de l'ibuproféne, I'action antalgique et
antirhumatismale est presente exclusivement chez I'énantiomére
(S), 'énantiomére (R) ne possede pas ces actions mais n’est pas
toxique, d’ou la commercialisation du mélange racemique.

* Un des deux énantiomeres est I'eutomére tandis que l'autre est
toxiqgue (exemple: dans le cas de la |évodopa, préecurseur de la
dopamine utilisée dans le traitement de la maladie de Parkinson,
seul I'énantiomere (S) est retenu car I'énantiomere (R) est toxique
(risque d’agranulocytose), cas de la thalidomide



Propriétés pharmacologiques
et activité biologique

* En effet, les activités biologiques de deux énantiomeres peuvent étre
différentes

0 N - H © §
j { R ythalidomid
leératogone



Importance des séparations chirales

- 'agrochimie: de nombreux herbicides et
pesticides possedent un ou plusieurs
centre(s) dasymetrie. En  utilisant
uniguement la forme active, cela
permettrait de diminuer les quantités
repandues et ainsi la pollution.

- aromes, parfums...



Conséquences de la chiralité

o L'acide (2R)-lactique est 'acide (2R)-2-hydroxypropanoique,

représenté sur 1'image du haut. 1l est lcvogyre (-).
¥ Ce composé a été découvert par Scheele dans le lait laissé
longtemps a l'air (on dit que "le lait est tourné").
» Son énantiomére, l'acide (25)-lactique (image de droite) est
dextrogyre (+). On le trouve dans le sang. Son accumulation dans

les muscles, chez les sportifs soumis a un long effort est a l'origine
des crampes,




Conséquences de la chiralité

» La(5)-asparagine est représentée ci-dessous:
¥ Elle se trouve a 'état naturel dans les jeunes asperges auxquelles elle
confére une saveur amers caractéristique,
¥ A Piutti découvrit en 1886 que son énantiomere d'origine
synthétique, la (R)-asparagine (II), posséde un goiit sucté.




Conséquences de la chiralité

¢ Lelimonene est constitué de deux énantiomeres qui sont utilisés
dans l'industrie des parfums :
#» Le (R)-limonéne (image ci-contre) posséde une odeur d'orangs,
» Le (S)-limonéne a une odeur de citron.




Fabrication industrielle de principes actifs
sous forme d’un seul énantiomere

 La tragédie sanitaire de la Thalidomide a eu des repercussions
Importantes sur l'industrie pharmaceutiqgue en mettant I'accent
sur la prudence necessaire a la commercialisation d’un
medicament racémique.

« Dans le cas ou l'étude des propriétés pharmacocinétiques
(absorption, distribution, biotransformation et excrétion), des
activités pharmacologiques (qualitatives et quantitatives) et des
effets toxicologiqgues conduisent a des différences importantes,
le developpement de I'énantiomére seul devient évident.

« Synthese eénantiosélective et séparation chirale



Le « chiral switch »

 Depuis une dizaine d'années, les brevets couvrant les
médicaments sous forme de mélange racémique expirent,
laissant place a la mise sur le marché des génériques de ces
médicaments.

* Pour lutter contre cette concurrence des génériques, les
entreprises pharmaceutigues ont commercialisé un des
énantiomeres du medicament racémique.

* Cette stratégie est appelé le chiral SWITCH



Le « chiral switch »

* Exemple:

L'énantiomére (S) de I'Omeprazole est plus efficace que
'Oméprazole (mélange racemique) en raison de son
metabolisme heéepatique, plus faible que celui de 'Oméprazole
(mélange racémique).

MeO MeO

QNH H H Me QNH H H Me
//ks X OMe //k N OMe

N
I |

(0] N. = O N. =~
Me Me

(S)cnantiomer (RS )-racemate
Nexium Prilosec



Le « chiral switch »

Médicament

enantiopur

L-dopa

(Enantiomére R)

Actions / Indications

Maladie de Parkinson

Raisons de la commercialisation de I'énantiopur

Réduction des effets indésirables observés avec le

médicament racémique (nausée, vomissements,

anorexie, mouvements involontaires,

granulocytopénie)

(S)-Kétamine

(Enantiomere S)

Anesthesique

Enantiomére S plus actif et réduction des effets
secondaires lies a I'enantiomére R (effets post-
anesthésique : hallucinations, agitation)

Dexketaproféne
(Enantiomeére S)

Anti-inflammatoire
non stéroidien (AINS)

Action pharmacologigue réside dans I'énantiomére 5.
Réduction de la dose administrée par rapport au

méelange racémique




Comment obtenir un des deux
enantiomeres

 Soit par une méethode de synthese asymetrique permettant

d’obtenir un seul énantiomére (synthése énantiosélective)

 Soit par une méthode permettant la séparation des deux

énantiomeres d’'un mélange racémique



Synthese asymetrique

* La synthese organique fournit presque toujours le racémique. Les
conditions de température (chauffage prolongé) et des pressions (parfois
tres réduite) favorisent la racémisation des antipodes optiques.

* La synthese assymétrique consiste a préparer un produit sous forme d’un
énantiomere en partant d’'une matiere premiere achirale.

* La synthese asymétriqgue a connu au cours de ces dernieres années un
développement considérable (Synthese d’acides aminés, des
antibiotiques, des phéromones, du menthol, les parfums, les composés
agrochimiques....)



Exemple de synthese asymétrique

MeO. HO.

H . 94% pe
Ha hydrolyse
AcO | » ———= HO Y
MO%N O.H catalyseur chiral: «H 100% ee (cristall.)

d H 2 un complexe Rh / dipamp HaN O-H

(Ly=Dopa
Société Monsanto, 1975

(W. S, Knowles)

an Y, —
‘Ph Ph } >p\/9"§/\ PFg
MeO Q\\ o

OMe

(R, Rj-dipamp catalyseur chiral

Figure 1 - Synthése asymétrique industrielle de la L-DOPA [6].

La premiere synthese asymeétrique industrielle a été la préparation de la L-DOPA,
en 1975, par W. S. Knowles (prix nobel en 2001) en utilisant un catalyseur chiral,
un complexe de rhodium ayant une phosphine chirale (dipamp) comme ligand
chélatant.

La L-DOPA a ensuite eété commercialisee comme médicament antiparkinsonien
par la société Hoffmann-La-Roche



Les différentes techniques
de résolution chirale




Les biotransformations

* Les méthodes de résolution enzymatique, utilisant 'enzyme
comme catalyseur chiral ont attiré I'attention des chercheurs

grace a la simplicité de leur mise en ceuvre.

* Les enzymes sont des composés optiquement purs, elles
constitue donc des catalyseurs chiraux. Exemple: les
enzymes les plus utilisées sont celles qui catalysent
I’"hydrolyse des esters et des amides (estérases, lipases,
: . : ) :
peptidases, acylases) et celles qui favorisent l'oxydation des

alcools en cétones ou en aldéhydes (déshydrogénases).



Les biotransformations

* Dans certains cas, la réaction se déroule dans un incubateur
contenant un microorganisme qui produit l'enzyme

appropriée durant la fermentation.

*Si on laisse fermenter de la levure de biere, de vin ..., en
présence de sucres et d’acides aminés en mélange
racémique, la levure consomme les acides aminés naturels
(configuration L) et ne touche pas a leurs énantiomeres

(configuration D).



La biocatalyse

 La biocatalyse consiste a utiliser des enzymes comme
catalyseurs.

* L’enzyme est combinée avec un mélange racémique. L'enzyme
reagit préférentiellement avec un des eénantiomeres, |'autre
énantiomere restant inchangé. Le produit final est un mélange
entre I'énantiomére qui n’a pas reagit et le dérivé de
I’énantiomére qui a réagit .

* Le mélange obtenu doit ensuite faire I'objet d’'une séparation
comme par exemple une reéaction de précipitation, une
extraction....



La biocatalyse

* Mais, il n'est pas toujours aisé de trouver I'enzyme la plus
appropriée a un substrat.

 De plus, le succes d'une technologie enzymatique est lié a
divers facteurs environnementaux (pH et taux d’'oxygene
dissous).

* Ainsi ces différents inconvénients constituent souvent un
obstacle a l'essor des opérations enzymatigues, hotamment a
I’échelle industrielle.



L a cristallisation

« Méthode employée initialement par Pasteur

« La cristallisation dont le principe repose sur la formation de
sels de diastéreoisomeres, formés par réaction entre les

énantiomeres et un reactif optiguement pur.

*Les diastéréoisomeres obtenus contrairement  aux
énantiomeres possedent des propriétés physico-chimiques

différentes et peuvent donc cristalliser sélectivement.



La cristallisation

 Malheureusement, cette technique présente plusieurs

inconveénients :
- mise en ceuvre longue,

- nécessité de posséder un reactif de tres grande
pureté énantiomérique, racemisation possible du centre chiral

(soit au niveau du compose lui-méme, soit au niveau du réactif).

- le composé chiral doit posséder un groupement

fonctionnel permettant la dérivation.



. es Membranes

* Utilisation de membranes pour la résolution des racémiques

* Principe fondé sur la différence de concentration énantiomerique
dans les solutions situées des deux cb6tés d’'une membrane qui

empéche les deux phases organiques de se mélanger.

* La membrane reste perméable a un des deux isomeres optiques.
* Exemple de membrane: polymere énantiosélectifs

* Exemple de racémiques résolus par cette approche: I'ibuprofene, les
acides aminés

* Procédé qui permet de résoudre une quantité de plus d’une tonne de
mélange racémique et qui permet d’obtenir des énantiomeres de
grande pureté optique.



Les biocapteurs

* Les biocapteurs possedent un champ d’applications extrémement
large (domaine biomédical, environnemental, biotechnologie et

agroalimentaire)

« Un biocapteur est constitué d'une membrane qui comprend une
espéce d’origine biologique (enzyme, anticorps, récepteur...),
permettant la reconnaissance moléculaire et d'un transducteur
chargé de convertir le signal biologique (fixation d'un ligand sur
un récepteur) en un signal physique (électrigue ou lumineux par

exemple) mesurable et aisément exploitable



Les biocapteurs

Ces biocapteurs font intervenir de
. | nombreux sélecteurs chiraux:
vte —= signal ] )
analyt les cyclodextrines, les anti
B biotiques macrocycliques , les
éthers couronnes, les
. aptameres....
/ transducteur

elément de
reconnaissance
moléculaire




Les médicaments...
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Les médicaments...

* Chiralité et industrie pharmaceutique:

* Uindustrie pharmaceutique s’intéresse tres fortement aux
meédicaments énantiopurs:

* D’un point de vue économique, cette approche présente un grand
interét pour l'industriel: un médicament comportant un seul
énantiomere en lieu et place du racémique est considéré comme un
principe actif nouveau, prolongeant ainsi, la durée de vie du brevet
d’exploitation.

* Par ailleurs, les médicaments énantiopurs, permettent aussi de
diminuer donc d’économiser la quantité de matiere premiere
administrée.



Les médicaments...

* Chiralité et industrie pharmaceutique:
* laugmentation de la demande en composés énantiopurs
dans l'industrie pharmaceutique a stimulé
- Le développement de nouvelles sociétés spécialisées dans
la synthese asymétrique
- Le développement de nouvelles méthodes de séparation

des énantiomeres



Meéethodes permettant de différencier
les énantiomeres

Différentes techniques de détermination de la pureté optique
Oou énantiomerigue existent:

Méthodes sans séparation: la polarimétrie et la RMN (on
utilise un solvant chiral, on forme des diastéreoisomeres)

Méthodes avec séparation: la recristallisation fractionnée
(basée sur les differentes de solublilité des deux antipodes
d’'un racémique) et la chromatographie (CLHP, CCM, CPS
(chromatographie en phase supercritique, CPG, les
methodes electrophorétiques (ECZ (électrophorese capillaire
de zone, ECC (I'électrochromatographie capillaire)



Meéethodes permettant de différencier
les énantiomeres

 Les propriétés physico-chimiques de deux
énantiomeres sont identigues sauf lorsqu’ils
sont placés dans un  environnement
dissymétrique (Seéparation chromatographique
alors possible entre deux énantiomeres). On
peut utiliser la CLHP, la CCM, la CPG, I'EC et
la chromatographie en phase supercritique.

* 80% des séparations chirales sont effectuées
en chromatographie en phase liquide (CLHP)



La chromatographie chirale

* Technique qui s’est fortement développee
dans les années 1970-1980



Séparation énantiomeres

« 3 Possibhilités:

Méthode 1:

Les énantiomeres sont transformés chimiqguement en
diastéréoisomeres et separés ensuite avec des
phases stationnaires et mobiles achirales (mode
Indirect)




Séparation énantiomeres

Méethode 2:

Un agent chiral est ajouté a la phase
mobile dans laguelle vont se former des
complexes diastéréoisomeres separables
sur les phases stationnaires habituelle

(mode direct)




Séparation énantiomeres

Méethode 3:

La separation repose sur la formation de
complexes diasteréoisomeres labiles entre
les eénantiomeres et la phase stationnaire
chirale

(mode direct)



Regle des trois points

 La séparation des énantiomeres repose sur la
formation de complexes diasteréoisomeres entre le
racémate et un selecteur chiral.

 La stéreosélectivite dépend de la différence de
stabilité des diastéréoisomeres ainsi formes.

 Regle des trois points (regle de Dalgliesh): deux
énantiomeres seront separés Ssi au moins trois
Interactions simultanees (AA’, BB’, CC’) ont lieu
avec l'un des énantiomeres.



Regle des trois points



2

Reégle de Dagliesh :

Regle des trois points
trois points

d’interaction
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Type de chromatographie chirale

nromatograp
nromatograp

nromatograp

nie en
nie en

nie en

nase liquide
nase gazeuse

nase supercritique



« Chromatographie chirale en phase liquide
Meéthode 1.:
Séparation chirale en mode indirect

Formation de diastéréoisomeres
par derivation precolonne



Séparation chirale en mode indirect

Formation de diastéréoisomeres
par dérivation préecolonne

« On fait reagir de facon prealable le racémate avec un
reactif optiqguement pur de maniere a former des
diastéeréoisomeres. Ces composés ayant des
proprietés physico-chimiques différentes pourront
étre separés avec des phases stationnaires et
mobiles classiques.

« Cette méthode est limitée aux molécules ayant des
fonctions réactives (amines, acides, alcools...)



Séparation chirale en mode indirect

La formation de diastéreoisomeres par dérivation
précolonne doit respecter certaines conditions:

Le reactif chiral doit étre optiquement pur
La réaction de dérivation doit étre rapide et quantitative

La séparation des derivés diasteréoisomeres doit étre
aisée



Séparation chirale en mode indirect

Cette  méthode permet parfois  d’améliorer
simultanément la sensibilité car il est possible d’ajouter un
groupement fluorophore, qui pourrait améliorer la détection
globale du composé par fluorimétrie.

Cette methode est limitée aux molécules possédant
des groupements fonctionnels permettant la dérivation
(amines, alcools, acides, etc),



Réactifs de derivation chirale

- De nombreux réactifs de dérivation chirale
sont disponibles commercialement.

Tableau 2 — Principaux réactifs de dérivation chiraux utilisés en chromatographie en phase liquide [3]

Transfnrm?;::;ig:“g;ﬂupement Réactif de dérivation chiral Structura aprés dérivation Type da soluté
o
Dérivés N-carboxy-anhydrides ou [
rar-butoxycarbonyl — NH — C — CH — NH, Acides amings
d acides aminés L
Ru
0 O
|
Chlorure N-TFA-pralyl —N-—-C AN Armino-alcools
; M CF,
H
O
o Chlorure d'acide { 5)-0-méthyl I
| P=i-E-metyt —N—C—CH—C.H,

mandélique |

—MNH, —+ —N—C—R
H OCH,



Réactifs de derivation chirale

Tableau 2 — Principaux réactifs de dérdvation chiraux utilisés en chromatographie en phase liquide [3]

Transfermation du groupement

fonctionnel Réactif de darivation chiral Structure aprés dérivation Type de solute
o 0 CF,
I |
— OH + —0O—C—R MTPA-CI — D0 —=C—=C —:O} Alcools terpénoiques
OCH,
0 H 0
Fo . e |
—OH—> — 0 —C—N—R i1-phénylathyl) isocyanate —_— 0= =N =CH _©
|
H CH,
Alcools

0 O
i1-naphtyléthyl) isocyanats —0— L‘l‘ — N —TCH



Réactifs de derivation chirale

O H H
y I : X . |
—COH —s —C—MN—R | (1-phenylathyl) amine —_C—MN—CH O
] CH,
O
, . R |
{1-naphtyléthyl) amine —C—N-— cl:H @
0 EHH
Acides carboxyliques
H
1-{4-nitrophényl} éthylamine —C—N— TH —@_ MO,
o CH,
H
I
méthylphénylalaninate —C—N—CH—CO,CH,

I
0 CH,CH,



Séparation chirale en mode indirect

Formation de diastéréoisomeres
par derivation précolonne

* Pb: Pour les separation préparatives, le retour
a l'énantiomere Initial peut s’accompagner
d'une racémisation partielle (limitation de la
methode)



Chromatographie chirale en phase
liquide: Méthode 2

Utilisation de phases mobiles avec
additif chiral



Utilisation de phases mobiles
avec additif chiral

* On ajoute dans la phase mobile un réactif chiral.
Formation de diastéréoisomeres labiles

dans la phase mobile

« La formation des diastéreoisomeres labiles peut se
faire:

- soit au sein de la phase mobile chirale,

- soit a la surface de la phase stationnaire apres son
Imprégnation par le réactif chiral.

* |l est probable que ces deux mecanismes coexistent.



Utilisation de phases mobiles avec
additif chiral

 Cette meéthode nécessite de grandes
guantités de réactifs chiral (Couts éleveés)

« Exemple de réactif chiral utilisé en
chromatographie de partage: la [3-
cyclodextrine (dissoute dans la phase
mobile eau méthanol) qui forme avec le
racemate des complexes d'inclusion de
stoechiometrie 1:1.



Utilisation de phases mobiles avec
additif chiral

Inclusion stéréospécifique d’'un des énantiomeres



Utilisation de phases mobiles avec
additif chiral

« Exemple: Afin de séparer des enantiomeres
a caractere ionique: addition de composeés
chiraux, formation preférentielle d’'une paire
d'ions avec un des eénantiomeres



Chromatographie chirale en phase
liquide: Méthode 3

Formation de diastéréoisomeres
labiles a la surface de phases
stationnaires chirales



Formation de diastéréoisomeres
labiles a la surface de phases
stationnaires chirales

« On utilise des phases stationnaires possédant un
sélecteur chiral pour lequel l'affinité vis-a-vis des
énantiomeres est differente.

e Sélectivité ex

nliquée par la regle des trois points de

Dalgliesh: trois points d’interaction entre le

sélecteur ¢
d’association

niral et I'énantiomere  (I'énergie
entre I'énantiomere et la phase

stationnaire sont differentes)



Formation de diastéreoisomeres labiles a |la
surface de phases stationnaires chirales

« Parmi les 3 méthodes possibles, il s’agit de Ia
technique la plus utilisée.

La premiere phase chirale commercialisée en 1981 a
été concue par Pirkle.

* Actuellement 70 phases sont commercialisées, on
peut classer ces phases en quatre groupes selon la
structure chimique des selecteurs chiraux et les
meécanismes de reconnaissance chirale mis en jeu.



Differentes catégories
de phases stationnaires chirales

1- Type Donneur-accepteur (Pirkle) TYPE IA
2- Colonne d'échange de ligandes TYPE IB

3- Phases stationnaires avec cavités TYPE II
4- Phases polymériques TYPE IIT

5- Protéines TYPE IV



Type IB 2
Chromatographie <-—
d'echange de higands

Type Il ou:

(thar-couronne)

Type Il
(B — cyclodextrine)
ou type I
(dérivés de la
colluiosel

ou

Choix des phases
stationnaires chirales

Formation de out Reactit ou Separation des diastérdo-
dérives chiral Isomeres sur phases
. stationnaires chirales
l"on lﬂon
Deux fonctions Fonctionis) polalreds) Adaptaton
= °°"""~" . A ptés du centre des solutés
COON- - 2 S agymatre a la PSC choisw
(généralement type 1A)

non o

Fongti 3 ; i i TveelA
ongrion amine ONCYUONS Moyennement polsires | on Cycleis) oui Donneur oui
protonabie amide, ester, alcool, imede. o0, MOomAabyuels) d'électrons SCoapIw
d'slactrons 1T
non non non non
A\ J
Fanction polaire ou
MOyanNemant Atropo-isomerne own Ppe M Type IA
polaire plus cyclels) (symeétr elevoe) e Gonneur
sromatiquels) callulose, polyméres d'dlectrons
synthétiques)
non non Type Il
(polymeéres synthétiques)
Type IV (o, -AGP| Type I
ou (derives da la
cellulose)

Type I (deérives de (s cellulose)



Groupe IA: phase stationnaire chirale
de type PIRKLE

Ces phases sont constituées d'un sélecteur chiral
(généralement un dérivé d'acide aminé) greffé de
maniere covalente (plus rarement ionique) sur une
silice chromatographique. Les phases stationnaires
chirales de type Pirkle contiennent un noyau
aromatiqgue a caractéere accepteur ou donneur
d'électron II.



Groupe IA: phase stationnaire chirale
de type PIRKLE

NO,

NO
$i7)— 05 Si-(CHy);~NH- G FCH-NH-C u Q B
:ﬂé :

F-amino propyisilyl dinitrobenzaoy! phénylglycine

Phase stationnaire type Pirkle.



Groupe IA: phase stationnaire chirale
de type PIRKLE

0 | HC, CHy %
Si Si
Gt b PSC 2
NO (Leucine) Accepteur d'électrons = (Naphthylleucine)

9 groupement n-acide
Donneur d'électrons = (group ¢ )

(groupement n-basique)
i NH

] 0
7\
H.C CH,

_0

PSC3

(Whelk-O1)




Groupe IA: phase stationnaire chirale
de type PIRKLE

Le mécanisme de reconnaissance chirale implique
trois points d’'interaction mettant en jeu soilt:

- des Interactions II-T1

- des interactions par formation de liaisons
hydrogene

- des interactions dip0Ole-dipole



On considérs une inferaction @ — T entre les noyaux aromatiques,
una ligison hydrogiéne entre Patome ' hydrogéne du groupemeant dini-
trobenzamide Hi4 de (b el 'oxygéne du carbonyle de {al et une
seconde liaison hydrogéne entre I"hydrogene amidique de la) et 'oxy-
giene du earbonyle terminal de (b). La numérotation des prolons se
réfere aux données de la RMN T H.

Figure 11 - Modale de reconnaissance chirale montrant
l'établissement de wois interactions concomitantes entre le
(5] - N - [2 - naphtyl] alaninate de methyle

at le (5) - N - (3,5 - dinitrebenzoyl) leucine N - propylam ide



Groupe IA: phase stationnaire chirale
de type PIRKLE

« La reconnaissance chirale n'impligue pas
obligatoirement la perte d’une des interactions
avec lI’énantiomére le moins retenu mais
seulement une diminution de I’énergie d’une
ou plusieurs interactions due a des
phénomenes d’encombrement stérique.



Groupe IA: phase stationnaire chirale de
type PIRKLE

Choix de la phase mobile

« Ces phases sont utilisées essentiellement avec des
éluants peu polaires du type hexane/modificateur
polaire, beaucoup plus rarement avec les éluants

hydro-organiques.



Groupe IB: phase stationnaire chirale
pour la chromatographie par échange
de ligands

* Le mécanisme de la séparation est fondé sur la
formation de complexes entre un soluté donneur de
doublets électronigues et un cation métallique
preésentant des orbitales vacantes.

 Le cation meétalliqgue doit présenter des orbitales
vacantes facilement accessibles (Cu (Il), Ni (lI), Zn

(...



Groupe IB: phase stationnaire chirale
pour la chromatographie par échange
de ligands

/ 3) b) HO

O
IH-"\ N XQ /
Reépulsion \Itll1|lll.<' {
OH

R -?DH L O

‘ rNHy
gl 4 R\

~ A—0 /
O{J}"—_’L.J "’T_ d P

\ 2 | pulanin
Support chromatographigue
silice

Les aa sont €lués sous la forme de complexes avec le Métal
ce qui facilite pour la plupart d’entre eux, leur détection dans
I'ultraviolet.




Groupe IB: phase stationnaire chirale pour la
chromatographie par échange de ligands

« On distingue, en chromatographie
d'echange de ligands, les modes
dynamiques et statiques :

« Mode Dynamique : la formation des
complexes a lieu dans la phase mobile et
la séparation est fondée sur les
difféerences de distribution de ces
complexes entre les phases mobile et
stationnaire.



Groupe IB: phase stationnaire chirale pour
la chromatographie par échange de ligands

 Mode Statique : le cation metallique est
fixé sur la phase stationnaire et la
formation des complexes a lieu dans la
phase stationnaire.

* Le mode statique est généralement le plus
utilise.



Groupe IB: phase stationnaire chirale
pour la chromatographie par échange
de ligands

* Les molécules chirales possédant des atomes a
caractere donneur d’électrons, tels que l'azote,
'oxygene et le soufre, sont considérées comme
de bons ligands car elles ont la capacité de
coordonner les cations métalliques (meéetaux de

transition).



Groupe IB: phase stationnaire
chirale pour la chromatographie par
échange de ligands

Les solutés doivent étre bifonctionnels afin d’établir
deux liaisons datives et/ou ioniques (exemple les
acides amines) avec le cation métallique.

Le principe de la séparation repose, sur la formation de
complexes diastéréoisomeriqgues entre le ligand
sélecteur (L ¢.), le cation métallique (Me) et le soluté
ligand Lg, (L ou D).



Groupe IB: phase stationnaire chirale
pour la chromatographie par échange
de ligands

» Les sélecteurs chiraux sont immobilises de maniere
covalente sur un support chromatographique
(matrices polymeériques organigues soit sur des
gels de silice).

* Les sélecteurs chiraux sont constitués d’agents
chélateurs chiraux complexés par des ions
metalliques

e L'énantiomere qui forme un complexe ternaire plus
stable avec le ligand cuivre (llI) est le plus retenu
dans la colonne chromatographique



Groupe IB: phase stationnaire chirale
pour la chromatographie par échange
de ligands

,,,,,
// """ /< Cu
O N f/ H / ",
)_) 0 N
HO -
HO
acide L-3 phénvl-lactique L-hvdroxyprolins acide D'|-3- phénvl-lactique L-bhydroxyprolina

Complexes entre les énantiomeres de
I'acide 3-phényl-lactique et la L-
hydroxyproline .

Ces sélecteurs chiraux sont utilisés en tant que phases stationnaires ou comme
additifs chiraux dans la phase mobile ou dans le tampon de migration



Groupe IB: phase stationnaire chirale pour
la chromatographie par échange de ligands

* Le ligand peut étre adsorbé sur un support
solide de type C18



Choix de la phase mobile

Les phases mobiles sont constituees soit d’eau pure, de
tampon phosphate ou acétate, soit de mélange tampon
aqueux-solvants organiqgues (meéthanol, acétonitrile ou
THF), des traces d’ions métallique.



La chromatographie d’échange de ligands a été
largement developpée pour la séparation des
iIsomeres d’acides amines, des di et tripeptides et

des hydroxyacides, c’est-a-0

Ire, des solutés ayant

au moins deux des grou
suivants: -COOH, -OH, -NH,
avec I'ion Cu?* un complexe

nements fonctionnels
... capables de former
bidenté.



Phases stationnaires avec cavités

TYPE I
Cyclodextrine et éther couronne
* Les cyclodextrines sont des

oligosaccharides  cycligues  constitues
d'unités glucopyranose liees entre elles par
des liaisons glucosidiqgues a (1-4) et chaque
unité glucopyranose possede 5 atomes de
carbone asymeétriques, ce qui confere aux
cyclodextrines des propriétés chirales.



Phases stationnaires avec cavités
TYPE I

Cyclodextrine et éther couronne

OH
|
o)
™, \\
I - /OH
0o——0 ¥ OH D/N\
i | 0
/ HO
< OH |

OH oa—Cyclodextrine n=( n
f—Cyclodextrine n =1
y—Cyclodextrine n =2




Phases stationnaires avec cavités
TYPE I

Cyclodextrine et éther couronne

 Les cyclodextrines a, B, y comportent
respectivement 6, 7 et 8 unités glucose.
Les cyclodextrines forment ainsi une
cavité hydrophobe (affinité pour les
composes hydrophobes)

HO \ on QH » OH
AP

O OH
OH CHCIH CH



Phases

stationnaires avec cavités
TYPE I

 Des groupements alcools secondaires

bordent I’

entrée de la cavite, alors que des

groupements  alcool primaire  plus
rapprochés obstruent partiellement I'acces

Oppose
» Cette dis

e |la cavite.

nosition des groupes -OH confere

a I'exterieur de la molécule un caractere
hydrophile.

» Ces cyclodextrines sont greffées de facon
covalente sur de la silice.



d

.
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Cyclodextrine: mécanisme de
reconnaissance chirale

Support chromatographique

A- Inclusion du soluté dans la cavité hydrophobe ~ B- Interaction entre les groupements polaires

\cla cyclodextrine.

situes pres du carbone asymétnque et les

groupements hydroxyles secondaires bordant
I'entrée de la cavite.




Cyclodextrine: mécanisme de
reconnaissance chirale

Les CDs présentent les avantages suivants :
- Elles n"absorbent pas en ultraviolet (UV),

- Elles sont stables sur une large gamme de
pH,

- Elles peuvent accroitre la fluorescence
d’'un composée et en faciliter la détection.



Cyclodextrine: mécanisme de
reconnaissance chirale

» La formation du complexe dépendra de la
polarite, de I'hydrophobie, de la taille, et
de la géomeétrie de la molécule que I'on
souhaite séparer, mais aussi de la taille de
la cavite de la CD.

« L'analyte doit étre constitué au moins d’'un
noyau aromatique situé en position a ou 3
du centre chiral.



Cyclodextrine: mécanisme de
reconnaissance chirale

 Le soluté doit posséeder des groupements
hydrophiles proches du centre d’'asymetrie
susceptibles de former des liaisons
hydrogene avec les groupements hydroxyles
de la CD.

 La tallle de la cavité hydrophobe doit étre en
adéquation avec la geometrie du
groupement aromatiqgue du solute.



Cyclodextrine: mécanisme de
reconnaissance chirale

Le mécanisme de reconnaissance chirale est fonde sur
trois points d’interaction entre ['énantiomere et Ila
cyclodextrine: au moins un substituant du compose que
'on souhaite séparer (partie hydrophobe) doit étre en
Interaction avec la cavité apolaire de la cyclodextrine
(inclusion).

Les substituants de l'atome asymeétrique doivent étre a
proximité des groupements hydroxyles secondaires du
bord de la cavité afin que les deux autres points
d'interaction interviennent (formation de liaisons
hydrogenes).



Cyclodextrine: Phase mobile

* Cyclodextrine:

* Phases mobiles de type eau-solvant
organique (meéthanol, éthanol ou
acetonitrile).



Cyclodextrines: applications

Le domaine  dapplication de chaque
cyclodextrine est determiné par I'adéquation de
la taille de la cavité chirale avec la taille du
soluté a séparer.

Si la taille de la cavité est trop grande par
rapport au soluté, le soluté n’a plus d'orientation
privilegiée, perte de sélectivité

Si la taille de la cavité est trop petite, il N’y a pas
d’'inclusion.



Cyclodextrines: applications

* Les cyclodextrines ont été utilisees dans le
domaine de la séparation chirale a partir
de 1980.

* Les cyclodextrines présentes certains
iInconvénients tels que des problemes de
solubilité et des contraintes de faible
iInteraction avec l'analyte.



Cyclodextrines: applications

» La [3-cyclodextrine qui est la cyclodextrine
la plus utilisés (représente 95% des
cyclodextrines) mais elle présente une
faible solubilité dans I'eau. L'ajout de
solvants organiques tels que I'acetonitrile,
le DMSO ou l'urée permet d’'augmenter la
concentration de cyclodextrine dans
I'éluant.



Cyclodextrines: applications

* || existe egalement des cyclodextrines
modifiées obtenues par substitution de
I'atome d’'H du groupe hydroxyle par
divers groupements (alkyle, hydroxyalkyle,
amino, thio, sulfate....



Cyclodextrines: applications

o cyclodextrine s'adapte bien aux petites
molécules possedant un noyau aromatique ou
une chaine aliphatique

* B cyclodextrine (diametre de la cavité 0.78nm)
s’adapte bien aux noyaux naphtyle, biphényle.

« v cyclodextrine convient bien aux molécules
possédant des substituants tres volumineux
(exemple phénobarbital)



| es ethers couronnes:

* Les éthers-couronnes sont des polyéthers
cycligues connus pour leurs propriéetées
complexantes vis-a-vis des cations
metalligues alcalins et des sels
d’ammonium et d’alkylammonium.

 Généralement les éthers couronnes
possedent une cavite hydrophile et un
environnement extérieur hydrophobe. Les
atomes d’'oxygene du cycle sont orientés
vers le centre de la cavite.



| es ethers couronnes:




Ether couronne: mécanisme de
reconnaissance chirale

 La discrimination chirale repose sur la

différence de stabilité des complexes
diastéréoisomeres d’inclusion  formeés
entre le solutés et I'éther couronne.

. Etablissement de liaisons hydrogénes
avec les protons des groupements amine
ou hydroxyle (séparation des
steréoisomeres des amines primaires, des
aminoalcools et des acides aminés).



Ether couronne: mécanisme de
reconnaissance chirale

 Le mecanisme de reconnaissance chirale
repose sur la formation de liaisons hydrogene
et d’interactions électrostatiques entre une
fonction aminée du composé chiral et les
hétéroatomes de I'éther couronne.

 Les Interactions secondaires entre les
groupes carboxyligues de I'ether couronne et
des groupes situés a proximité du centre
chiral de l'analyte sont essentielles pour la
reconnaissance chirale



Ether couronne: mécanisme de
reconnaissance chirale

( (\0
HooC, —
/E HNH j/

HOOC K/o\) “COOH |

« Les eéthers couronne offrent des seélectivités élevées,
cependant, leur domaine d’application est limité aux
solutés possédant une fonction amine primaire (acides
amines, amines, amides, alcools aminés, esters amines,

etc)




Ether couronne: Phase mobile

 Les phases éluantes sont généralement
constituées de solutions aqueuses d’acide
perchlorique (1.5<pH<2).

* Selon le caractere hydrophobe du solute,
une faible quantité de meéthanol est
ajoutée a la phase aqueuse afin de
diminuer la rétention.



Chromatographie préeparative

* Les cyclodextrines ne sont pas utilisées du
fait de leur faible capacité en
chromatographie préparative.

* Les éthers couronnes du fait de leur colt
élevé ne sont pas utilisés en
chromatographie préeparative



Groupe ITTI: phase stationnaire chirale:
polymere naturels et synthétiques

Sélecteur chiral= polymere présentant un grand
nombre de centres dasymetrie et/ou de cavites
asymeétriques.

Les polymeres peuvent étre utilises a I'état brut soit
Imprégnés sur des gels de silice.

On distingue:
- les polymeres naturels (amylose et cellulose)

- les polymeres synthétigues (phases polyacrylamides
ou polyméthacrylamides ou polytriphénylmethyl-
methacrylate (ou PTrMA))




Groupe ITI: phase stationnaire chirale:
polymere naturels

Cellulose
':H_.-[:]H i 1:."|—| I:I-l-__.[:]H
0

Glucose units linked [3, 1-4

La cellulose et 'amylose sont composés d’'unités de D-glucose reliées par des ponts
B-(1-4) pour la cellulose ou a-(1-4) pour 'amylose. lls permettent la séparation

d’énantiomeéres.

Cependant, ces polymeéeres naturels ne sont pas commercialisés en tant que phases
stationnaires chirales car les résolutions obtenues sont généralement faibles. Afin
d’améliorer leur énantiosélectivite, ils ont été modifiés par dérivation des fonctions -

OH libres.



Groupe ITTI: phase stationnaire
chirale: polymere naturels

" RO
RO F o RO

O-L

La derivation de ces groupements -OH permet a la fois de
conserver la structure hélicoidale de la molécule et de favoriser
'apparition de cavités chirales capables d’inclure stéréo

sélectivement des molécules.



Groupe ITI: phase stationnaire chirale:
polymere naturels et synthétiques

R Compound/Trade name
Cellulose | _
— N — HyChe Cellulose triacetate/Chiralcel OA
R\;—o @m Cellulose tribenzoate/Chiralcel OB
f —_— I
0.~ 0 B M | <©J_ EMC ellulose tris(phenylcarbamate) Chiralcel OC
— - "'—‘.,-W —
4”“%0 ' 0 H;,C—(/\_/\ v Cellulose tris(4-methylbenzoate)/Chiralcel OJ
0 Hi€
/k /K 0 :?:‘ o Cellulose tris(3.5-dimethylphenylcarbamate
7o R \ /"1 /Chiralcel OD
—  14plinkage —N ©
@—T" " Cellulose tris(3,5-dichlorophenylcarbamate
Cl f
Amylose
R HaC
i Ny Amylose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate |
é 0. 4 » WA hiralpak AD
\'\_\.- 3

T 0 v\ o a Q_M\/CHS Amylose tris((S)-a-methylbenzylcarbamate
0 i ~/ W [Chiralpak AS
R/Q\O Lo

—  14-o-dinkage — I




Mécanisme de reconnaissance
chirale

 La reconnaissance chirale implique des
phénomenes d’inclusion, des Interactions
de type 1r-11, des liaisons hydrogene, des
interactions dipole-dipOle et des interactions
électrostatiques.



Phase stationnaire de groupe llI:
Phases mobiles: Polymeres naturels

* Les phases mobiles mises en ceuvre sont
généralement des mélanges binaires
(hexane-alcool).

* Les solvants présentant un pouvoir solvant
notable envers la cellulose ou I'amylose
(chloroforme, le dichlorométhane, le 1,2-
dichloroéthane, le THF, le dioxanne ou
I'acétone) sont a exclure.




Applications: Polymeres naturels

Phases dérivées de la cellulose: Phases
pouvant étre utilisées pour la résolution de
netites molécules rigides ou contenant
un cycle (ou un noyau aromatique) et un
groupement polaire (fonction carbonyle,
nitro, nitrile,  hydroxyle, sulfoxyde,
carboxylique...pres du centre d’asymetrie
qui peut étre varieé (carbone, soufre,
phosphore...)




Applications:
Polymeres naturels

» Ces sélecteurs chiraux sont tres utilisés a
I’échelle préparative, car ils sont obtenus
en grandes quantités a partir de leurs
sources naturelles et possedent une
capacité de fixation des solutés tres
Importante.



Applications: Polyméres naturels

| CEHE

D“““J
s—— |'::E.H5

w

. .
(i} 10 a0
Tamps (min)

Colonne | longueur @ 26 cm ;| diamétre interieur © 4.6 rmm.

Phase stationnaire : silce de 10 um imprégnée de tribanzoate da cellu
lose (Chiralcel OB}

Fhase mabile : hexane - isopropamcl 90 - 10 (wivl ;

Dakit : 0.6 mL . min-1,

Séparation des énantioméres de I'oxyde de trans-stilbene



Applications: Polyméres naturels

CH-
CH, CHs |
s CH={CH—C = CHC{{H
oH
as CH
=
b=
L1
= Foy
" Lo
o
0 4 & 12 16

Tamps {rmim)

Colonne : longuweur @ 26 ¢om ) diamétre intériaeur @ 4.6 mm.
Fhase stationnaire | silice dée 10 pom impragnae de

IS - dimethiylphényicarbamata de caelluloss (Chiralcsl Q0.
Phase mobile | hexana - isapropancl - agcide triflucrno-
acatiqua T8 - 20 - 1 (vl

Deabit : 0,5 mL . min~—"*

Datection LIV & 240 nm .

Séparation des énantiomére de 'acide abscisique



Phase stationnaire de groupe llI:
Phases mobiles:
Polymeres synthétiques

« Ces sélecteurs chiraux sont produit par polymérisation de
monomeres chiraux. Cette polymeérisation aboutit a la
formation d’'un réseau tridimensionnel permettant la création
de cavités asymetriques.

« Le meécanisme de reconnaissance implique linclusion des
énantiomeres dans ces cavitéts maisles chaines
polymériques, possedant de multiples centres de chiralité
provenant du monomere, interviennent également dans ce
mecanisme de reconnaissance.



Applications: Polymeéres synthétiques

« Exemple de polymeres syntheétiques:
polymeéthacrylate, polyacrylamide,
polymeéthacrylamide et les dérivés du
polystyrene...

 L'utilisation des polymeres synthétiques a
I’échelle préeparative connait un grand
succes




Phase stationnaire de groupe V.
Protéines ou fragments de proteines
greffés sur gel de silice

* Les phases sont constituées par une protéine ou un
fragment de protéine greffé sur des gels de silice.

« Ces phases sont sélectives vis-a-vis d'un grand
nombre de médicaments (cf interaction medicaments
et proteines en milieux biologiques)



Phase stationnaire de groupe V.
Protéines ou fragments de protéines

greffés sur gel de silice
 De nombreuses proteines ont été utilisées en
séparation chirale:

L'albumine humaine, I'albumine bovine, les
glycoprotéines telles que ['al-glycoprotéine
acide, 'ovomucoide du blanc d'oeuf du poulet,
'avidine, la flavoprotéine, l'ovotransferrine (ou
conalbumine) et la (B-lactoglubine, les enzymes
comme la trypsine, [l'a-chymotrypsine, la
cellobiohydrolase | (CBHI), la cellulase, la
pepsine, le lysozyme.



Phase stationnaire de groupe |V:
Protéines ou fragments de proteines
greffés sur gel de silice




Phase stationnaire de groupe V.
Protéines ou fragments de proteines

greffés sur gel de silice
Mécanisme de reconnaissance chirale:

* Les propriétés enantiosélectives des protéines
varient d’'une protéine a l'autre.

» En effet, les mécanismes de reconnaissance
chirale semblent étre dus a la structure
particuliere de la protéine (structure tertiaire,
en feulllets plissés, etc.) et a la formation de
cavites capables de reconnaitre des molécules

chirales.



Phase stationnaire de groupe V.
Protéines ou fragments de proteines
greffés sur gel de silice

 Des interactions electrostatigues, des
liaisons hydrogene et l'effet hydrophobe
semblent en général étre impliques dans
I'association steréoselective.



Phase stationnaire de groupe V.
Protéines ou fragments de proteines
greffés sur gel de silice

Mécanisme de reconnaissance chirale:

« La reconnaissance chirale exige la présence d’au moins
deux fonctions polaires dans la structure du soluté.

 La présence d'un substituant encombrant ou rigide a
proximité du centre d'asymétrie favorise la
reconnaissance chirale au niveau des sites d’interaction
de la protéine.



Phase stationnaire de groupe V.
Protéines ou fragments de proteines
greffés sur gel de silice

Influence de la phase mobile:

* Les phases mobiles et les tampons de migration
habituellement utilisés avec un sélecteur protéique sont
composeés d’une solution agueuse tamponnee, additionnée
d'un solvant organique polaire (éthanol, méthanol,
acétonitrile, etc.)

« L’addition d'un solvant chargé (anioniqgue ou cationique)
comme le bromure de tétrapropylammonium ou la
N,Ndiméthyloctylamine peut influencer [I'énantiosélectivité
des solutés



Phase stationnaire de groupe V.
Protéines ou fragments de proteines
greffés sur gel de silice

Influence de la phase mobile:

- Influence de la nature et de la concentration du solvant
organique: L’addition de solvants organiques a la phase
mobile entraine généralement une diminution de Ia
retention et parfois de la sélectivite.

- Ces effets peuvent s’expliquer par le changement de la
structure de la protéine qui entraine ainsi la création ou la
disparition de sites d’interaction qui affectent la sélectivité.



Phase stationnaire de groupe V.
Protéines ou fragments de proteines
greffés sur gel de silice

Applications:

Ces phases stationnaires ont un vaste domaine
d’applications. ( médicaments acides, basiques
Ou neutres)

Etude du métabolisme des médicaments dans
les milieux biologiques (plasma, urine)

Ces phases ne sont pas utlisées en
chromatographie préparative car leur capacité
est trop faible.



| es sélecteurs chiraux a base
d’antibiotiques macrocycliques :

 L'utilisation d'antibiotiques macrocycliques
en tant que sélecteurs chiraux a éte
Introduite par Amstrong en 1994.

* Ces selecteurs sont utilisés en CLHP,
CCM, CPG, CPS, EC et ECC. lls sont
utilisés en tant qu’additifs chiraux dans les
phases mobiles ou les tampons de
migration et comme phases stationnaires
(vancomycine



Les selecteurs chiraux a base
d’antibiotiques macrocycliques

' Les antibiotigues macrocycliques les plus utilisés
sont les glycopeptides.

' Les antibiotiques macrocycliques possedent
plusieurs centres stéreogeniques, des cavites
d'inclusion et des groupes Ionisables tels que les
groupes de type amino, aminosaccharide,
carboxylique et phénol.

 Ces molécules ont des masses moléculaires
comprises entre 600 et 2200.



Les selecteurs chiraux a base
d’antibiotiques macrocycliques

e Les mécanismes de reconnaissance chirale
des antibiotigues macrocycliques ne sont pas
clairement élucidés.

* |Is semblent étre bases sur un phénomene
d’'inclusion, des interactions dipole-dipole et de
type 11-11, des liaisons hydrogene ainsi que sur
la répulsion stérigue Une des interactions les
plus Importantes semble étre d'origine
électrostatique.



Les selecteurs chiraux a base
d’antibiotiques macrocycliques

« Ces sélecteurs peuvent iInteragir
énantiosélectivement avec un grand nombre
de solutés de structure différente.

 Les phases stationnaires chirales a base
d'antibiotigues macrocycligues peuvent étre
indifféremment utilisees en polarité de phase
normale ou inversée.

* Les selecteurs chiraux de type antibiotiques
macrocycligues peuvent étre utilisés a
I’échelle préparative.



Les sélecteurs chiraux spécifiques
d’un énantiomere

« Sélecteurs chiraux a empreinte moléculaire

* Les anticorps énantiosélectifs



Sélecteurs chiraux a empreinte moléculaire

« On forme un polymere contenant des cavités
specifiqgues des molécules cibles

 Synthese des Seélecteurs chiraux a empreinte
moléculaire:

« Une molécule modele (solute d’intérét) appelée
template est mise en présence dans un solvant avec
des monomeres choisis pour leur grande affinité
avec la molécule d’intérét. On ajoute un agent
réticulant et un initiateur de polymérisation.



Polymére a empreintes moléculaires
(MIP)

monomeres _
‘(. 4 % Agent réticulant
Template

(empreinte) \\ / = I]D::>

L‘%J

Broyage
o Tamisage
Sédimentation

o <—m

838] |0

NIP MIP

Mécanisme de rétention sélectif basé sur une reconnaissance
sterique et fonctionnelle



Polymeres a empreintes moléculaires
(MIP)

 Par initiation thermigue ou photochimigue, les
monomeres polymérisent autour de la molécule
empreinte induisant ainsi la création de cavités
specifiques a I'image de la moléecule template.

Une fois, la polymérisation achevée, la molécule
empreinte est eliminée de la matrice polymérigue. On
obtient ainsi, un polymere macroporeux renfermant
des sites de reconnaissance specifique de la molécule
modele.



Polymeres a empreintes moléculaires

MIP en bloc

(MIP)

> U >

Broyage

Tamisage (25-36 um),
sédimentation

J
111

-




Polymeres a empreintes moléculaires
(MIP)

La rétention est basée sur une reconnaissance
structurale et fonctionnelle

Ces MIP préesentent une excellente stabilite
chimique, mecanique et thermique

lIs sont peu oneéereux, stables sous haute
température, utilisables avec de nombreux
solvants organiques, utilisable sous une gamme
relativement large de pH.

Leur synthese est réalisée en 2 ou 3 jours.



Polymeres a empreintes moléculaires
(MIP)

« Afin de vérifier la spécificité des interactions
Impliguées dans le processus d’extraction, il est
necessaire de comparer la rétention des analytes
sur le MIP a celle obtenues sur un polymere non
imprimé (NIP) obtenu par la méme voie de
synthese, mais en l'absence de la molécule
empreinte.

 On doit ainsi observer un taux de fixation élevé
apres passage sur MIP et nul sur le polymere non
imprime.



Sélecteurs chiraux a empreinte
moléculaire

o
JN_._-E_{/ M CHy freeapH H o
H .-N_@h H;{::gl:_{' krld—‘ﬁ—{f .
o H Py s angemen| Dt F _,.N‘@F""H‘Dx oy
| S — H =
" CHCI, r—\*’i e,
4-L-PhebHPy = -
CH; 1y
HyC=¢
o
WAA

MAA - acide methacrvhique, EGDMA : ethvlene ghreol dimathacryvlate, ATBHN : 2 2 -azchisisobutvrominle

Procédure de préparation du polymeére a empreinte dirigé contre la 4-L-
phénylalanylamino-pyridine (4-L-PheNHPYy)



Sélecteurs chiraux a
empreinte moléculaire

Liaisons mises en jeu avec la molécule
cible: liaisons hydrogenes ou Iinteractions
electrostatiques.

Polymeres faciles a préparer, peu colteux,
excellente stabilité chimique, physique et
mecanique. lls résistent a des tempeératures
et des pressions élevées et inertes vis-a-vis
des acides, des bases et des solvants
organiques.



Les anticorps énantiosélectifs

* Les anticorps sont des molécules complexes
appartenant a la famille des immunoglobulines.

* |Is ont la particularité de reconnaitre et se fixer
de facon spécifigue a une molécule appelée
antigene. lls reconnaissent une zone precise
sur I'antigene nommeée épitope.

* lIs peuvent ainsi reconnaitre specifiguement
un énantiomere.



Les anticorps énantiosélectifs

« L'association anticorps—analyte semble
étre basée sur des Interactions
électrostatiques, l'effet hydrophobe, des
liaisons hydrogene et des interactions de
Van Der Waals.

* Les phases stationnaires chirales a base
d'anticorps sont utilisées en polarité de
phase inversée.

« Une concentration assez elevee de
solvants organiqgues risque d’entrainer la
dénaturation des anticorps.



Production des anticorps spécifiques de
petites molécules organiques

©® Choix de la molécule-cible

® Synthese de I'haptene

©® Greffage a une protéine
porteuse= immunoconjugué

® Immunisation puis
prelevement du sérum et
purification des anticorps

© Greffage des anticorps (IgGs) >
sur une phase solide
(silice activee glutaraldehyde
ou Gel d’aqgarose (Sepharose))



Guide de sélection des phases

stationnaires chirales
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LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

* Principe:
Cette chromatographie exploite les
propriétés des interactions biologiques afin
de separer et de purifier les substances
(enzymes, acides nucléiques,
Immunoglobulines...)



LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

Principe
La phase  stationnaire est un support
macromoléculaire chimiguement inerte sur lequel est
greffé un effecteur (substrat, un ligand ou un
anticorps) qui presente une affinité biologique pour
un soluté de I'échantillon a analyser.

Trois types d'affinités sont utilisées :
affinité enzyme-substrat
affinité ligand-récepteur
affinité antigene-anticorps



LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

* Principe

Ky
Macromolecule +  Ligand - > Macromolécule—— Ligand

S =

La réussite de la purification, liee a la formation réversible du complexe, est
dépendante des valeurs numériques des constantes k+1 et k-1



Structure des gels d'affinité

Les supports:

Les supports ou matrices utilises pour Ila
chromatographie d'affinité peuvent étre des billes
d'agarose ("Sepharose™"  Pharmacia®), de
polyacrylamide (Bio-gel), de verre poreux, de
polyvinyle, de polyméthacrylate ...



Structure des gels d'affinité
« Sélection et attachement du ligand:

Il est essentiel que le ligand possede un groupement
chimique permettant son ancrage a la matrice.

Les groupes les plus usuels sont. les groupements
NH,, COOH, SH et OH.



Structure des gels d'affinité

 L'immobilisation du ligand sur la matrice
necessite qu'elle soit prealablement activée



Les méthodes d'activation

* Principe:
Matrice + Agent activateur

|

Matrice activée + Ligand

|

Ligand immobilisé



Les méthodes d'activation

Méthodes d’activation:

Activation des groupes hydroxyles du support
(I'agarose par exemple) par le bromure de cyanogene.

OH+BrCN —— OCN

O-CH-NH-L
NH

Agent activateur Activation Couplage



Les méthodes d'activation

Cl NH-L

OH+J|\ )\ ) N/ R o N/ R
cl N/ R -

dichlorotriazine

Agent activateur Activation Couplage



Structure des gels d'affinité

« Sélection et attachement du ligand:

Le ligand est géneéralement fixé sur la matrice par
I'intermédiaire d’'un bras espaceur. Ce bras espaceur
a pour role de minimiser les encombrements steriques
entre la macromolécule cible et la matrice.

« La longueur optimale du bras espaceur varie entre 6
et 10 atomes de carbone. Certains espaceurs sont
purement hydrophobes, d’autres sont hydrophiles.



Bras espaceurs portés par certains gels
pour chromatographie d'affinité

CNBr NH,(CH,)sCOOH NH
HO OH —> Ho OCN > HO OC-NH (CH,)sCOOH
Bras espaceur

Le bras espaceur contient un second groupe fonctionnel sur
lequel le ligand peut étre fixe




Adsorption

 ['adsorption de la molecule a séparer sur le ligand
fixé a la résine est effectuée dans des conditions
physico-chimiques (pH, force lonique,
concentration de la molecule a adsorber...)
favorables a la liaison molécule — ligand.

« dans ces conditions, les molécules du mélange a
séparer qui n'‘ont pas (ou peu) d'affinité pour le
ligand sont éluées au fur et a mesure que le
melange passe sur la résine.



—{ @< K <
@ | KO
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FIXATION PURIFICATION ELUTION
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Figure 1 : Les trois &tapes d'une chromatographie d'affinité.

1 - Etape de FIXATION : Le mélange de molécules contenant le composé a purifié
est chargé sur la colonne d'affinité. Seule la molécule présentant une affinité pour la
colonne sera retenue par l'effecteur greffé sur la phase stationnaire.

2 - Etape de PURIFICATION : En continuant a faire passer du tampon dans la
colonne, toutes les molécules contaminantes sont éliminées et éluées.

3 - Etape d'ELUTION : La molécule purifiée est décrochée de la colonne et est
recueillie dans I'éluat.



Désorption

L’élution de la macomolécule fixée est effectuée soit
specifiguement (avec un  competiteur) soit  non
speécifiguement

- en changeant les conditions physico-chimiques (pH, force
lonique) Initiales pour affaiblir l'interaction (ligand-
macromolécule) (méthode non spécifique).

La variation de pH ou de force ionique (NaCl) provoque un
changement de conformation de la molécule d’interét qui lui
fait perdre son affinité pour le ligand.

- en utilisant un produit chimique structuralement analogue
au ligand et, si possible, ayant encore plus d'affinité pour la
molécule d'intérét. Quelque fois Il peut méme s'agir de la
forme libre du ligand (méthode spécifigue).



LA CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE:

Applications

Ligand fixé sur le suppoxt Macromolécule Affinite
Anticorps Autigéne trés forte
Arntigéne Anticorps trés forte
protéine A, protéine G I5 (différentes classes et sous-classes) forte (Fe dlgd
glutathion S-transferases, protéines firant
glutathion le glutathion, protéinesde fusion incluant forte
la glutathion 3-transférase
. &TPases, protéine kinases,
calmodhiline thosphodiestérases, neurotransmetteurs forte
L-atgirdtie, p-amitiohenzamidine protéases 4 sérine
L-lysine plasminogéne (et activatews), AFRNr
AME ADE ATP Enzrme & cofacteurs moyete
. . protéines glucannées, glucolipides, ;
Lectines(concanavaline & WGOHHPL polysaccharides, lymphocytes T moyene i forte
facteurs de croissance et de coagulation,
Héparine récepteurs stéroidiens, endonucléases, moyete
lipoprotéites, lipases
Poly macléotides séguences complémentaires trés forte
Colorant rouge enzyies & cofacteur NADP, carboxy-
peptidase G
Enzymes 4 cofacteurs NAD ou NADFE,
Colorant blew (cibacro) altnamine, facteurs de coagulation, MO ELLE
interféron

Bhlode d'élution
rH
pH
rH

glutathion

cofacteur
glucatine
force iotigue

oligonacléotide, température, agents
dénaturants



La Chromatographie Liquide Haute
Performance (CLHP)

Qualité des séparations grandement ameéliorées

par l'utilisation de particules de tres faible taille (3 -

10 pm)

Pb: Augmentation considérab

résistants pour y mettre les p
ainsi naquit la chromatogra

le de la résistance au

passage du solvant (= perte de charge), impliquant
a necessite d'employer des pompes a haute
pression pour pousser les solvants (et des tubes

nases stationnaires)
ohie liquide a haute

performance/pression (C.L.H
anglais).

P. - ou HPLC en



Chromatographie en phase liquide
Appareillage et applications

_Phase mobile | Réservorr

solvant

[
Y

Systame
de
pompage

'

i d'échantillons |

P-asseﬁr ' .
automatique __Echantillon_ »| Injecteur |

-+—— Phase stationnaire

r = - | | .
- s 1 Tt

- R
| Thermorégulation - - 4 Colonne
| o -
L A
: Thermorégulation - — 4 Détecteur
I
L

1

Collecteur |

' de fractions |
| e —

Enregistreur

Différents modules, aux fonctions définies, relies entre eux par de courtes
canalisations de faible diametre interne (0.1 mm) en acier inoxydable ou
en peek (polyether-etherketone), polymere souple pouvant résister aux
solvants usuels et a l'utilisation de fortes pressions.



Chromatographie en phase liquide
Appareillage

Tout appareil de CLHP comportent differents
modules, aux fonctions définies, Ces modules sont
relies entre eux par de courtes canalisations de
faible diametre interne (0.1 mm) en acier
Inoxydable ou en peek (polyether-etherketone),
polymere souple pouvant résister aux solvants
usuels et a l'utilisation de fortes pressions.



Colonng de garde

Tuba en acier inowydable 316

Phase stationnaing

Agiar inoxydable 316 frimd

' Raccord sans volume mort

!

Vers la détectaur



Réservoir de solvant (éluant)

lIs contiennent la phase mobile. Plusieurs flacons
d’éluants (solvants de polarités différentes) sont
disponibles pour pouvoir réaliser des gradients
d’élution (mélange de plusieurs solvants a des
concentrations variables) a l'aide de la pompe
doseuse




Systeme de pompage

Le dégazage de la phase mobile est une opeération
obligatoire en chromatographie phase liquide. Il se fait
par barbotage d’hélium dans la phase mobile.

Un appareil de CLHP comporte une ou plusieurs
pompes. Ces pompes doivent gérer des débits compris
entre 0.1 et 10 ml/min avec une variation inférieure a
0.5%. Le débit doit étre regulier (absence de pulsations).
Elles doivent résister a la corrosion. Faible volume de la
chambre de meélange afin de permettre un changement
aisé de solvant.



Moteur s

Piston

Yanne -—

proporticnnelle [

Pompe utilisee en CHPL

Colonne

Piston décalé
{aspiration)

Reservoir



Systeme de pompage

Elle est muni d'un systeme de gradient permettant
d'effectuer une programmation de la nature du
solvant. Elle permet de travaliller:

- en mode isocratique, c'est-a-dire avec 100% d'un
méme éluant tout au long de l'analyse.

- en mode gradient, c'est-a-dire avec une variation
de la concentration des constituants du mélange
d'éluants.

Les pompes actuelles ont un debit variable de
guelques pul a plusieurs ml/min.



Mode isocratique - Mode gradient

10 Mode isocratique:
solvant de polarité moyenne

Elution socamipe

Mode gradient:
d’un solvant moins polaire
a un solvant plus polaire

e e e T P e — ——
T S, MRy S m—

Elution avre prow ameranon de solvant



Le systeme d’injection

L'injection consiste a faire passer un volume de liquide
contenant I'’échantillon de la pression atmosphérique a
une pression d'au moins 100 bars et ceci tres
rapidement.

Fomipea

l

Echantillon a injecter I i —

- . P atm J La section de liqusde
e Introduite dans le
circurt est entraimes

vers la colonmns
AF -

F : 100 bars Chargement de
la boucle (load)

I Inpecticn (nject) I

Colonne



Vanne d’injection a boucle externe

sortie +4+—— pompe sortie +—— pompe
g - - —
injection colonne injection -» colognne
. - > \ —_
remplissage .

sk R Vanne Rheodyne
colonne . vers Ia

4 : colonne
venant de f | venant de f

la pompe évent la pompe



Vanne Rheodyne

1 mm




Colonne de garde (précolonne)

Une précolonne (courte colonne de protection) doit
étre placée en amont de la colonne analytique afin
d’augmenter la durée de vie de la colonne. Cette
précolonne permet d’éliminer les poussieres et les
contaminents contenus dans les solvants. La
composition de la précolonne doit étre identigue a
celle de la colonne analytiqgue



L. a colonne

« Une colonne est un tube construit dans un
matéeriau le plus possible inerte aux produits
chimiques, souvent en In0OX OuUu en verre. Sa
section est constante, de diametre compris entre
4mm et 75um pour des longueurs généralement
de 5a 20 cm.



L. a colonne

Le choix de la colonne est conditionnée par la
guantité de soluté a analyser et sa nature.

Diamétre Nomenclature Débit Quantite

4 mm Conventionnel LC 1000 pl/min 1-200 pg (10000 fmol)
2 mm Narrowbore LC 200 pL/min 2-50 pg (5000 fmol)
Ilmm Micro LC 40 ul/min 0.05-10 pg (1000 finol)
300 pym  Capillaire LC 4 nl/min 1 ng-1pg (500 fmol)

75 um  Nano LC 200 nl/min 0,02-0,05 ng (1 fimol)



L es colonnes

Colonnes classiques, micro colonne, colonne capillaire
et nano colonne

De 2 genonzque 2 Ja proteomigue - 1"apport de la spaciromeatrie de masse
Jean-Marc Stubd (5-10 decembrs — Roscof)




Les détecteurs

Le détecteur doit permettre de suivre en continu la
séparation et de mesurer la concentration des
solutés en sortie de colonne. Il n‘existe en CLHP
pas de détecteur universel mais des detecteurs

specifiques.



DETECTEURS EN CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE

« Pas de détecteur universel, le détecteur utilisé
dépend de la nature du soluté

Deux types de détection basés:

 sur les propriétes générales (solvant + solute); ex:
Indice de réfraction, conductivité, constante
diélectrigue...

« sur les proprietés des solutés; ex: UV,
polarographie, radioactivité,...



Principaux parametres des détecteurs

Bruit: se définit comme la variation du signal non
attribuable au passage du soluté dans la cellule.

Sensibilité: Concentration minimale de solute détectable
pour un signal au moins égal a trois fois la hauteur du
bruit de fond.

Linéarité: région ou il y a une proportion linéaire entre le
signal et la concentration du soluté.



Différents type de bruit de détecteurs
chromatographiques

dérive

bruit a leng terme

bruit a court terme




Variation de la réponse du détecteur en
fonction de la concentration

de soluté introduite

Reponse du détecteur
{unité de déatection)
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Spectroscopie dans
I"ultraviolet et le visible

- Mesure |'absorbance absolue d'un solvant +
soluté a longueur d'ondes fixe 254 ou 280

nm ou a longueur d'ondes variable entre 190
et 800 nm.

phase mobile phase mobile réseau de diodes

A -
fenétre de \,/ 4
quartz —
Ahctomultiplicat&ur source
e = —* ou photodiode pelychromatique > -

Cellule en forme de Z, afin de minimiser I'élargissement des pics hors colonne, le
volume de la colonne est réduit au maximum (1 a 10ul)



Enregistrement tridimensionnel
(absorbance-temps-longueur d’onde)
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Lol de Beer-Lambert :

A=D.O=log(lo/l)=¢lc

A: absorbance,

D.O: la densité optique,

lo: l'intensité lumineuse incidente,
I: l'intensité lumineuse transmise,

€. le coefficient d'extinction molaire caractéristiqgue de la substance
étudiee a une longueur d'onde donnée en L mol-1 cm-1,

| . I'épaisseur traversée en cm
C. la concentration en mol.L-1.



Avantages:

Sensibilité: détection de substances de concentration
égale a 5x10-7 et 5x10-8 M

Sélectivité: il est possible de choisir une ou des
longueurs d'ondes correspondant a certaines
substances choisies plutdt que toutes. Les détecteurs
pouvant mesurer l'absorbance a quatre longueurs
d'ondes simultanément permettent de s'assurer de
I'nomogéneéité d'un pic et ainsi se rendre compte d'une
possible coélution.



- renseignements spectraux sur substances par le
spectre UV (réseau de diodes);

- peu sensible aux variations de debit et de
température;

- utilisation et entretien facile:

- peut étre utiliser en mode gradient d'élution.

Inconveénients:
- les substances doivent étre chromophores

- facteurs de réponse difféerents pour chague composés



Limites d’utilisation de divers solvants
dans l'ultraviolet

Longueur d'onde
Solvants limite d'utilisation | Viscosité & 25 C|Point d'ébullition
dans I'UV (cP) = C)
(« UV cutofl ») (nm)

n-Pentane. . ........ ... .. ... ... 195 0,22 36
m-Hexane . ... ... 190 0,30 69
Cyclohexane .................. . 200 0,90 81
n-Heptane ... .. 195 0,40 98
Triméthyl 2.?.,4—]:n:ntam: {lsnnctam] 197 0,47 99
Benzéne ... ...... 280 0,60 &0
Toluéne ...... e 285 ' 0,55 110
Tétrachlorure de carbonc e 265 0,90 77
Chloroforme . 245 0,53 61

chh]ummﬂhanc [chlnrurr:dc methy-
léne) . . 233 041 40
chhium ] 2 éthane .. .. ... 228 0,78 83
Diéthyloxyde (éther d1eth311qur.} . 218 0,24 33

Di-isopropyloxyde [E‘[hl:[ Jsopmpyl;—
que). . 220 0,38 68
Tétrahydmfuranne R 212 0,46 66
Dioxanne ... ... ........... 215 1,20 m
Acttate d'éthyle ... ... .. ... 256 0,43 77
Acdtoniteile ... .. ... ... .. ... . 190 0,34 82
Acétone . .. ... . 330 0,30 56
Propanol 2 [mupmpanol} : 205 1,90 82
Ethanol .. . e 210 108 8
Méthanol ... ... .. ... ........_. 205 0,54 65
I}Jméth}rlfmmamﬂe i 268 0,80 153
Eau . ............ .o 0,89 100




FLUORIMETRIE

Certains composes organigues absorbent des
radiations dans l'ultraviolet et réémettent une fraction
de la lumiere absorbée a une longueur d’onde
supérieure, d’intensité proportionnelle a [l'intensité
lumineuse absorb ée et donc a la concentration.

La fluorimétrie mesure I'energie de fluorescence d'un
soluté excité par une radiation ultraviolette. L'émission
de lumiere est mesuree a angle droit du faisceau
d'excitation.



FLUORIMETRIE

 La loi fondamentale de la fluorimétrie indique
que lintensité du rayonnement emis par
fluorescence (I f) est proportionnelle, pour un
volume de solution donne, a lintensité

lumineuse absorbée :

If:klabs:k (IO'I)



FLUORIMETRIE

source: lampe
au Xenon filtre

d'emission

lentille
@ miroir lentille

photomultiplicateur

filtre
d'excitation I e I photodiode

cuvette —




FLUORIMETRIE

La détection fluorimétrique est utilisée
pour les composeés fluorescents ou les
dérives fluorescents de certains composeés
(synthese de dérivés fluorescents).

Ces dérivées fluorescents sont prépares
soit avant Injection, soit en sortie de
colonne chromatographique.



Principe d’un dispositif
de dérivation postcolonne
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Exemple de greffage de dérivés
fluorophores

G Br EH, - COOR

-
o — L,
S0 (0 I 4 CH,0 - . _
Détection par fluorimétrie
GH,Bir CH, - COUR
M
ayN ¢ S
G SUE L) SO Ny
=g CH,0 ©

darinis COUMAnniquss



Avantages:

encore plus sensible que le détecteur UV

tres spécifique

- peu sensible aux variations de debit et de température
- peut étre utiliser en mode gradient d'élution

Inconvénients:
- |les substances doivent étre fluorescentes
- sensible a I'oxygene dissous dans la phase mobile.



REFRACTOMETRIE

Mesure de maniere continue la difference d'indice
de réfraction entre une phase mobile (éluant +
substance) circulant dans la cellule de mesure et
I'éluant circulant dans la cellule de référence.

La limite de détection dépend a la fois de la nature
du solute et de celle de la phase éluante.

Le réefractometre mesure la variation d’indice de
réfraction en sortie de colonne (par rapport a
I'indice de réfraction de la phase mobile)



REFRACTOMETRIE

La réponse donnée par le refractometre (R1):
R1=Z pi(n;- no)

/= cte caracteristique de I'apparell
n, = indice de refraction du soluté |
n, - indice de refraction de la phase mobile
p; = fraction massique du solute i dans I'effuent



REFRACTOMETRE

Miroir Echantillon

11 4{ Lentille Source de
Mas.qual limiére
— e
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Transducteur Amplificar 4 .

. . ificatcur Entawi
Référence Disposidf dé regisirenr

R ct alimentation
misc 3 zéro  Réglage

du réglage  du zéro
optique

La phase mobile traverse I'un des compartiment de la cellule avant de
pénétrer dans la colonne, tandis que l'autre compartiment est occupé par
I'éfluent (soluté + phase mobile). Ces deux compartiment sont séparés par
une lame de verre orientée de sorte que le rayonnement incident soit dévié
lorsque les indices de réfraction des deux milieux ne sont pas égaux. La
variation du signal, amplifié et enregistre fournit le chromatogramme



REFRACTOMETRIE

Avantages:

- deétecteur universel gui n'est limité que dans le
cas ou la substance a analyser possede un indice
de refraction egal a celui de I'eluant

- facteur de reponse semblable pour produits de
méme classe



REFRACTOMETRIE

Inconveénients:
- mangue de sensibilité en géneral

- tres sensible vis-a-vis la température qui doit étre
controlee a 0,001

- sensible aux variations de débit

- gradient d'élution utilisable seulement dans le cas ou
les différents solvants ont des indices de réfraction
semblables



Détection electrochimique

Différents types de détecteurs:

. Ampeéeromeéetrie
 Coulométrie

 La polarographie

 La mesure de conductivité



Détection electrochimique

* On mesure le courant qui circule dans une
cellule d’électrolyse lors de I'oxydation ou
de la réduction du soluté contenu dans la
phase mobile.



Détection électrochimique

e Détection de molécules douées de
propriétés oxydoréeductrices

|
- Oxydations =:1 Réductions ——
| Oléfinas
Hydrocarbures ; Esters
Azines | Cétones
Amides | Aldehydes
Amines | Esters conjugues
Phénols I Ethers
Groupes hydroxyles aromatiques | Composes diazo
Quinoléines | Composés nitrés
| —:— Halogénes
| | I | |
+2.0 +1,0 0 1.4 2.0

E vs, ECS/V



Avantages:

- tres spécifique pour les ions metalliques,
anions inorganiques, composés nitrés, acides
aminés et alcaloides;

- tres sensible.

Inconvénients:

- modification de |"échantillon;

- sensible a la phase mobile (pH);

- sensible a la présence d’oxygene dissous:
- sensible au débit et a la température;

- entretien constant des cellules.




CONDUCTIVITE

» Mesure la conductivité électrique due a la
présence d un soluté dans la phase mobile (de
facon absolue ou différentielle).

©
I N 7 N —
colonne ——% )
ne I
] # (L

détection @



CONDUCTIVITE

Avantage:
détecteur utilisé pour solutés ioniques.

Inconvénient:
sensibilité tres grande a la température.



POLARIMETRIE

Mesure |'activité optique de substances
possédant un ou des centres d'asymétrie.

Cette activité optique est généralement
associée a |'activité biologique.

chromatographe
| ) @ en phase liquide

= T




Séparation du fructose et du raffinose
par polarimétrie.

5 mim

raffimose

fructose




Séparation de composants de l'urine
par polarimétrie

- glucose

Lalhumina
|— phénylalanine

histidine

— cysteine

Separation de composants de
I'urine et detection:

A, par spectrophotomeétre UV
a 254 nm;

B, par polarimétrie. les
substances non retenues
sortent entre 0 et 2 min. Les
guatre ou cinq pics qui suivent
peuvent représenter des
acides aminés puis qu'ils
possedent des Indices de
rotation negatifs. Enfin le pic a
environ 16 minutes est
attribué au glucose. C'est le
seul pic dont la présence est
due a une substance dont
I'indice de rotation est positif.



Le couplage HPLC-RMN

L'utilisation de ce détecteur en chromatographie liquide haute
performance (HPLC) a été longtemps retardé par le manque de
sensiblité de la RMN par rapport aux autres méthodes de détection
utilisé jusque la (spectrophotométrie UV-visible et spectroscopie
infra-rouge,... ou spectrometrie de masse).

Néanmoins, depuis ces dix dernieres années, la limite de détection
de la RMN couplée a la HPLC est passée de I'échelle du
microgramme a celle de la centaine de nanogrammes.



Le couplage HPLC-RMN

« Avantage tres important du couplage HPLC/RMN, par
rapport aux autres méthodes de couplage, résulte du fait
que I|'échantillon ne subit ni decomposition, ni
altéeration durant l'analyse : I'échantillon peut subir
d'autres méthodes d'analyses complémentaires par la

suite.



Le couplage HPLC-RMN

La détection RMN permet d'obtenir un ensemble
d'informations structurales sur l|la composition d'un
melange, sans impliguer un étalonnage prealable du systeme
de chromatographie avec tous les composants susceptible
d'étre présents.

On pourra, par exemple, sans difficulté déterminer les
structures et les proportions de composes isomeres nouveaux,
alors que la plupart des spectrometries (masse, UV-visible,
IR,...) ne permettent d'identifier que des produits déja connus et
reférences.



Le couplage HPLC-RMN

« Applications

®Analyse de la pureté des médicaments, Eude
de suivi de métabolites dans les fluides
biologiques,

®_,a chimie combinatoire, l'etude de Ila
composition d'extraits de plantes, l'analyse de
gualité en  agroalimentaire, I'eélucidation
structurale de drogues modifiees...



Tvpe

Absorption UV
Fluorescence
Reéfractomeirie

Flectrochimie

Conductimeétrie
FT-IR
Polarimétrie

Spectrometrie de masse

Détectenrs en chromatograplue phase hiquide

Limite de détection Sensibiliteé

comimercial optimum

an debit a la temperature

100 pg -1 ng 1pe non faible
1-10pe 10 fg non faible
100 ng- 1 pg 10 ng om 104 o |
10pg-1ng 100 fg ol 15% /°C
300 pg- 1 ng 300 pe non 2% /°C
1 pe 100 ng non faible
_ 1 ng - ol

100 pg - 1 ng



Flozzy Cowell

Le couplage LC/MS ou LC/MS/MS

« Le couplage chromatographie liquide/spectrometrie
de masse (CL/SM) est particulierement utile pour
'analyse de composés polaires, peu volatils ou
thermiquement instables.

Il permet de deéterminer en ligne la masse
moléculaire des constituants d'un meélange et
d’avoir des informations quant a leur structure
(techniqgues SM/SM).
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