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Résumé

Lors du développement d’une nouvelle méthode de séparation, choisir la colonne CPL
appropriée parmi les plus de 600 disponibles commercialement constitue un challenge d’autant
plus difficile a relever que le mélange a séparer implique des produits basiques, rendant nécessaire
le besoin d’une caractérisation et d’une classification des phases stationnaires. Pour ce faire, la
seule approche simple et valide repose sur un test chromatographique effectué systématiquement
sur toutes les phases stationnaires d’intérét. La littérature propose de nombreux tests dédiés a la
caractérisation des phases stationnaires. Cependant, aucun d’entre eux n’apparait comme
satisfaisant pour caractériser 7z extenso les phases, notamment les plus récentes, du fait de
conditions trop restreintes en termes de solvants et de solutés sondes, dont les propriétés
physico-chimiques ne recouvrent que trop partiellement celles des composés a séparer.

Partant de ce constat, nous avons développé notre propre procédure de test, avec une
approche radicalement différente : au lieu de choisir des solutés et des conditions @ priori dont on
postule finalement le pouvoir de caractérisation, nous les avons sélectionnés en maximisant leur
variété sans pour autant négliger des aspects pratiques de mise en place. Nous avons aussi
démontré en premier lieu que ce n’est pas tant la colonne en soi qu’il est intéressant de
caractériser, mais plutot le couple colonne/solvant. D’un point de vue méthodologique, notre
procédure a d’abord été réalisée dans conditions étendues afin de maximiser le potentiel de
caractérisation. La combinaison d’un raisonnement chromatographique avec les outils de ’analyse
multivariée nous a permis de réduire considérablement la procédure initiale de test sans perte
significative d’information. Ainsi, le test réduit comporte au final 15 solutés, un seul niveau de pH
fixé a 5 et deux niveaux de fraction pour chaque modificateur organique, en 'occurrence le
méthanol et 'acétonitrile.

Une fois les conditions du test sélectionnées, nous nous sommes ensuite intéressé a la
validation de notre méthodologie, point souvent éludé dans la littérature. Nous avons donc
réalisé une étude de robustesse de notre test grace a la méthode des plans d’expériences. Associé
a une ¢étude portant sur I'interlot de phases stationnaires, le plan D-optimal mis en place a permis
non seulement de définir le domaine de robustesse du test, de facon a ce que tout utilisateur
sache précisément les tolérances applicables aux facteurs lors de la mise en place du test, mais
aussi d’éclaircir les mécanismes gouvernant la rétention grace au modéle du second degré utilisé.

Ensuite, nous avons appliqué notre procédure de caractérisation a un plus grand nombre
de phases stationnaires afin d’obtenir des cartes contenant plus de 70 couples colonne/solvant,
pour Pessentiel dédiés a 'analyse des composés pharmaceutiques (colonnes « Special Base »).
Notre étude ne s’est pas limitée a un simple aspect descriptif : nous avons porté une attention
particuliere a l'interprétation physico-chimique, notamment en reliant les axes des représentations
a des grandeurs thermodynamiques et des types d’interaction intervenant dans les mécanismes de
rétention. Outre Dévaluation de nouvelles phases, nous nous sommes aussi intéressé aux
parametres qui affectent une colonne dégradée dans des conditions réelles d’analyse. Les
classifications obtenues en combinant Analyse en Composantes Principales et Analyse
Hiérarchique en Clusters montrent aussi des différences de comportements suivant la fraction de
modificateur organique pour nombre de colonnes.

La construction de cartes d’identité, qui repose sur la sélection de descripteurs issus des
classifications, a la fois informatifs et robustes, offre une représentation synthétique des
classifications obtenues, mettant ainsi en évidence pour chaque phase stationnaire des relations
entre son comportement chromatographique et son organisation, dépendante a la fois de sa
structure et de la composition de la phase mobile.
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Introduction

La chromatographie en phase liquide sur phase stationnaire apolaire s’est imposée comme
une méthode de choix pour I'analyse de composés pharmaceutiques. En raison de la multiplicité
des procédures de fabrication des colonnes, provenant des voies d’obtention variées pour la
matrice de silice, de la pluralit¢é des greffons, des différentes méthodes de greffage et de
traitements ultérieurs éventuels, de nombreuses phases stationnaires apolaires sont disponibles. Si
cette diversité permet en théorie de couvrir une large gamme de problemes séparatifs, elle
constitue aussi une difficulté de taille pour I'analyste confronté au choix de la colonne adéquate.
Ce choix est rendu d’autant plus difficile que sont réunies dans des catégories génériques des
phases aux propriétés chromatographiques tres différentes. En outre, cette diversité s’est encore
accentuée avec l'apparition des phases dites « special base » ou « base deactivated », dédiées a
I'analyse de composés basiques, comme on en rencontre fréquemment dans le domaine
pharmaceutique. Ces composés, qui se caractérisent par la présence d’un ou plusieurs
groupements amine, sont susceptibles de développer avec les silanols résiduels présents en
surface des interactions supplémentaires a 'origine souvent d’asymétrie de pic et de perte de
résolution. Derriere 'appellation « special base » se dissimule une multitude de stratégies visant a
diminuer ces interactions indésirables. Au niveau de I'industrie pharmaceutique, la problématique
du choix de la colonne est devenue critique : comment sélectionner rationnellement une phase
stationnaire apte a la séparation de composés basiques d’intérét, qui possede de surcroit une
bonne durée de vie, parmi plus de 600 disponibles commercialement [1]? Le besoin de
caractérisation n’émane pas seulement d’une industrie a la recherche d’un outil pour optimiser
son développement de méthodes, mais de tous les utilisateurs, puisque ce probléme se pose aussi
lors du simple remplacement d’une colonne qui n’est plus commercialisée. La seule approche
rationnelle consiste a fournir une méthodologie, fondée sur des mesures chromatographiques,
pour la caractérisation des phases stationnaires d’intérét. Si la procédure de test s’avere fiable et
robuste, elle pourra étre mise en ceuvre pour établir une base de données dédiée a la classification
des colonnes, ouverte a I'incorporation de nouvelles phases. Plusieurs approches ont été décrites
dans la littérature, mais aucune ne s’est imposée a ce jour, probablement parce que des conditions
expérimentales trop restreintes conduisent a des contradictions dans les classifications proposées.

Ce constat nous a conduit a développer notre propre procédure de test avec pour objectif
d’obtenir un outil de caractérisation performant et fiable. A cette fin, notre approche se veut
completement différente de celles jusqu’alors utilisées, en reprenant la procédure a la base.

Nous nous sommes d’abord intéressés a l'objet a caractériser : s’agit-il de la colonne
analytique dans I’absolu, comme le considérent la plupart des tests, ou faut-il prendre aussi en
compte le modificateur organique ? Les tests existants fonctionnant généralement dans un seul
solvant, souvent le méthanol, présument de fait la possibilité d’une extrapolation directe d’un
solvant a un autre. Mais la nature du solvant a-t-elle un impact sur les caractérisations ?

Une fois choisi 'objet a caractériser, il s’agit ensuite de déterminer les conditions
chromatographiques du test. Au lieu de choisir des solutés et des conditions a priori dont on
postule le pouvoir de caractérisation, nous les avons sélectionnés pour leur grande variété. D’un
point de vue méthodologique, nous avons d’abord mis en ceuvre notre procédure sur un panel
représentatif de colonnes dans des conditions étendues, afin de maximiser le potentiel de
caractérisation. LLa combinaison d’un raisonnement chromatographique avec I'analyse multivariée
nous a ensuite permis de réduire considérablement la procédure initiale de test sans perte
significative d’information.

Une fois les conditions du test réduit sélectionnées de maniére optimale, nous nous
sommes penchés sur laspect validation de notre procédure de test. En effet, comme toute
méthode chromatographique, et bien qu’il en soit fait peu de cas dans la littérature, le test a
vocation a étre utilisé en dehors du cadre du laboratoire ou il a été développé et donc a étre
transféré a d’autres laboratoires. Pour cela, notre procédure doit subir une étape de validation.



Aussi, nous avons porté une attention particulicre a une étude interlot pour mettre en évidence
les limites du pouvoir discriminant de notre test. Nous nous sommes attachés en outre a en
examiner la robustesse, de manicre a déterminer les variations limites que pouvait tolérer notre
protocole expérimental sans remettre en cause les résultats obtenus.

Ensuite, nous avons appliqué notre procédure de caractérisation a un plus grand nombre
de phases stationnaires afin d’obtenir une cartographie, contenant plus de 70 couples
colonne/solvant essentiellement dédiés a ’analyse des composés pharmaceutiques (colonnes
« Special Base »). Nous nous sommes aussi intéressés aux caractéristiques qui évoluent lors de la
dégradation d’une colonne dans des conditions réelles d’analyse. Nous examinerons les
potentialités de la combinaison d’outils chimiométriques pour relier objectivement les familles de
phase stationnaires a leurs comportements chromatographiques.

Pour permettre les comparaisons visuelles des colonnes, I’étape ultime du développement
de notre procédure de caractérisation comporte la construction de cartes d’identité. Celle-ci
repose sur la sélection de descripteurs issus des classifications, qui sont a la fois informatifs et
robustes, et offre un moyen simple d’identification.



Partie A : Synthése bibliographique et problématique






Les phases stationnaires greftées apolaires et ’analyse de solutés basiques

Chapitre 1 Les phases stationnaires greffées apolaires et

Panalyse de solutés basiques

LA Introduction

Pour assurer des standards séparatifs de haute qualité et respecter les recommandations
et/ou obligations réglementaires de type ICH, FDA ou des différentes pharmacopées, I'analyse
de composés pharmaceutiques doit pouvoir disposer de supports possédant les caractéristiques
suivantes :

e Des phases stationnaires présentant une modularité des propriétés de rétention et
de sélectivité, pour faire face a tout type d’analyse ;

e Une bonne stabilité a long terme tant d’un point de vue mécanique que chimique,
notamment sur une gamme étendue de pH et pour des températures supérieures a
I’ambiante si besoin est ;

e Des particules possédant une haute surface spécifique pour une meilleure capacité
d’échange et de distribution homogene en ce qui concerne leur taille et leur
diametre de pores ;

e Des pores de taille adaptée a celle des molécules a séparer et de connectivité
suffisante pour permettre un transfert de masse efficace ;

e Une matrice homogene en ¢énergie de surface et aisément modifiable
chimiquement.

Ces criteres présupposent emploi d’un matériau dont la chimie est connue, tant au
niveau de la maitrise de sa synthése qu’au niveau de la modification de sa surface. Répondant a
cette condition préalable et présentant une haute surface spécifique alliée a une forte résistance
mécanique, la silice s’est imposée comme le matériau de choix. Ainsi, la plupart des phases
stationnaires sont constituées de particules de silices greffées. D’autres supports répondant a ces
criteres sont aussi disponibles, comme ceux a base de polymeres, d’autres oxydes de métaux
(oxydes de zirconium [2], d’aluminium, de titane [3-22]), ou de carbone graphitisé poreux [23-28].
Cependant, nous nous limiterons aux phases stationnaires a base de silice eu égard a I'importance
de leur offre et de la prépondérance de leur utilisation dans Danalyse des composés
pharmaceutiques.

LB La matrice de silice

La silice SiO,, ou dioxyde de silicium, est le matériau le plus abondant de la crotte
terrestre. Que ce soit sous forme cristalline (quartz, cristobalite, etc....) ou sous forme amorphe
(verre anhydre ou silice colloidale hydratée), la silice est utilisée dans un trés grand nombre
d’applications industrielles qui couvrent des domaines tres différents : I’électronique, Poptique, les
céramiques, la pétrochimie (catalyse, lubrifiants, revétements de surface, renforcement de
polymeres), les industries des silicones et cimenti¢re... La silice pouvant servir d’adsorbant, on
retrouve son emploi en chromatographie depuis les années 1920.

I.B.1 Propriétés générales

La silice utilisée en chromatographie est une silice amorphe et poreuse [29]. Comme elle
est hydroxylée et hydratée, on la désigne communément sous le terme de « gel de silice » [30] de
formule SiO,, xH,O. Si sa résistance mécanique a pour origine le matériau en masse, les
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Chapitre I

propriétés d’adsorption lui sont par contre conférées par sa grande surface d’échange. Or comme
pour tous matériaux, la surface n’est jamais réguliere, d’autant moins lorsqu’ils sont poreux. Afin
de mieux appréhender la complexité de cette surface, nous détaillerons les propriétés générales de
ce matériau suivant le cheminement de la Figure I-1.

1 nm 10-30 nm 3-5 um

Figure I-1: Structure de la silice a différentes échelles.

En premier lieu, nous nous intéresserons aux caractéristiques locales de la silice a I’échelle
de quelques atomes (< 1nm), puis nous décrirons les propriétés supplémentaires apportées par
I'organisation du matériau a différents ordres de grandeur, que ce soit a ’échelle du pore ou de la
particule (quelques micromeétres).

1.B.1.a Nature de la surface et chimie des silanols

A TDéchelle atomique, la silice s’organise suivant un réseau formé de tétracdres SiO,
(hybridation des orbitales de type sp) liés chacun par leurs sommets. La surface du gel se
compose de deux types de fonctions chimiques : les ponts siloxane Si—O-Si et les groupements
silanol Si—OH. Si les ponts siloxane constituent la structure interne du réseau de silice, ils ne
constituent pas pour autant Iessentiel de son squelette en surface'. En effet, la présence d’eau en
surface assure ouverture d’un certain nombre de ponts pour former des groupements silanol. La
concentration de chacun de ces groupements varie suivant la température. A température
ambiante, lorsque la surface est a son maximum dhydroxylation, le nombre de groupes
hydroxyles par unité de surface, Oy, avoisine 4,6£0,5 OH.nm™ (soit 7,6£0,8 umol/m?) [31]
tandis qu’au-dela de 1200°C, seuls les ponts siloxane persistent. Ces derniers, résultant alors de la
déshydratation de deux silanols voisins, sont hydrophobes et ne participent guere au phénomeéne
d’adsorption, qui trouve en revanche son origine dans la présence des groupements silanol :
hydrophiles, ils sont capables d’interagir par liaisons hydrogene mais aussi par liaisons de type
7 [32, 33] (cf. Annexe 1). On distingue différents types de silanols : les silanols libres ou isolés, les
silanols vicinaux ou associés (liés par liaison hydrogene) et les silanols géminaux (encore
dénommés silanediols). La distance moyenne séparant deux silanols isolés est estimée a 0,5 nm.
Pour que deux groupements puissent interagir par liaison H, il faut qu’ils soient séparés de moins
de 0,31 nm. Lorsque la distance est inférieure a 0,28 nm, les silanols sont qualifiés de vicinaux
puisqu’ils peuvent alors interagir avec plusieurs de leurs homologues [32]. La Figure I-2 résume
de facon simplifiée les différents groupements présents a la surface de la silice, dont Iexistence a
pu étre mise en évidence par la combinaison de techniques spectroscopiques (IR et RMN).

! Le squelette interne de silice posséde néanmoins des défauts de type :
1. chimique : la présence d’eau incorporée en masse lors de la synthese du matériau ;
2. mécanique : la formation d’ultramicropores (/<1 nm), de diamétre comparable a celui des molécules d’eau
et dont la surface n’est pas accessible aux atomes de krypton utilisés pour mesurer la surface spécifique.
Tout ceci se traduit par I'existence de groupements silanol internes.
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Figure I-2 : Différents types de groupements en surface de la silice (d’aprés [30, 31, 33]) ; a) pont siloxane,
b) silanol isolé, c) silanols vicinaux, d) silanols géminaux.

Suivant la terminologie ¢ utilisée en i Q3
RMN, ou 7 indique le nombre de liaisons 1
O-S1 rapportées a un atome central de )
. . . 1 ,Q
silicium, les différents types de silanols [ 1A
s'identifient comme suit: @' pour les Q|

siloxanes de surface (-110 ppm), @’ pour les o |I

silanols isolés (-101 ppm) et @ pour les - vl LT
silanols géminaux (-92 ppm) [34]. La Figure T N T g AV PR
I-3 montre un exemple de spectre RMN de a ' ' ' ' '
silice vierge [35] : en plus des ponts siloxane

et des silanols isolés, elle révele la présence Figure I-3 : Spectre RMN 2Si CP MAS (‘H-#Si
cross-polarization magic angle-spinning) de la
silice vierge Rx-Sil [35].

1] 'j”r'l'll_l:ﬂ._l' =100
de silanols géminaux.

L’aire moyenne occupée par un groupement hydroxyle est évaluée a 0,217 nm? [29].
Cependant, elle est dépendante du type de silanol : elle s’éleve a 0,450 nm? pour un silanol isolé
tandis qu’elle est réduite a 0,068 nm? pour des silanols vicinaux, pour une température inférieure
a 300°C [31].

En présence d’eau, la surface de silice présente divers stades d’hydratation : autant les
silanols peuvent n’étre que simplement hydratés s’ils ne sont liés qu’a une seule molécule d’eau,
autant la surface peut étre enticrement recouverte d’une couche d’eau mono ou plurimoléculaire,
aboutissant a un gel de silice fortement hydraté et dont les propriétés d’adsorption seront alors
totalement masquées.

En milieux aqueux, les groupements silanol possedent des propriétés chimiques
particulieres. De maniere générale en milieu solvaté protique, le pH joue un réle important en
déterminant la réactivité des surfaces du solide. En conditions acides (pH<PZC, ou PZC est le
point de charge nulle) a lieu la réaction :

H+
$i—OH ——— $i—OH,

L’oxyde de silicium, protoné, est alors chargé positivement et peut donner lieu a des phénomeénes
d’échange d’anions. En conditions basiques (pH>pl), les oxydes de métaux subissent une perte

de proton selon la réaction :
.

. -H -

Si—OH <—= §i—O0
IIs se retrouvent alors chargés négativement, jouant le role cette fois-ci d’un échangeur de cations.
En pratique, tout dépend de la valeur du point de neutralité et des constantes de réactions. Pour
la silice, la valeur du point de neutralité vaut environ 2,5 [5] et la réaction de protonation est
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caractérisée par log K=-1,9 [32] : elle apparait donc comme trés peu probable. Par contre, les
silanols sont connus pour étre des acides faibles. Etant donnée I’hétérogénéité de nature des
silanols, il est plus réaliste de considérer une distribution de pK ,, généralement située entre 3 et 7
et centrée sur 5, plutot que lexistence d’une valeur unique. Les caractéristiques de cette
distribution dépendent de la nature de la silice, et donc de sa synthése. Seule la réaction de
déprotonation est considérée en pratique et la possibilité d’échange de cations est envisagée.

La solubilité constitue aussi une propriété fondamentale du matériau. La dissolution de la
silice dans l'’eau est une hydrolyse selon: (8:0,).+2H,0—($:0,), ,+5/(OH),. Le processus de
dissolution est difficile a interpréter car il s’avere complexe. En effet, il dépend de la pression, de
la température, de la structure de la silice, de la taille des particules mises en jeu, de la surface
spécifique et du pH de la solution aqueuse. Si en deca de pH=8, la dissolution s’avére constante
et négligeable, I’hydrolyse s’accélere au-dela de pH=9, a cause de la formation d’ions silicate en
plus de l'acide silicique S7(OH), [29, 30].

D’un point de vue chromatographique, ce dernier point constitue manifestement une
limitation de lutilisation de la silice pour I'analyse de composés basiques, que l'on rencontre
fréquemment en milieu pharmaceutique. En effet, pour éviter un mécanisme d’échange de

-+ - + +
cations: S7—0--A + BH" «<—= Si—0-"BH + A4 peu désirable d’un point de vue
analytique (la distribution hétérogene des pK, des silanols induit une traine de pic
chromatographique qui nuit a la qualité de I’analyse), il est préférable d’opérer 'analyse avec des
composés basiques sous forme non chargée. Pour cela, il peut étre souhaitable d’élever le pH de
la phase aqueuse, au-dela de 9, ce qui occasionne la dissolution du support.

I.B.1.b Géométrie et énergie de surface

Les matériaux solides ne possedent jamais une surface parfaitement plane ou régulicre, y
compris ceux extrémement organisés comme le PTFE ou le carbone sous forme graphite :
persiste toujours un degré de désordre, variant suivant la nature du solide. Le désordre est plus
prononcé pour les matériaux non cristallins, ou amorphes, comme la silice utilisée a des fins
chromatographiques. Les surfaces réelles des solides présentent un degré limité d’organisation,
quantifié par la dimension fractale D. Sa valeur pour la silice amorphe est estimée a 2,94+0,04
[36] pour un maximum de 3. Elle dénote donc une tres grande porosité et explique ainsi les
propriétés particulicrement adsorbantes de ce support. Ces propriétés fractales sont étroitement
liées aux mécanismes de croissance du matériau [37].

En effet, la silice amorphe croit
selon un processus d’agglomération de
noyaux locaux (« local clusters »). Ces unités
structurelles, dont un exemple est
représenté en Figure I-4, engagent en
moyenne 30,7 tétraedres Si0,,.
L’organisation du noyau permet la
formation de cycles a 6, 7 ou 8 arrétes de
tétracdres [38], pouvant donner naissance a
des interactions supplémentaires entre
groupements silanols, rapprochés par la
topologie quasi-fractale du matériau.

Figure I-4: Noyau local typique d’une silice
amorphe, dont la structure est dérivée de celle de la
B-cristobalite ; il compozte 12 cycles a 6, dont un est
représenté en gris foncé (d’apres [38]).
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De l'agencement de ces noyaux vont
dépendre la structure, Pépaisseur des parois
et la distribution des pores. Par voie de
conséquence, leur organisation régit aussi la
surface spécifique S, du support. Puisque
hétérogénéités énergétique et géométrique
sont liées sur ces surfaces [39, 40], i en
résulte une hétérogénéité d’adsorption, qui
gouverne la réactivité du support.

Comme I'illustre la Figure 1-5, la
topologie de la silice poreuse amorphe
s’avere extrémement compliquée ; toutefois
certains travaux de synthéses permettent
d’apporter des éclaircissements [37, 41-43].
Quoi quil en soit, ce domaine fait encore
I'objet d’investigations approfondies. Par

exemple, le choix du type de modélisation Figure I-5: Représentation tridimensionnelle du
pour la répartltlon des silanols est encore Vycor, verre de silice poreuse ; le réseau poreux est
sujetgdébat [44_46]_ représenté en gris (échelle de l’arréte du cube:

100 nm) [47].

I.B.1.c Structure des pores

La structure poreuse d’un solide est caractérisée par les parametres suivants : la porosité
du matériau, le diametre, la forme et la distribution de taille des pores, leur connectivité ainsi que
leur volume et surface spécifique [41, 48-51]. Ces parameétres sont issus de différentes mesures de
sorption.

La porosité d’'un matériau se définit par celle offerte aux molécules en phases gazeuse ou
liquide. Selon les recommandations de 'TUPAC [52], le diametre moyen de pore D définit la
catégorie a laquelle le matériau appartient :

e D<2nm:solide microporeux ;
e 2<D <20 nm : solide mésoporeux ;
e D >50nm: solide Macroporeux.

La surface spécifique 5, et le volume de pore #, sont déduits d’isothermes d’adsorption.
Les silices utilisées classiquement en chromatographie sont mésoporeuses et possedent
généralement une distribution de pores unimodale®. Le Tableau I-1 regroupe les caractéristiques
générales de ces silices.

Tableau I-1: Valeurs typiques de silices mésoporeuses.

Caractéristiqgue Valenrs Modele d’adsorption
D 4-20 nm Barrett-Joyner-Halenda (BJH)
S, 50-500 m?g"  Brunauer, Emmet, Teller (BET)
v, 0,5-1,2 cm’ g loi de Gurvitsch

I.B.1.d Propriétés physiques : morphologie, taille et distribution des particules

La majorité des silices pour la chromatographie sont constituées de particules sphériques,
dont le diametre nominal varie entre 3 a 5 um : la forme sphérique est en effet celle qui offre la
meilleure résistance mécanique et la moindre résistance a I’écoulement. Les performances de la
colonne vont étre en partie déterminées par la distribution du diametre des particules, dont

2 Dans certains cas (particules agglutinées ou silices monolithiques), cette distribution peut s’avérer bimodale.
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étendue est estimée par le rapport dy,/d,, . Une distribution étendue de particules se traduit

par:

1. Une élévation de la perte de charge due aux petites particules, provoquant un
tassement du lit, qui s’accompagne de la création d’un volume mort et de chemins
préférentiels ;

2. Une perte d’efficacité provenant des particules de diameétres plus élevés.

Une distribution étendue mene donc a la détérioration des performances de la colonne,
raison pour laquelle 'on cherche a obtenir des distributions aussi resserrées que possible.

Les propriétés géométriques et thermodynamiques dépendant du procédé de synthese du
matériau [37], Pobjectif de la section suivante consiste a illustrer les résultats issus de différentes
voies d’obtention de la silice, toutes provenant du procédé sol-gel.

I.B.2 Méthode de synthése de la silice : le sol-gel

Historiquement, les  premicres
silices employées pour la chromatographie
possédaient une forme irrégulicre, comme
I'illustre la Figure I-6. Cependant, ce type
de silice, du fait de son procédé de
fabrication — notamment le broyage [53],
s’est avéré limitante en termes de pureté,
d’efficacité et de résistance mécanique.

Figure I-6 : Silice de forme irréguli¢re [54]

L’apparition de particules de silice de forme sphérique, grice au développement de la
technique dite de solge/, a permis I'avenement de la Chromatographie Liquide de Haute
Performance (CLHP), méthode devenue incontournable pour la séparation de composés
pharmaceutiques notamment. Cette section va donc s’intéresser a la procédure sol-gel, qui a sans
conteste révolutionné la synthese de la silice. La teneur en cations métalliques définit 2 types de
silice, le type A et le type B.

I.B.2.a Procédure générale du sol-gel

La méthode se décompose schématiquement en deux grandes étapes [29, 55]. Elle
consiste d’abord a réaliser un so/ (c'est-a-dire une suspension colloidale) de silice par I’hydrolyse
d’alkoxysilanes’, qui ensuite se condensent et polymérisent en polyalkoxysiloxanes suivant les
étapes :

1. Hydrolyse

$i(OR), +nH,0—(OR),  $i(OH) +nROH

2. Condensation

a. Hétérocondensation :

(RO).Si—OH + i (OR), —(RO), §i =0~ 8i(OR), + ROH

b. Homocondensation :
2(RO),  8i—OH —(RO), Si-0-5i(OR), +H,0

Parmi les alkoxysilanes les plus utilisés, citons le tétraméthoxysilane (TMOS) [56], et le
tétraéthoxysilane (TEOS ou TES) [57]. En pratique, ces réactifs sont introduits dans un mélange
hydroorganique auquel est ajouté un catalyseur (de I'acide chlorhydrique par exemple). La
polycondensation hydrolytique produit une suspension colloidale de particules sphériques de

3 Historiquement, il s’agissait de I’hydrolyse de silicates solubles en milieu alcalin, générant des acides polysiliciques.
Du fait de leur facilité a étre distillé, 'emploi d’alkoxysilanes s’est imposé car il permet d’obtenir une silice de tres
haute pureté et quasiment dépourvue de métaux.
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silice non poreuse et amorphe. La taille des particules (1 a 100 nm) est influencée par de
nombreux parametres, parmi lesquels le pH de la solution, les concentrations en solvant(s),
précurseur(s), sel(s), la température et la nature des réactifs.

S’en suit une étape durant laquelle les particules du so/ vont s’interconnecter par
polycondensation pour former un réseau tridimensionnel rigide et poreux, le ge/ Suivant les
conditions (rapport SiO,/H,O, nature et concentration du catalyseur, des précurseurs), le
processus de gélification peut prendre quelques secondes ou minutes a quelques heures, voire
mois. Le ge/ biphasique alors obtenu, occupe le méme volume que le so/. D’un point de vue
macroscopique, le so/ voit croitre sa viscosité au fur et a mesure de son agrégation
tridimensionnelle. C’est durant cette étape que la silice acquiert en grande partie sa porosité. Le ge/
alors encore hydraté (bydrogel) est ensuite séché pour former un xérggel. Pendant le séchage, le
mélange hydroorganique s’évapore des pores, causant une densification du gel. La contraction de
volume provoque un abaissement de la porosité du xérgel. Peuvent s’ajouter en outre des étapes
intermédiaires de vieillissement — par traitement acide ou basique [29]— et de ringage avant le
séchage du gel.

L’obtention de particules nécessite de disperser rapidement le gel pour obtenir des
goutellettes. Ceci peut s’effectuer par :

1. Séchage par atomisation (« Spray drying »), consistant en la pulvérisation du gel
suivie de son séchage ;

2. Dispersion mécanique du gel (ou de la suspension colloidale), a laquelle succedent
des étapes d’émulsion et d’extraction de I'eau résiduelle (« oil emulsion ») ;

3. Précipitation suite a 'ajout de monomeres.
La récente synthese de Nawrocki [5] permet d’approfondir ces procédures.

La forme sphérique des particules,
dont un exemple est présenté en Figure 1-7,
provient simplement de la minimisation de
leur énergie de surface lors de la dispersion
et du séchage. L’ajustement de divers
parametres  expérimentaux  permet de
controler le diametre des particules, la taille
et la distribution des pores, rendant ainsi les
propriétés de surface plus homogenes.

Figure I-7: Exemple de silice de forme
sphérique (diameétre de 1,7 pm) [53].

I.B.2.b Procédures dérivées du sol-gel

La procédure générale connait de nombreuses variantes [5, 29, 53, 54, 56, 58-74]. Loin de
les décrire toutes, la discussion suivante s’attachera a illustrer les différences de morphologies
pouvant étre ainsi obtenues.

I1.B.2.b.1 Silice particulaire

Initialement, la technique solge/ possédait pour objectif la synthése de silice de forme
sphérique.

Les ORMOSIL

Outre la silice inorganique ultrapure, la technologie solge/ autorise des copolymérisations pour
inclure des groupements fonctionnels organiques, donnant naissance a des matériaux hybrides, a
la fois organiques et inorganiques [75]. IlIs sont encore dénommés ORMOSIL pour « organically
modified silicates » [56, 59, 76]. Parmi les groupements utilisés, citons -CH,;, -C,H;, -CH;, -
(CH,);NH, ou -(CH,),SH. La Figure 1-8 reprend le cas d’une silice hybride commerciale, la
XTerra (Waters), utilisée en chromatographie.
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Figure I-8 : Exemple de synthé¢se de particules hybrides

Le groupement méthyle est non seulement présent dans la structure interne mais aussi en
surface de la particule. Par conséquent, ces patticules de silice inorganique/organique présentent
en surface un nombre réduit — d’approximativement 33%— de groupements silanol par rapport a
une silice ultra pure classique.

Méthode polyéthoxysiloxane (PES)

Cette voie de synthese, développée par Unger [29, 77], utilise le tétraéthoxysilane qui par
hydrolyse fournit du polyéthoxysiloxane (PES). Ce PES, émulsionné avec un mélange
hydroalcoolique, précipite sous forme de spheres solides d’hydrogel de silice lors de I'ajout du
catalyseur. Cette approche s’éloigne de la procédure sol-ge/ classique puisque l'obtention de
U hydrogel s’effectue non pas par gélification mais plutot par coacervation”.

Agglutination de particules de silices

Une autre variante consiste a agglutiner des particules primaires, issues de la voie PES [29,
57, 77]. Si ces derniéres sont poreuses, le processus offre la possibilité de conférer a 'agglomérat
une distribution bimodale des pores, ce qu’illustre la Figure I-9.

)

Figure I-9 : Exemple de particule de silice possédant une distribution bimodale de pores ; images MEB de
a) ’agglomérat et b) des particules primaires tandis qu’en c) est représentée 'image MEB haute résolution
d’une particule sphérique primaire.

La silice présente deux distribution de taille de pores, 'une a 2,2 nm et I'autre variant de
22 a 200 nm suivant la température utilisée pour la synthese. Cette seconde distribution est
recherchée dans le but d’obtenir de meilleures efficacités d’un point de vue chromatographique
tout en modérant la perte de charge, autorisant ainsi I'utilisation d’un débit supérieur a celui
employé avec une silice particulaire conventionnelle. Cette situation est intermédiaire entre les
silices particulaires a distribution unimodale de pores et les silices monolithiques.

I1.B.2.b.if Synthése de monolithes macroporeux

Les phases monolithiques sont aussi issues du procédé sol-ge/ [58, 67-74]. Constitué d’un
seul tenant, le monolithe s’oppose macroscopiquement aux silices particulaires. Il se caractérise
par sa structure bimodale de pores (cf. Figure I-10).

4 Dans le processus de coacervation, les particules de silice sont entourées d’une couche adsorbée ; rendues moins
hydrophiles, elles ne forment pas de réseau entre elles. Les particules s’agrégent alors en une phase liquide concentrée
immiscible avec la phase aqueuse.
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Figure I-10 : Images MEB a) de la structure typique poreuse d’'un monolithe de silice, b) d’'un macropore et
c) de la structure mésoporeuse du squelette de silice [73].

Au niveau de la synthése, la séparation des voies particulaire et monolithique s’effectue
pendant la formation du ge/, lors de la séparation de phase : la voie monolithique s’appuie sur une
décomposition spinodale, qui se caractérise par de petites fluctuations de composition sur de
grandes distances alors qu'un procédé classique de germination est caractérisé par de grandes
variations de composition sur de petites distances. La microstructure résultante consiste en une
dispersion uniforme de petites particules cohérentes interconnectées [78].

Les silices monolithiques a vocation chromatographique possedent des macropores de 1-
2 um et des mésopores de 10 nm. Elles offrent des surfaces spécifiques comparables a celles des
silices particulaires de 5 um de diametre avec des pertes de charges 5 fois inférieures. En outre,
les monolithes permettent de s’affranchir du tri des particules suivant leur dimension.

Bien que toutes issues du méme procédé sol-ge/, qui s’avere extrémement flexible, les
différentes voies de synthese génerent des géométries de surface tres variées, entrainant ainsi une
grande hétérogénéité énergétique du support.

Quant a l'influence du procédé de synthese sur la stabilité des matrices de silices, nous la
discuterons au travers de celle des supports greffés apolaires. Ce point sera traité en section
L.C.2.b, p 20.

I1.C Les silices greffées apolaires

La discussion se limite aux phases stationnaires constituées de particules de silice. Elle
peut étre extrapolée au cas des silices monolithiques greffées aprés l'obtention du support
physique’.

I.C.1 Méthodes de greffage

I.C.1.a Principe

La silice vierge répond déja en soi aux criteres définis en I.A. Son utilisation directe en
tant que phase stationnaire chromatographique s’avere cependant délicate, eu égard aux équilibres
lents d’adsorption peu compatibles avec la réalisation de gradients d’élution. Cependant, du fait
de la présence de nombreux groupements silanol en surface, la silice offre des possibilités
considérables de modifications pour réaliser des séparations fondées sur des interactions de type
partage apolaire.

5 Il est en effet possible d’envisager la possibilité pour les silices monolithiques de s’affranchir de I’étape de greffage
en I'intégrant directement a la synthése du sol-gel.
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Le greffage consiste a réaliser une substitution sur le groupement silanol par un
groupement alkyl, qui procurera a la phase stationnaire son caractere hydrophobe. Quatre types
de greffage peuvent éter envisagés : Si-O-C, Si-C, Si-N, et Si-O-Si. Pour des raisons de stabilité
(hydrolyse en milieu aqueux ou hydroorganique), seul celui reposant sur la création de pont
siloxane s’avere utilisable. La réalisation de ce pont est obtenue par I'action d’un groupe partant X
d’un silane quadri-substitué sur un groupement silanol du gel de silice, comme I'illustre la Figure
I-11.

| T b
|
—Si—-OH + X—Si— R2 —_— —Si—O—Si— R2 + HX
| | !
R R3

Avec X=Cl, OCH,,...

Figure I-11 : Principe du greffage de la silice.

Dans la plupart des cas, ce sont des chlorosilanes qui sont employés a cet effet. Le silane est dit
monofonctionnel dans le cas ou Ry, R, et R; sont des groupements alkyls, difonctionnel quand Ry
s’avere un groupe partant ou trifonctionnel si seul R, est un groupement alkyl. Selon la
fonctionnalité du chlorosilane, 1a phase greffée obtenue possédera des caractéristiques différentes.
Les conditions opératoires, notamment la présence ou I'absence d’eau, permettent d’obtenir des
greffages monomériques, polymériques ou oligomériques.

I.C.1.b Les différents types de greffon

La majorité des méthodes développées pour 'analyse de composés pharmaceutiques
utilisent des silices greffées #-octyle ou #-octadécyle (ct. Figure 1-12).

T
—Ti—O—?i*PCHﬂ?* n=7 oun=17
CH,

Figure I-12 : Structure des phases greffées conventionnelles.

D’autres types de greffons existent, différant par la longueur de chaine alkyle ou par
I'ajout d’autres fonctionnalités (inclusions de cycles, d’hétéroatomes). Ainsi, parmi les greffons #-
alkyle, le nombre de carbone de la chaine hydrocarbonée peut varier de 1 a 34 [79].

Les chaines courtes (C1 a C4) sont plutot réservées a des séparations dans le domaine des
protéines, tandis que les chaines plus longues (au-dela d’un octadécyle) sont réservées aux
composés type caroténoides ou HAP, nécessitant une reconnaissance de forme accrue.

L’ajout d’hétéroatomes ou de cycles permet d’engendrer des sélectivités supplémentaires
par le développement d’interactions particulieres. Loin de vouloir étre exhaustive (cf. [80] pour
plus de détails), la Figure 1-13 propose un apercu des différentes phases obtenues apres greffage
type phényle, perfluoré ou cyanopropyle.
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Les phases stationnaires greftées apolaires et ’analyse de solutés basiques

T T
) —Ti—o_?iJr@H@ a=0, 3006 _Ti_o_%JFCHZJFo@ .
CH, CH,

F F
T |
b) —Ti—O—?i+CFﬂ?CF3 n=3 —Ti—O—?i F
CH, CH,
F F

o
c) —Ti—O—?i+CHﬂ?CN n=3
CH,

Figure I-13 : Exemples de phases greffées a) phényle, b) fluorées et c) cyano.

Les phases fluorées possedent des sélectivités particulicres vis-a-vis de solutés
comprenant des halogenes [81]. Quant aux phases cyanopropyle, elles peuvent étre utilisées a la
fois en modes de partages apolaire et polaire, sous réserve d’opérer avec une gamme de pH assez
réduite’.

Plus confidentielles, les phases greffées cholestéryl [82-84|, n-alkylfluorényle [85, 80],
imidenaphtaléne [87], calixaréne [88], phtalocyanine ou fulleréne, dont un apergu est donné dans
la synthese de Saito [84], sont dédiées a des applications treés spécifiques.

Au final, les greffons se différencient par la longueur de la chaine alkyle principale et
Iintégration éventuelle d’hétéroatomes ou de cycles. Mais a cette diversité du groupement central
R2, qui définit généralement les interactions que pourra développer la phase stationnaire, se
combine en plus celle des groupements R1 et R3 : par exemple, le méthyle peut étre remplacé par
un phényle [84]...

I.C.1.c Les différents types de greffage

La présence ou 'absence d’eau, combinée a la fonctionnalité du greffon, permet d’obtenir
des types de greffages différents.

I.C.1.c.i Greffage monomérique

En absence de toute trace d’eau, 'emploi de greffons mono-, di- ou trifonctionnel aboutit
a un greffage de type monomérique (cf. Figure 1-14).

|
—Si—O—Si—R2 | X |
R3 Si—O—Si—R1 Si—O
A s!—o 4 | 4 Ny
' \_ &1 © X O Si_
O i \S' OH \S' o/ R
X N 1— 1—
!_ b \Si—O/ R2 o/ o/
Si—O ?1 R1 | \ \
¥ C Si—OH Si—OH
O D E
Si—OH

B

Figure I-14: Greffage monomérique obtenu, en absence d’eau, par un silane monofonctionnel en A,
difonctionnel en B et C, trifonctionnel en D et E.

¢ Pour pH<1,5 et pH>7, le groupement nitrile s’hydrolyse en groupement amide.
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Le greffage d’'une monocouche de
greffons suggere une organisation semblable
a celle d’une 2 membrane lipidique [80], en
monocouche  organique  auto-assemblée
(«Self Assembled Monolayer » ou SAM),
comme le propose la Figure I-15. Cette
modélisation permet de concevoir des
interactions  entre analytes et phase
stationnaire  qui  s‘opérent via  leur
pénétration dans la couche alkyle.

Figure I-15: Structure pour un gel de silice
modifié octadécyle pour T=350K [89].

Cependant, il est difficile de prévoir un état précis de conformations des chailnes. En
effet, la minimisation de I’énergie conformationnelle va dépendre de plusieurs parametres. Au
niveau de chaque greffon, la gaine de solvatation résulte de la combinaison de deux facteurs :

1. La composition de la phase mobile, c'est-a-dite de la teneur et de la nature du
modificateur organique, définissant une gaine statigue ;

2. La température, responsable de I'agitation thermique du greffon7, ajoutant une
dimension dynamigue a la gaine statique.

Au niveau de 'ensemble des greffons, il faut aussi tenir compte d’une contrainte d’espace.
En effet, le taux de greffage gouverne l'espace dévolu a chaque greffon, et le nombre de
conformations sera d’autant plus réduit que la densité de greffons sera élevée, jusqu’a atteindre
idéalement un état all-#rans, dense plus difficile a pénétrer. Pour des raisons d’encombrement
stérique’, le taux de greffage ne dépasse jamais guére plus de 50% des groupements silanols
accessibles en surface. De plus, compte tenu de I'hétérogénéité énergétique de surface, il est
possible que le greffage ne se réalise pas de fagon homogene, aboutissant a des surfaces
localement homogenes, mais globalement hétérogenes. La Figure I-16 présente deux exemples
opposés de conformations, en considérant un taux de greffage usuel d’'un octadécylesilane.

Figure I-16 : Modélisation de surface de silice modifiée avec une greffon octadécylsilane en conformation
all-trans (a gauche) et a énergie minimale (2 droite), d’aprés [90].

Suivant la conformation des chaines, le volume de phase et la surface hydrocarbonée
accessible peuvent donc varier considérablement.

7 La transition de phase des chalnes octadécyle s’effectue pour des températures comprises entre 5 et 30°C,
recouvrant partiellement la gamme de température utilisée usuellement en chromatographie ; pour des chaines octyle,
la transition de phase a lieu en dessous de 'ambiante.

8 En raison de la présence des deux groupements méthyle sur I'atome de silicium du greffon, I'aire occupée pour
chaque greffon s’¢leve a 0,4 nm? environ, alors qu’un gel de silice possede une densité de 5 groupements silanol au
nm?>.

9 Le taux est dépendant de la longueur de la chaine alkyle a greffer : pour une chaine en Cl, la densité de greffage
s’éleve a 4,16 pmol.m™2, soit un taux de greffage de 52% tandis que pour une chaine C18, la densité de greffage ne se
monte qu’a 2,51 umol.m2, correspondant a un taux de greffage de 31%.
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Les phases stationnaires greftées apolaires et ’analyse de solutés basiques
Cette technique de greffage, si elle est suffisamment maitrisée, permet de produire des
lots de phases stationnaires greffées de manicre plus reproductible qu’avec les autres types de
greffage. C’est la raison pour laquelle cette technique est la plus répandue.

I.C.1.c.ii Greffage polymérique

Deux approches sont possibles pour un greffage polymérique du support: une
polymérisation verticale, qui s’effectue en solution, ou une polymérisation horizontale, en surface
de la silice.

Polymérisation verticale ou polymérisation en solution

La présence d’eau lors de T'utilisation d’un greffon di- ou trifonctionnel complique la
réaction de greffage. En effet, soit le greffon peut réagir avec les silanols et se lier a la surface de
silice via un pont siloxane, soit le greffon réagit avec I'eau, générant un groupement silanol a la
place d’un groupe partant sur le greffon (cf. Figure 1-17).

_Si—OH X _Si—OH ,Si—OH
. X o
O + X—Si—R O O |

\ | N .
§—QH,_/ M \Si—O—?'—R §i—O—Si—R

' e

O X—Si—R

X

Figure I-17 : Mécanisme réactionnel conduisant a une polymérisation verticale.
Ce groupement silanol sur le greffon modifié peut alors étre engagé dans une réaction
avec un autre greffon, menant ainsi a une polymérisation verticale orientée, comme le montre la

Figure I-18.

S0 R . Ho ¥ ¥
. /81\0+éi—0—_—éj:OH si+o—?1 O S$i—OH
| (l) o (5 (gi i)l
Rl_%i_o__n_ Do \O/

O—

Figure I-18 : Greffage polymérique obtenu par un silane trifonctionnel en présence d’eau.

La phase stationnaire résultante possede une structure de type multicouche a I'origine de
mécanismes de rétention plus complexes que ceux se produisant sur une silice greffée
monomérique : au partage s’ajoute un mécanisme reposant sur la reconnaissance de forme,
provenant de la rigidité accrue de la phase. Néanmoins se posent quelques problémes inhérents a
la polymérisation des greffons. Notamment, 'efficacité de ces phases s’avere souvent inférieure a
celle des phases monomériques, en raison d’une accessibilité plus réduite.

Polymérisation horizontale ou polymérisation en surface

Cette voie de synthése, récemment développée, permet d’obtenir un greffage reposant sur
une polymérisation horizontale orientée, fondée sur le principe des monocouches organiques
auto-assemblées ou SAM [91, 92].
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L’intéréet de ce  type de
polymérisation monocouche réside en
lobtention d’un greffage mixte de chaines
alkyle de longueurs différentes, comme
I'illustre la Figure I-19, avec un espacement
entre les grandes chaines alkyle modulable.

Par opposition a la polymérisation
verticale, cette voie repose sur une Si<_ _Si Si Si Si Si
o =l .y . NN N O 9IN
po'lyrnerlsanon controlée s opérgnt OO/ OO/ O/ OO/ OO/ OO/ O
uniquement en surface de la silice, \Si \Si \Si \Si \Si \Si
préalablement hydratée d’une monocouche oo o o7 o7

d’eau [93, 94].

Figure I-19 : Greffage issue d’une polymérisation
horizontale orientée.
Organisation et conformations des chaines alkyle

Lapproche utilisée pour réaliser la modification polymérique mene a différentes natures
de densité de greffage [93]. En effet la Figure I-20 montre que pour un taux de greffage
globalement similaire, la densité de greffage varie localement: autant une polymérisation en
solution permet d’obtenir un greffage homogene, autant la polymérisation en surface se distingue
par de fortes variations locales de la densité de greffage.

i

Polymérisation en solution Polymérisation en surface

Figure I-20: Illustration schématique de Porganisation des chaines alkyle sur la surface de silice en
fonction du type de polymérisation employé [93].

Dans ce dernier cas, le greffage est homogene localement, mais hétérogene dans sa
globalité. Ces variations locales de densité de chaines induisent des différences de conformations
des chaines alkyle en fonction de I'approche choisie pour la polymérisation.

I.C.1.c.iii Greffage oligomérique

Un troisieme type de greffe peut étre 7]

A R1 R1
obtenu par le contréle de chacune des les | | |
différentes étapes de la réaction. Le greffage /Si—O—-?i—O-—?i—OH
oligomérique alors obtenu résulte en réalité o R2 R2
d’une polymérisation verticale séquentielle .
contrdlée, pour laquelle chaque étape /SI_OH
constitue une synthése monomérique a 1) R1 R1
partir du méme silane. D’un point de vue \Si— O——éi— O-—éi—OH
sélectivité, ce type de phase possede un [ I
comportement intermédiaire entre les phases R2 R2
monomériques et polymériques [95, 96]. -~ n

Figure I-21 : Greffe oligomérique.
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Les phases stationnaires greftées apolaires et ’analyse de solutés basiques
De maniere générale, les greffes polymériques ou oligomériques s’averent plus stables que
les greffes monomériques, notamment en terme de résistance aux pH bas et élevés. En
contrepartie, leur synthese, plus délicate a mette en ceuvre (eu égard a une teneur en eau et un
degré de polymérisation difficilement controlables) se traduit par une plus grande variabilité lot-a-
lot des phases stationnaires.

I.C.2 Propriétés du support greffé

I.C.2.a Les groupements silanol résiduels

Le taux de greffage variant de 25 a 50% [97, 98], il reste donc en surface au minimum
50% de groupements silanol n’ayant pas réagi. Par leur capacité notamment a interagir par
mécanisme d’échange d’ions' avec des composés cationiques lorsqu’ils sont sous forme
anionique SiO), ils sont souvent invoqués pour expliquer les traines de pic constatées pour des
composés basiques sous forme BH', entrainant une perte de résolution chromatographique
génante pour la séparation. Aussi plusieurs solutions ont été proposées pour résoudre les
problemes attribués aux silanols résiduels :

1. L’emploi d’un pH suffisamment acide pour la phase mobile, afin de s’affranchir
de lionisation des groupements silanol ; cependant, ces conditions se révelent
souvent insuffisamment discriminantes pour séparer les composés d’intérét, pas
assez retenus du fait de leur état ionisé ;

2. Lutilisation d’un pH suffisamment élevé pour la phase mobile, pour supprimer
I'ionisation des composés basiques, au risque d’étre confronté a des problemes de
stabilité de la phase stationnaire — la silice se dissout a pH alcalin — et des solutés a
analyser — certains produits se dégradent rapidement en milieu alcalin ;

3. L’addition a la phase mobile d’'un agent cationique compétiteur, par exemple la
triéthylamine, qui se charge du blocage des sites indésirables, pour diminuer la
traine de pic, sans pour autant la supprimer et susceptible d’entrainer des
perturbations au niveau de la détection [33, 99, 100].

D’autre part, a la présence de silanols résiduels se combine celle d’impuretés métalliques
[101]. En effet, ces impuretés contenues dans la silice initiale, qui ont tendance a se concentrer en
surface de la matrice, constituent des sites de Lewis et exaltent l'acidité des silanols adjacents
[102], comme le montre la Figure 1-22.

I
< M\\Si/

Figure I-22 : Exaltation de P’acidité d’un silanol par un métal.

Les silanols dont I'acidité est renforcée par les métaux sont source d’interactions fortes
avec des agents chélatants et certains composés basiques. La présence de cations métalliques
participe ainsi a hétérogénéité chimique de surface de la silice. En pratique, s’affranchir de toute
contamination métallique est difficile puisque que l'instrumentation est elle-méme source de
cations métalliques : cela requerrait au moins l'utilisation d’instruments dépourvus de picces
métalliques en contact avec le circuit fluidique [103]. Le taux d’impuretés métalliques natif, c'est-
a-dire contenu au niveau de la phase stationnaire avant utilisation, dépend de son procédé de
synthese [50] et permet de définir deux catégories de silice [104-106] :

10 Sont considérées ici comme prépondérantes les interactions coulombiennes. Cependant, d’autres interactions
peuvent avoir lieu avec les groupements silanols, d’intensités moindres mais non négligeables, comme les interactions
ion-dipole permanent ou dip6le permanent- dipole permanent (cf. Annexe 1).
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Type A les silices traditionnelles, contenant une large teneur en impuretés
métalliques (valeurs typiques: 1000 ppm de sodium, 200 ppm d’aluminium et
150 ppm pour le fer) ;

Type B les silices ultra pures, de technologie plus récente, voient leur taux global
s’abaisser a moins de 20 ppm.

La différence entre ces deux types de silice se retrouve sur les mesures de pK, des silanols
de silices vierges ou greffées [107, 108] : outre la présence de plusieurs classes de silanols se
distinguant par des acidités différentes, les silices de type A se révelent toujours plus acides que
leurs homologues de type B.

Les phases stationnaires dédiées a 'analyse de composés basiques posseédent toutes des
silices de type B [109], raison pour laquelle nous nous limiterons a cette derniere catégorie dans
nos travaux.

I.C.2.b Stabilité des phases greffées

La silice répondant aux critéres de stabilité mécanique, nous nous intéresserons surtout au
domaine de stabilité chimique des supports greffés et aux stratégies utilisées pour en repousser les
limites.

1.C.2.b.1 Stabilité en pH

Si les phases conventionnelles sont prétendument utilisables pour des pH compris entre 3
et 8, voire 9, leur stabilité a long terme limite 'utilisation a une gamme plus restreinte, entre 3 et 7
[110]. Cest aux extrémités de ce domaine que les phases greffées ont fait I'objet de nombreuses
¢tudes de stabilité en pH.

A pH acide

A bas pH, la phase stationnaire est sensible a I’hydrolyse acide de ses greffons, qui se
produit au niveau des ponts siloxane. Dés lors, tous les facteurs qui permettent de réduire
Paccessibilité  la base du greffon'' accroissent la stabilité de la phase. Ainsi, les phases C18 se
révelent plus résistantes a Phydrolyse acide du greffon que leurs homologues en C8, C4 ou C1
[97]. De méme, des densités de greffage supérieures, l'emploi de greffons bi- ou trifonctionnels et
des greffages préférentiellement polymériques — verticaux ou horizontaux, cette derniére voie
s’avérant remarquablement stable en conditions acides [111] — vont contribuer a la stabilité de la
phase stationnaire. Partant de ce constat, la modification de la base du greffon a été envisagée
avec succes [97, 112].

A pH alcalin

A pH élevé, la phase stationnaire est fragilisée non pas par ’hydrolyse du greffon mais par
la dissolution de la matrice de silice. Toutes les stratégies visant a réduire I'accessibilité cette fois-
ci aux silanols résiduels permettront d’augmenter la stabilité du support. Etant donné qu’environ
50% des silanols n’ont pas réagi a I'issue du greffage, la premicre étape consiste souvent a réaliser
un « end-capping », ou traitement de recouvrement terminal, qui sera plus détaillé dans la section
I.D.2.a (page 21). En outre, les stratégies utilisées pour améliorer la stabilité en conditions acides
peuvent se recouper avec celles visant a repousser les limites de stabilité en conditions alcalines :
il en va ainsi de celles consistant a maximiser le nombre de liaisons covalentes avec le support,
comme I'augmentation de la densité de greffage.

Une autre approche consiste non pas a effectuer un greffage supplémentaire, mais a
réduire des le départ le nombre de silanols accessibles pour augmenter le domaine de stabilité aux
pH alcalins, en faisant appel aux supports type ORMOSIL. Une silice de type XTerra voit sa
limite de dissolution repoussée au-dela de pH=11,5 [113, 114].

11 Ces stratégies seront traitées plus en détails en I.1D.3.a (page 23).
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Aussl, la combinaison de plusieurs techniques n’est pas non plus exclue : citons exemple
le cas d’une silice hybride greffée et dotée d’un « end-capping ».

I1.C.2.b.ii Facteurs supplémentaires

Aux conditions de pH s’ajoutent des parametres affectant la phase stationnaire qu’il est
nécessaire de prendre en compte pour envisager une utilisation a long terme du support. Ainsi, a
partir de pH=7, l'utilisation combinée de tampons inorganiques — en particulier le phosphate et le
catbonate — a des températures supérieures a 60°C sont a proscrire [115, 116] (pour plus de
détails, cf. Annexe 2).

I.D De Porigine de Ia diversité des phases: réduction de lPaccés aux
silanols résiduels et extension de Ia gamme de polarité

[.D.1 Introduction

Les groupements silanol résiduels sont indésirables a plusieurs titres. Sources de
mécanismes de rétention secondaires, ils provoquent la traine de pic voire Padsorption
irréversible de certains composés. Leur présence non seulement affecte le comportement
chromatographique de la phase stationnaire mais offre aussi autant de points d’acceés a la
dissolution de la matrice.

Afin d’améliorer la stabilité du support et de s’affranchir totalement de la présence des
silanols, nuisibles a leur yeux, les fabricants ont systématiquement recours aux combinaisons de
stratégies de protection, engendrant une diversité supplémentaire a celle déja présente eu égard
aux différences entre les matrices, les greffons et les techniques de greffage. C’est cette diversité
que nous allons nous attacher a détailler, selon la catégorie de protection : statique ou dynamique.

I.D.2 Stratégies d’élimination des silanols

La premicre option, radicale, consiste a éliminer les silanols a l'origine d’'un mécanisme
supplémentaire d’échange d’ions avec les composés basiques, provoquant des comportements
chromatographiques rédhibitoires pour I'analyse de composés pharmaceutiques. La suppression
des silanols implique une modification chimique de la surface de la silice nécessitant la formation
de liaisons covalentes : la protection résultante sera donc statique.

1.D.2.a Recouvrement terminal

Cette approche consiste a réaliser un deuxiéme greffage au moyen d’'un organosilane
d’encombrement réduit — typiquement un C1, qui pourra réagir avec les groupements silanol peu
accessibles pour des raisons stériques a des greffons a chaine plus longue : il s’agit de la procédure
de «end-capping», ou traitement de recouvrement terminal, réalisée souvent a base de
triméthylchlorosilane (TMCS) ou d’hexaméthyldisilazane (HMDS) [112, 117], comme l'illustre la
Figure I1-23.

cH,
HSC—?I'CH3
| TMCS | ¢, | o | ?
—Si—-OH ———> _SI_O_$1‘CH3 —S$i—-O—Si—R TMCS
CH

Figure I-23 : Réaction de « end-capping ».

Des procédures de double, voire de triple, « end-capping » ont été rapportées pour leur
efficacité supérieure [115, 118, 119], mais ces procédés étant encore sous protection de brevets,
nous ne possédons aucune information a leur sujet. Citons aussi le développement d’une
procédure unique de «end-capping» a base de hexaméthylcyclotrisiloxane (effectuée a une
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température supérieure a 350°C), cette approche procure une phase stationnaire inerte et stable,
au contraire du procédé TMCS'" [120-122].

Néanmoins, Pefficacité du traitement de « end-capping » n’est jamais totale : pour des
raisons d’encombrement stérique, la couverture ne peut étre parfaite. En effet, un traitement par
le TMCS ne permet d’éliminer que 50% des groupements silanol restants en surface.

Le « end-capping » est généralement de caractere apolaire. Cependant, il est possible de
modifier la surface avec des greffons possédant une fonction polaire a leur extrémité (de type
hydroxyle ou thiol par exemple) : le « end-capping » sera caractérisé alors par sa nature polaire.
Généralement, la difficulté de ce type de greffage réside en la possibilité pour la fonction polaire
de réagir avec la surface. Le greffon polaire est plus encombrant puisqu’il nécessite une chaine en
C3 pour espacer suffisamment la fonction polaire de la surface, rendant moindre efficacité de
couverture. Ces difficultés expliquent aussi le retard de développement de ce type de «end-
capping » vis-a-vis de leurs homologues apolaires.

La plupart des phases stationnaires dédiées aux applications pharmaceutiques ont subi au
moins un « end-capping ».

I.D.2.b Densité de greffage

Le principe consiste a essayer de saturer la surface de la matrice de ponts siloxanes, donc
a optimiser les conditions pour atteindre un taux de greffage maximal, qui va néanmoins varier en
fonction de :

1. La fonctionnalit¢ du greffon — un greffon trifonctionnel n’atteindra jamais un
taux de greffage comparable a celui d’'un monofonctionnel ;

2. La longueur du greffon — pour des raisons stériques, les densités maximales de
greffage suivent un ordre inverse a celui du nombre de carbones de la chaine
hydrocarbonée : C8>C12>C18 ;

3. Du nombre de silanols accessibles pour la modification, dépendants de la nature
de la silice.

Dans le cadre d’'un greffage monomérique, I'objectif consiste a obtenir une monocouche
de greffons aussi dense que possible, de facon a éliminer une partie des silanols lors du greffage,
et masquer ensuite par effet d’écran ceux qui persistent a I'issue de la modification et du « end-

capping ».

I.D.2.c Encapsulation

Le principe de cette technique repose sur le recouvrement de la particule de silice d’'une
fine couche de polymeére de silicone [123], de polybutadiecne ou de polyéthyleneglycol. Le
recouvrement s’effectue soit par adsorption sur la particule, soit par création de liaisons
covalentes. Selon le polymere utilisé, une modification ultérieure peut avoir lieu, comme le
montre la Figure 1-24.

12 En terme de stabilité a pH acide, ce greffon n’est pourtant pas le plus stable, puisque c’est celui qui protégera le
moins le pont siloxane.
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1. Encapsulation polymérique avec un silicone
2. Modification alkyle
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Figure I-24 : Synthése de particules encapsulées.

Pour saisir I'intérét de cette phase, revenons d’abord sur quelques caractéristiques des
phases stationnaires a base de copolymeéres. Les phases en polymeéres poreux présentent un
domaine de stabilité en pH plus étendu que celui des phases a base de silice. Néanmoins, elles
pechent par défaut d’efficacité, eu égard a leur faible coefficient de diffusion Dy. Leur faible
résistance mécanique, combinée a des problemes de compatibilité avec certains solvants,
constitue aussi un inconvénient majeur qui limite leur utilisation. L’encapsulation polymérique
revét donc un intérét particulier : la phase obtenue bénéficie a la fois de la résistance mécanique
de la silice et de I'extension du domaine de stabilité en pH conférée par le polymere. En outre, le
polymere rend inaccessibles les silanols en surface de la matrice n’ayant pas réagi, sous réserve
d’encapsulation parfaite de la particule. Le polymeére, si la couche s’avére assez fine pour
permettre des transferts de masse rapides, assure une efficacité correcte. Il apporte aussi une
sélectivité particulicre.

I.D.2.d Support de silice hybride

De par sa structure, la silice hybride ne possede en surface que peu de groupements
silanol comparativement aux silices classiques. Cette moindre densité entraine un taux de greffage
réduit, mais confere aux particules un domaine de stabilité en pH étendu, notamment a pH
alcalin. En outre, la technologie de silice hybride associé a un greffage monomérique
trifonctionnel offre suffisamment de stabilité pour s’affranchir d’un « end-capping » qui risque
d’étre hydrolysé aux pHs acides.

Les techniques d’élimination des silanols s’averent relativement efficaces [107, 124]| pour
préserver le support tout en étendant variablement le domaine d’utilisation. Certaines, comme la
haute densité de greffage ou I'encapsulation, ne procurent pas qu’une protection statique : elles
fournissent aussi une protection dynamique, due a la conformation et a la thermalisation des
chaines hydrocarbonées, qui par effet d’écran masque des silanols sans pour autant les éliminer.

I.D.3 Stratégies de masquage des silanols

Il s’agit cette fois-ci non pas d’éliminer les groupements silanol mais d’en réduire
fortement I'acces, par une protection dynamique se basant soit sur 'encombrement stérique, soit
en incluant une barricre polaire.

I.D.3.a Protection stérique

Pour restreindre 1’accés aux silanols résiduels, une solution consiste a encombrer la base
du greffon, comme illustré sur la Figure 1-25.
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Figure I-25 : Exemples de phases stationnaires munies d’une base de greffon encombrante (par exemple
Zotrbax StableBond).

Cependant, le choix du greffon va conditionner le type d’application, en fonction des
conditions, acides ou alcalines.

A pH acide, la fragilit¢ de la phase stationnaire tient a ’accessibilité du pont siloxane,
qu'une base encombrante («bulky») peut se charger de réduire [97]. L’effet protecteur du
groupement isopropyle ou isobutyle est avéré en milieu acide [125], avec une limite de stabilité en
pH abaissée a 1. Cependant, 'encombrement en base du greffon provoque une densité¢ de
greffage moindre par rapport a une base diméthyle [35] : dans le cas d’'un greffon diisobutyle-7-
octadécyle, seuls 25% des groupements silanols réagissent contre 34% pour un diméthyle-#-
ocatdécyle traditionnel [98] — valeur pouvant d’ailleurs atteindre 45% pour un greffage haute
densité [126]. Le groupement isopropyle participe aussi a I’hydrophobie de la phase [127].
Lutilisation d’autres bases de greffon peut étre envisagée, comme par exemple un groupement
phényle [84]. Néanmoins, la plus grande occurrence de silanols, méme s’ils peuvent jouer un role
bénéfique au procédé de séparation [127], constitue un inconvénient majeur pour la stabilité de la
phase en milieu alcalin [118].

Une stratégie similaire peut étre employée afin non pas de réduire I’acces au pont siloxane
mais de masquer les silanols résiduels: c’est le cas des greffons « multi-dentates », dont un
exemple est représenté en Figure I-26.

OH ©  OH Q@  on oH Q© ¢ Q ¢H
Lol L] Ll
O/Si\ SiL U Si. Sk _Sio SIS Sic 1\0/51\
A B

Figure I-26 : Phase « bidentate » ; A : structure générale avec un groupement R méthyle, n-butyle, n-octyle
ou n-octadécyle et n=2ou 3 ; B : structure de la phase Zorbax Extend C18 [119].
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Leur greffage s’effectue au moyen de deux liaisons covalentes, ce qui permet de réduire
plus efficacement le nombre de silanols résiduels quavec un greffon encombré monofonctionnel.
De plus, la présence du pont éthyle ou propyle procure une géne stérique supplémentaire, qui
contribue a restreindre I’acces aux siloxanes, comme I’atteste la stabilité de ce type de phase a pH
acide [119]. Mais surtout, elle confere au greffon un pouvoir couvrant suffisant vis-a-vis des
silanols accessibles pour pouvoir envisager I'utilisation prolongée' de la phase stationnaire a des
pHs élevés (jusqu’a pH 11) [119].

I.D.3.b Barriére polaire

A coté de la protection stérique, la barriere polaire constitue une deuxi¢me stratégie de
masquage des silanols. Elle apporte en outre un gain en polarité par rapport aux greffons
purement alkyle. Cette barri¢re peut soit s’intercaler dans la chaine hydrocarbonée, soit se situer
en surface de la matrice.

1.D.3.b.i Groupement polaire intercalé

Le principe consiste a greffer des chaines alkyle contenant un groupement polaire [128],
comme I'illustre la Figure 1-27.
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Figure I-27 : Greffage de chaines de type alkylcarbamate.

D’une part, I’établissement de liaisons H entre les groupements carbamates permet, du
fait de leur structure dipolaire, d’organiser la base du greffon. D’autre part, le probable
enrichissement local en eau contribue a isoler les silanols accessibles en surface de la matrice de la
couche alkyle, sicge du mécanisme hydrophobe de rétention. Ainsi, la présence du groupement
carbamate opere comme une barriere de polarité hydrophile dont I'objectif principal est de
constituer un écran dynamique entre la phase alkyle et la surface de la matrice de silice, de
maniere a s’affranchir des effets indésirables des silanols résiduels. Par conséquent, cette stratégie
permet aussi d’étendre la gamme de pH utilisable, a bas comme a haut pH, la barri¢re polaire
réduisant I'acces aux ponts siloxane comme aux silanols résiduels, sans pour autant atteindre des
stabilités comparables a celles obtenues avec un greffon a base encombrante.

En outre, le groupement polaire intercalé apporte des sélectivités différentes de celles des
chaines purement alkyle [129-135], se signalant notamment par une hydrophobie moins élevée et
une affinité plus marquée pour les composés polaires que leurs homologues purement alkyle.
Enfin, la présence du groupement polaire intercalé autorise l'utilisation de phases mobiles
purement aqueuses, alors que les phases alkyle procurent dans ces conditions des rétentions
médiocres, phénomene attribuable a des difficultés de mouillage de la phase [136] plutot qu’a un
collapsus de la phase stationnaire.

La Figure 1-28 donne un apercu des greffons possédant un groupement polaire intercalé.
Diverses fonctions sont représentées : si certaines comme le carbamate [128] ou I'amide [137-
141] sont arrivées a maturité et commercialisées, d’autre sont encore en cours de développement,
comme le groupement urée [142-146], éther [147, 148] ou thioéther [87, 149].

13 Durée d’utilisation qui dépend bien entendu de la nature du tampon (cf. Annexe 2).
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Figure 1-28 : Exemples de groupements polaires intercalés.
Les différences qui résident au niveau de la nature du groupement polaire intercalé ne
font qu’accroitre encore la diversité des phases stationnaires.

1.D.3.b.ii Modification de surface

Outre la présence d’un groupement polaire intercalé, il est possible de mettre en place une
barriere polaire directement en surface de la matrice, afin d’éviter les interactions avec les silanols

résiduels.

Signalons d’abord qu’a I'issue du procédé
de synthese, afin de réduire I'hétérogénéité
énergétique de surface, la matrice de silice subit
une étape de déshydroxylation/réhydroxylation,
afin de contrbler I’état de surface de la silice
avant sa modification [33, 99, 104, 150, 151]: la
déshydroxylation permet d’éliminer les silanols
isolés, sites d’adsorption  forte, et la
réhydroxylation permet de générer une surface
dotée d’un maximum de silanols associés, comme
le montre la Figure 1-29.

Silice standard
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Figure I-29 : Association de silanols.

La création d’une barrie¢re polaire en surface s’effectue souvent au moyen d’un « end-
capping » polaire, dont le groupement fonctionnel n’est en général pas communiqué. Cependant,
on peut suggérer des fonctions hydroxyle ou thiol sur une chaine en C3, comme sur la Figure
I-30, d’apres les données de la littérature [105, 135, 149].
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Figure I-30 : Fonctions proposées pour un « end-capping » polaire.

Certaines fonctions peuvent se protoner en milieu acide, renforgant la barri¢re par effet
répulsif. Quant aux autres modifications de surface, les fabricants ne laissent filtrer aucune
information a leur sujet, rendant incontournable la caractérisation chromatographique de ces
phases.

.D.4 Combinaisons

Tres fréquemment, les phases stationnaires combinent plusieurs stratégies pour optimiser
leur protection vis-a-vis des silanols résiduels et/ou ’hydrolyse de leurs greffons. Ainsi, les phases
stationnaires sont en majorité dotées dun «end-capping», qu’elles posseédent des greffons
purement alkyle ou contenant un groupement polaire intercalé. Le cas des XTerra illustre cette
possibilité de combinaison: la silice hybride est associée dans un cas a un greffon
monofonctionnel alkylecarbamate et a un « end-capping » (XTerra RP), dans Iautre cas a un
greffon alkyle trifonctionnel et est dépourvue de « end-capping » (XTerra MS). Ces deux phases
sont destinées a des applications différentes.

La notion d’hybridation porte a la fois sur la matrice de silice (ORMOSIL) et la
modification (SAM). L’hybridation est encore en cours de développement et va continuer a
accroitre la diversité des phases stationnaires.

LE Conclusion

En résumé, Pextréme diversité des phases résulte de la combinaison de diversités au
niveau de la matrice (silices sphériques ultrapures, silice organo-inorganique, silice monolithique),
du greffon (chaine principale et base), du greffage (monomérique, polymérique et oligomérique)
et des stratégies de protection employées (« end-capping » polaire ou apolaire, présence d’un
groupement polaire intercalé...), qui permettent d’étendre le domaine de polarité. Ces
combinaisons conduisent a une telle diversité qu’il est difficile d’effectuer rationnellement un
choix de support lors du développement d’une nouvelle méthode. 11 s’avere donc indispensable
de disposer d’'une méthodologie pour caractériser et classer les phases, ainsi que pour guider
I'utilisateur dans son choix.
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Chapitre I Pourquoi une classification fondée sur une

caractérisation ciblée ?

II. A Introduction

La grande diversité des phases stationnaires trouve son origine dans les multiples
combinaisons de stratégies de protection des greffons et/ou vis-a-vis des silanols résiduels. Lors
du développement d’une nouvelle méthode chromatographique, I’analyste est alors confronté au
dilemme suivant : comment choisir rationnellement une colonne adaptée » S’impose des lors la
nécessité de caractériser et de classer les phases stationnaires, afin de guider l'utilisateur dans sa
sélection.

Les fabricants fournissent un certain nombre de parameétres physiques, comme la taille
des particules, des pores et le taux de carbone'. Des données supplémentaires, comme la surface
spécifique ou le volume de pore, peuvent aussi étre mises a disposition de [utilisateur.
Cependant, elles ne sont pas fournies de facon systématique”. De surcroit, les méthodes
employées pour réaliser les mesures ne sont que treés rarement indiquées : ceci rend le jeu de
données entre fournisseurs non comparables, du fait de la dépendance des mesures a la méthode
utilisée. Quant au chromatogramme test fourni, remarquable de simplicité mais qui souffre aussi
d’un probleme d’hétérogénéité (solutés injectés et conditions différant suivant le fournisseur et la
phase stationnaire), nous serons amené a discuter de son utilité réelle en Partie B.

Ces critéres'’, s’avérent insuffisants pour déduire le comportement chromatographique du
support et expliquer des variations de sélectivité en fonction de la colonne utilisée, qui reposent
sur des différences plus subtiles.

11 est dailleurs paradoxal de constater la faiblesse du cadre réglementaire concernant les
phases stationnaires face a la surrégulation17 imposée aux méthodes séparatives. En effet, la
colonne chromatographique ne fait 'objet d’aucune normalisation alors que la séparation, dont la
colonne est un élément essentiel, doit quant a elle satisfaire aux criteres exigeants des différentes
pharmacopées (Ph. Eur., USP, JP etc...)et des diverses agences officielles (FDA, EMEA,
AFSSAPS, etc....). Au final, les monographies se contentent seulement d’indiquer un critere
général pour la phase stationnaire, par exemple C8 ou C18, respectant la seule classification
officielle existante qu’est celle de I'USP. Méme si cette classification répartit les phases
stationnaires en 46 catégories, dont le Tableau II-1 se propose de reprendre les catégories
relatives uniquement aux phases a base de silice greffée abordées au chapitre précédent, seules 4
correspondent aux colonnes C8 et C18 (codes L1, L2, L7 et L42). La classification ne distingue
pas les phases a base de silice irréguliere de celles reposant sur des silices sphériques. De plus, elle
ne fait aucun cas de leur pureté et ne référence pas non plus les greffons a groupement polaire
intercalé, bien que couramment utilisés dans I'industrie pharmaceutiquem.

14 Ce ne sont souvent que des valeurs nominales, sujettes a variations.

15 Ces données sont variables en fonction des fabricants et des distributeurs.

16 Ces criteres ne servent qu’a adapter I’échelle — préparative, analytique, micro ou nano — de la séparation au volume
de Péchantillon.

17 Méme si les normes tendent a s’harmoniser, grice au comité international d’harmonisation (ICH).

18 Nous nous limiterons a ces exemples, le cas des ORMOSIL étant trop récent pour étre pris en compte par ces
classifications.
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Tableau II-1:

Classification des phases stationnaires selon PUSP [152].

Catégorie
USP Description de Ia phase stationnaire
1 Particules (3-10 um de diametre) de céramique ou de silice poreuse greffées
octadécylsilane (ODS ou C,y)
12 Gel de silice a la porosité de surface controlée lié a un support solide
sphérique (30-50 um de diametre) greffé C
L3 Particules de silice poreuse (5-10 pm de diamétre)
14 Gel de silice a la porosité de surface controlée lié a un support solide
sphérique (30-50 um de diametre)
17 Particules (3-10 um de diametre) de céramique ou de silice poreuse greffées
octylsilane (Cy)
I8 Gel de silice poreuse greffé essentiellement par une couche
monomoléculaire d’aminopropylsilane (10 pm)
L10 Particules (3-10 um de diametre) de silice poreuse greffées nitrile (CN)
L11 Particules (5-10 um de diametre) de silice poreuse greffées phényles
L13 Particules (3-10 um de diametre) de silice poreuse greftées C,
L15 Particules (3-10 um de diametre) de silice poreuse greffées C;
L16 Particules (5-10 um de diameétre) de silice poreuse greffées C,
118 Particules (3-10 pm de diametre) de silice poreuse greffées amino (NH,) et
cyano (CN)
1.20 Particules (5-10 um de diametre) de silice poreuse greffée
dihydroxypropane
L26 Particules (5-10 um de diametre) de silice poreuse greffées butylsilane (C,)
L27 Particules de silice poreuse (30-50 um de diameétre)
Support multifonctionnel consistant en une silice sphérique de haute
L.28 pureté, D =10 nm, greffé avec une fonctionnalité anionique (amine) en plus d’un
greffon conventionnel Cq
LL30 Particules (3-10 um de diametre) de silice poreuse greffées éthylsilane
133 Phase capable de séparer des protéines de 4000 a 400000 Da. Sphérique, a
base de silice et stable sur une grande échelle de pH.
142 Particules de silice poreuse de 5 pm de diametre greffées octylsilane et
octadécylsilane
1.43 Particules de silice poreuse (5 a 10 um de diametre) greffées
pentafluorophényle
Support multifonctionnel consistant en une silice sphérique de haute
144 pureté, D =6 nm, greffé avec une fonctionnalité cationique (de fonctionnalité acide
sulfonique) en plus d’un greffon conventionnel C,

Des lors, cette classification s’avere fort peu utile a 'analyste, de par sa conception et son
obsolescence. Quant a la nomenclature de 'TUPAC [153], si elle recommande de se baser sur le
type de greffon et de greffage, elle ne prend pas plus en compte la nature de la silice et les
groupements polaires intercalés que la classification USP.

Les classifications officielles ne sont d’aucune aide pour lutilisateur, pour qui le choix

d’une phase

stationnaire s’avere encore plus délicat depuis I’émergence des colonnes dites « base

deactivated ». L’absence de norme ne fait que souligner au final la difficulté a caractériser ces
supports, c'est-a-dire choisir des criteres sur lesquels se fonder.

Pour caractériser les phases stationnaires, la littérature propose I’alternative entre une
approche spectroscopique et une approche chomatographique.
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II.B Les tests spectroscopiques

Deés lors quil s’agit de caractériser un solide ou sa surface, les techniques
spectroscopiques sont particuliecrement adaptées. Elles permettent de compléter les mesures de
sorption — portant sur la matrice vierge — ainsi que celles issues des analyses élémentaires,
thermiques et microcalorimétriques, effectuées sur le support greffé. Parmi les méthodes utilisées,
citons les spectroscopies de fluorescence [124, 154-157], infrarouge — souvent a transformée de
Fourier (IRTF) [89, 123, 150, 158], Raman [159-167], a résonance magnétique nucléaire (RMN)
[34, 45, 168-175], a diffusion de neutrons [176-178], a rayons X (XPS) [179, 180] et spectrométrie
de masse a ions secondaires (SIMS) [180]. Ces méthodes peuvent aussi étre associées a des
techniques de microscopie, comme par exemple celle a force atomique (AFM) [16].

Les approches spectroscopiques, notamment PIRTF et la RMN, permettent d’obtenir des
renseignements précieux quant a la présence des différents groupes en surface, avant et apres
greffage. Cependant, outre leur difficulté de mise en ceuvre”, il s’avére délicat d’étudier au moyen
de ces techniques les phases stationnaires solvatées, a I'image de la spectroscopie Raman [160].
Seule la spectroscopie RMN s’avere capable d’un tel pouvoir d’investigation, comme le montre la
Figure II-1.
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Figure II-1: Etude de Peffet de la température sur une phase stationnaire en C30 via ses spectres RMIN
« HR-MAS » et ses chromatogrammes telatifs 2 une séparation d’isoméres du f-caroténe [34].
La température affecte la conformation et la mobilité des greffons, ce qui se traduit

chromatographiquement sur la sélectivité des isomeres du B-carotene.

Les techniques spectroscopiques sont fondamentales pour approfondir notre
connaissance des phases stationnaires. Néanmoins, il peut s’avérer délicat de vouloir extrapoler le
comportement des phases en milieu non solvaté a leur comportement chromatographique.

Pour toutes ces raisons, il est préférable de se tourner vers une caractérisation
chromatographique, plus facile de mise en ceuvre et offrant — ou censée offrir — un résultat a la
lecture plus directe, dans l'optique dune sélection de colonne pour le développement d’une
nouvelle méthode.

19 Ces équipements lourds ne sont pas a la portée de tous les utilisateurs.
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II.C Les tests chromatographiques

Les tests chromatographiques peuvent se répartir en deux catégories :

1. ceux qui se fondent sur un modele pour décrire les différences entre les supports ;

2. ceux qui cherchent a caractériser les phases, sans postuler de modele a priorz.

[1.C.1 Tests basés sur des modeéles

Ce type de test recherche 'adéquation a un modele postulé a priori. Selon la nature du
modele, ils peuvent se subdiviser en deux classes.

I1.C.1.a Mode¢le thermodynamique

La rétention chromatographique est souvent utilisée pour déterminer l'enthalpie et
I'entropie de transfert d’un soluté de la phase mobile vers la phase stationnaire. Ces deux
grandeurs thermodynamiques peuvent donc étre employées comme de descripteurs pour
caractériser les phases stationnaires, via un jeu de solutés et des conditions de phase mobile fixés.
Ces grandeurs sont généralement obtenues au moyen de I’équation de Van’t Hoff [181]

ln/e:—AG +1nCD:—AH +AS
RT

+ln®, ou 4k, AH®, AS°, R, T et O représentent

respectivement le facteur de rétention du soluté, I'enthalpie standard de transfert, 'entropie
standard de transfert, la constante des gaz parfaits, la température absolue et le rapport des
volumes de phase (c'est-a-dire le rapport du volume de phase stationnaire [’ au volume de phase
mobile [}, contenus dans la colonne). Les graphes dits de Van’t Hoff sont obtenus en tragant Ink
en fonction de 1/T. En cas de relation linéaire, la valeur de la pente permet d’accéder a AH®
tandis que I'ordonnée a Iorigine fournit une valeur pour AS° dépendante du rapport de phase
[182-184]. Une non linéarité de la relation est souvent attribuée a une dépendance de I'enthalpie
de transfert avec la température. Cependant, comme 'ont soulevé Chester et Coym [185], cette
derniére interprétation n’est valide que si @ est indépendant de la température, ce qui n’est pas
toujours le cas. Ainsi, méme avec des enthalpies de transfert constantes, une non linéarité du
graphe de Van’t Hoff peut étre observée. Comme en outre, la mesure de @ dépend du soluté
[185], le mod¢le thermodynamique peut étre remis en cause, du fait de I'incertitude régnant au

niveau de la mesure des valeurs réelles des descripteurs AH® et AS°.

I1.C.1.b Modz¢éles de rétention

Il existe de nombreux modeles pour étudier la rétention. Par définition, un modé¢le est
spécifique et est tributaire du nombre de parameétres a déterminer. Si le modele repose sur un
nombre de variables trop limité, son pouvoir d’investigation en sera d’autant plus réduit. C’est
pourquoi nous limiterons notre discussion aux modeles les plus complets, c'est-a-dire ceux du
type QSRR (« quantitative structure-retention relationships ») [173, 174, 186-191], ceux de
Horvath, Jandera ou de Galushko s’avérant trop restreints [192]. Les modéles QSRR peuvent se
décrire comme des combinaisons linéaires permettant de mettre en relation des parametres
physico-chimiques déterminés pour des analytes, dont les descripteurs moléculaires sont connus.
Ces modeles ont connu un vaste champ d’application ces vingt-cinq derniéres années: la
prédiction de rétention pour un nouveau soluté, I'identification des descripteurs structurels les
plus informatifs, exploration des mécanismes moléculaires régissant la séparation, I’évaluation de
propriétés physico-chimiques complexes de composés et la prédiction de Iactivité biologique
relative de certains principes actifs [193]. L’approche généralement considérée pour la
caractérisation des phases est de type LSER (« Linear solvation energy relationships ») [194-200].
L’équation générale, initialement développée par Kamlet et Taft [201-207], est de type

log SP=C, +/R, +s7m) + az a, + bz B +vl/ . SP («Solute property») désigne une
propriété du soluté (dans le cadre de la caractérisation chromatographique, sa rétention), K,, un

exces de réfractivité molaire de I'analyte, I7, un parameétre caractéristique de la taille du soluté

X
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(par exemple son volume molaire), 7Z'2H , une mesure de la polarité ou de la polarisabilité du
composé, Zaf et z B!, des propriétés donneur (acidité) et accepteur (basicité) de liaisons H
respectivement [191, 195, 201-203, 208-212]. Les coefficients C,, 7, 5, a, b et v sont en relation
avec la nature chimique des phases mobile et stationnaire. Leur valeur dépend de la combinaison
phase stationnaire/phase mobile et fait abstraction de tout terme d’interaction [200]. Ces termes
peuvent servir de descripteurs pour caractériser les phases, toujours avec un jeu de solutés et des
conditions chromatographiques fixés. Ce modele général, en I’état, souffre principalement d’une
capacité¢ de prédiction médiocre (= 10-20% sur les facteurs de rétention), qui le prive de
I'éventuelle mise en évidence des différences de résolution comprises entre 0,5 et 2,0. Ce
phénomeéne peut étre attribué a 'exclusion par le modéle de certaines propriétés de rétention,
comme la capacité d’échange de cations ou la contribution de la sélectivité stérique, puisque

aucun coefficient ne les reprend. C’est la raison pour laquelle un autre modele a été proposé, basé
sur des sélectivités (105, 106, 134, 213-215]. L’équation est

alors :loga = log(/é//é”f) =n'H+o'S+p' A+a'B+x'C,ou n'H représente les interactions
hydrophobes, o', la sélectivité stérique, ['A, les interactions par liaison hydrogene entre les

solutés accepteurs et les silanols, a'B, celles — éventuelles — entre des solutés donneurs et un
groupe accepteur non identifié, x'C, les interactions d’échange d’ions entre les silanols ionisés et
les composés basiques protonés. Ce modele plus raffiné posseéde une meilleure capacité de
prédiction, mais se fonde toujours sur la méme hypothese d’absence d’interaction entre phases
mobile et stationnaire pour la détermination des coefficients.

Cette approche, qui se veut aussi compléte que possible, a recours a un grand nombre de
solutés pour obtenir une caractérisation des phases. La détermination des coefficients s’effectue
au moyen d’une régression linéaire multiple [200]. Compte tenu des corrélations — partielles mais
avérées — entre certains descripteurs [215], les résultats gagneraient en justesse par 'emploi d’un
outil plus adapté, comme la régression PLS.

En résumé, 'approche reposant sur une modélisation @ priori, si elle offre une meilleure
compréhension des mécanismes qui régissent la rétention, ne s’avere pas adaptée a la
problématique de caractérisation des phases stationnaires, eu égard au nombre élevé de solutés
(67 pour [213]) et a la spécificité du modele, qui confine la caractérisation a certaines propriétés
des phase stationnaires.

[I.C.2 Tests descriptifs

Les tests descriptifs, connus sous le patronyme « empirical tests » dans la littérature,
reposent sur le principe d’identification des informations pertinentes sans modélisation préalable,
de manicre a obtenir une caractérisation qui ne soit pas limitée par un quelconque mode¢le. La
possibilité d’'une modélisation a posteriori n’est cependant pas exclue. A notre avis, il s’agit de la
seule approche simple et viable pour caractériser les colonnes. Il n’existe pas a ce jour de
consensus général quant aux conditions chromatographiques (solutés et phases mobiles) de ces
tests. Ce manque d’uniformité a considérablement entravé la progression de la caractérisation des
phases stationnaires. La discussion qui suit s’attachera d’abord a présenter les tests qui font
référence, sans pour autant qu’aucun ne se soit imposé. Ensuite, nous les détaillerons en fonction
des types de descripteurs considérés.

I1.C.2.a Catégories de tests

Nous pouvons classer les tests descriptifs en deux catégories, selon leur génération et leur
mode de représentation des données. Mais de manicre générale, les conditions
chromatographiques sont réduites, dans un souci de simplicité et de facilité de mise en ceuvre.

33



Chapitre IT
II.C.2.a.1 Tests fondateurs

La premicre génération de tests se compose essentiellement des tests de Sander et Wise
(NIST) [216], de Tanaka™ [217] et d’Engelhardt [1, 218]. Celui de Tanaka a été repris par Cruz et
Euerby [132, 219, 220]. Une étude européenne récente s’est basée sur une combinaison des tests
de Tanaka et d’Engelhardt [221]. La particularité de ces tests consiste a attribuer a priori aux
solutés la capacité a sonder une ou plusieurs propriétés physico-chimiques de la phase
stationnaire. A une propriété chromatographique d’un soluté sonde correspond donc un
descripteur. Les solutés, neutres ou basiques, et tous de petites tailles, sont ainsi censés mieux
sonder la phase stationnaire, pour des raisons d’accessibilité. Ces caractéristiques sont aussi
communes aux approches de Daldrup [222], d’Eymann [223], de Gonnet [224], de Walters [225]
ou encore de Verzele [226]. Néanmoins, ajoutant ainsi a la diversité de tests, certaines de leurs
conditions chromatographiques ont été modifiées, en remplacant dans I’éluant la phase purement
aqueuse par un tampon de pH, gage de meilleure répétabilité du test [227, 228].

I1.C.2.a.if Tests utilisant uniquement des composés basiques

Contrairement aux tests fondateurs, certains tests, dédiés a Ianalyse pharmaceutique, ne
font appel qu’a un seul type de solutés et ne sont constitués que de composés basiques (cf. Figure
II-2 et Figure II-3) : il s’agit des tests de McCalley [227-233], repris par Stella et a/. [234, 235], et
de celui de Vervoort [193, 236, 237]. Les sondes ne se voient pas ici attribuer de réle ou de sens
physico-chimique préalable particulier. La définition des descripteurs s’effectuera donc
ultérieurement, lors du mode de représentation choisi, que nous aborderons au chapitre III.
Cependant, en dehors des établissements autorisés, ce test n’est pas facile a mettre en ceuvre,
faute de disponibilit¢ des composés. En effet, nombre d’entre eux sont soit des stupéfiants
(morphine, amphétamine), soit non commerciaux (composés Organon).

De surcroit, ces tests, du fait de la monovalence des solutés, vont étre extrémement
sensibles a toute variation modifiant le mécanisme mixte de rétention de composés basiques. En
effet, développés avant I'apparition des silices de type B, ces tests fournissent des facteurs de
rétention désormais tres faibles en raison de la faible teneur en impuretés métalliques des silices
actuelles : ainsi pour une colonne Zorbax Extend C18 a pH 7, 10 solutés sur 15 possédent un
facteur de rétention inférieur strictement a 2 (dont 9 pour lequel k<1) tandis qua pH=10,5, il
reste encore 8§ composés peu retenus (k<2) [238]. Il n’est pas réaliste dans de telles conditions
d’espérer obtenir des résultats pertinents, d’autant plus si I’étude exploite des grandeurs comme
Iasymétrie, qui nécessitent une rétention minimale pour s’affranchir d’'une déformation du pic
d’origine instrumentale *'.

20 En toute rigueur, ce test devrait porter le nom de Kimata, mais I'usage faisant, il est a chaque fois cité sous le nom
du dernier auteur, Tanaka.

21 Concernant toujours la méme étude, les résultats sont d’ailleurs plus cohérents avec des produits élués a pH=10,5,
donc plus retenus, qu’a pH=7.
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Figure II-2 : Composés des tests de McCalley complétés par ceux de Stella et al. (reproduit d’apres [238]).
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Figure II-3 : Structures des composés Organon (reproduit d’apreés [239]).
Ces tests ne permettent pas d’obtenir des résultats fiables en Iétat: il est impératif de
déterminer de nouvelles conditions chromatographiques plus adaptées.
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I1.C.2.b Propriétés des réponses

Les tests utilisant uniquement des composés basiques ne possédant pas de descripteurs a
priori, nous limiterons la discussion aux propriétés des réponses des tests fondateurs et de leurs
dérivés. En général, ils s’attachent a caractériser au moins ’hydrophobie des phases et a évaluer
activité des silanols résiduels [192, 193, 240, 241].

I1.C.2.b.i Hydrophobie

Pour déterminer les caractéristiques d’hydrophobie de la phase, la plupart des tests
comportent des dérivés du benzéne : il s’agit d’alkylbenzénes homologues pour Tanaka [217],
Engelhardt [218], Gonnet [224], Cruz [219] et May [242], Walters [225] emploie 'anthracéne avec
le benzene, tandis que Neue [243-245] utilise le toluene, 'acénaphtene et le naphtalene. Citons
encore le couple nitrobenzene/toluene pour Eymann [223]. Si les composés sont similaires, la
détermination de I’hydrophobie connait quelques variantes : en effet, le facteur de rétention du
pentylbenzene peut étre associé au nombre de chaines alkyle, tandis que souvent ’hydrophobie
est associée a la sélectivité méthylene ¢y, déterminée a partir des facteurs de rétention de deux
homologues successifs différant d’un groupement -CH,: cet incrément correspondant a une
contribution stérique minimale, il permet de traduire la densité globale des chaines alkyles.

Quant a la densité locale des greffons, Sander et Wise ont proposé de I’évaluer via les
rétentions d’isomeres d’hydrocarbures polyaromatiques (ou HAP), basé sur le modele de fente,
ou « slot model » [240], représenté en Figure 11-4.

Figure II-4 : Représentation schématique du « slot model » pour la rétention des HAP.

Ce modele s’appuie sur la reconnaissance de forme des molécules, définissant la
sélectivité de forme, ou « Shape selectivity » [94, 96, 247-253], en représentant la silice greffée
comme une surface a fentes, dans lesquelles les solutés pénctrent durant la rétention. En principe,
les solutés de forme plane occuperont un plus grand nombre de fentes disponibles que des
composés plus volumineux et non planaires. Les caractéristiques des fentes résultant de la densité
de greffage ainsi que de sa nature (monomérique ou polymérique), la séparation d’un mélange
d’HAP peut donc donner acces a ces parametres. Ceci a dailleurs fait 'objet récemment d’une
certification de matériau de référence [216], que nous allons détailler.

Le mélange certifié 869a se compose de Benzo[a|pyrene (BaP), de dibenzo[gp|chrysene
(TBN ou tétrabenzonaphtalene) et de phénanthro[3,4-cphénanthrene (PhPh), représentés sur la
Figure II-5.
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Figure II-5 : Structures et modélisations moléculaires du benzo[a]pyréne en (a), du dibenzo[g,p]chryséne
en (b) et phénanthro[3,4-c]phénanthréne en (c) [249] et deux chromatogrammes du SRM 869a, obtenus sur
deux phases stationnaires différentes [94].

L’ordre d’¢lution des trois composés et la  sélectivitt TBN/BaP, notée
Qs pap = R [ Fop Permettent d’obtenir les informations suivantes, valables uniquement pour

les colonnes Cyg :

1. L’ordre d¢lution BaP < PhPh<TBN est caractéristique d'un greffage monomérique,
PhPh < TBN < BaP, dun greffage polymérique (silanes trifonctionnels en présence
d’eau) et PhPh< BaP < TBN, de phases stationnaires aux propriétés intermédiaires
(monomérique dense ou polymérique basse densité).

2. St @y pp <1, le greffage est polymérique, si @y 5, 21,7, il est monomérique tandis
que si 1<y, 5, <1,7, il ’agit soit d’'un greffage di- ou trifonctionnel a basse densité,
soit d’un greffage monomérique haute densité
Le principal inconvénient de cette caractérisation réside dans la dangerosité des composés

injectés : le benzo[a]pyrene est en effet connu pour son effet carcinogene. Dans le test de Tanaka
[217], les composés utilisés, I'o-terphényle et le triphényléne (cf. Figure II-6), ne présentent pas
cet inconvénient tout en assurant la méme fonction que ceux de Sander et Wise, mais ils ne
rentrent pas dans la composition du mélange certifié 869a.

Figure II-6 : Structures 2D et 3D de I’o-terphényle et du triphényléne (d’apres [84]).

L’indicateur de ce test est alors la sélectivité o, /T =4k encore appelée

Triphénylene / /é o—Terphényle bl
’ . . , 22
sélectivité de forme™.

22 Dans un souci de clarté, nous réservons le terme sélectivité stérique au modele de Wilson ¢f /., qui sous-entend des
molécules sondes plus volumineuses, et la sélectivité de forme (« shape selectivity ») a celle déterminée par la paire
triphényléne/o-terphényle.
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Récemment, Saito a proposé de caractériser la sélectivité stérique des phases stationnaires
au moyen de fullerénes [84, 254|. Si cette sélectivité peut ¢ctre utile vis-a-vis de molécules
globulaires, son évaluation ne s’avere pas capitale pour I'analyse de composés pharmaceutiques :
par contre, la caractérisation de lactivité des silanols de la phase revét un intérét autrement
important.

II.C.2.b.ii Activité des silanols résiduels

S’il existe un certain consensus au niveau des indicateurs reliés a des composés neutres,
les indicateurs destinés a évaluer lactivité des groupements silanol constituent un sujet plus
difficile a appréhender, compte tenu de la diversité des interactions pouvant s’établir avec les
silanols résiduels. En effet, ces interactions peuvent étre de type ion-ion, ion-dipdle ou dipOle-
dipole (le dipole pouvant étre permanent ou induit). II est d’autant plus difficile de retenir des
descripteurs homogenes que les tests concernant ce sujet sont soumis a — de nombreuses —
modifications, a I'image de celui d’Engelhardt.

D’un point de vue général, la caractérisation de 'activité des groupements silanol résiduels
repose sur des sélectivités entre :

1. des composés pour lesquels la rétention met en jeu des mécanismes mixtes, se

basant sur des interactions hydrophobes et polaires ;

2. des composés pour lesquels la rétention est uniquement due a des interactions

hydrophobes.

De surcroit, les auteurs n’utilisent pas une nomenclature commune : quand certains
englobent sous un seul indicateur I'activité silanol, Tanaka préfere distinguer les interactions par
liaisons H des interactions ioniques. La capacité des silanols a établir des liaisons H avec les
composés polaires est alors évaluée au moyen du rapport £ ., //é o » 12 caf€ine étant un

composé basique neutre (pKa<1). La capacité d’échange d’ions (IEC) des silanols est quant a elle
mise en évidence via la benzylamine a différents pH (3 et 7); 'IEC est défnie alors par

IS

benzylamine / /ép/)ém/ :

Les descripteurs généraux pour décrire 'activité des silanols font quant a eux appel aux
sélectivités du N,N-diéthyle-7-toluamide et de 'anthracene [225], de I'aniline et du phénol [218],
de la théophylline et de la caféine [224], du naphtaléne et du nitronaphtaléne [226]. Au test
d’Engelhardt initialement décrit [218] s’ajoute la séparation de trois toluidines isomeéres et
I'asymétrie du pic de la p-éthylaniline [1]. Le sens de ce dernier type de descripteur repose sur
I'idée que I'asymétrie de pic d’'un composé basique est corrélée globalement aux silanols résiduels,
C’est-a-dire qu’elle dépend a la fois de leur nombre, de leur activité et de leur accessibilité.

Concernant l'activité des silanols, les descripteurs possedent des natures différentes. Sans
étude plus approfondie, il n’est pas possible de sélectionner les plus pertinents, c'est-a-dire ceux
qui sont a la fois informatifs et qui possedent un certain degré de robustesse. En outre, une étude
récente de Gritti et Guiochon [255] invalide partiellement certaines des hypotheses de base de ces
test, a savoir le pouvoir de sonde de composés neutres polaires notamment au niveau des
asymétries de pics: celles constatées pour la caféine et le phénol ne proviendraient pas
d’interactions par liaison H, mais d’une hétérogénéité de sites de la couche alkyle.

II.C.2.b.iii Cations métalliques

Comme nous l'avons signalé dans le Chapitre I, les impuretés métalliques, lorsqu’elles
sont en position adjacente a des silanols résiduels, exaltent leur acidité. De nombreuses approches
ont été proposées pour évaluer le taux d’impuretés lors d’une caractérisation chromatographique,
grace a 'acétylacétone [226] ou a des composés aromatiques di- ou tri-hydroxylés [256, 257]. Le
seul test s’avérant efficace repose sur des solutés chélatants. Ainsi, un composé basique possédant
des propriétés de chélation avec des cations métalliques, comme le 2,2’-bipyridyl (cf. Figure 11-7),
peut révéler une tralne de pic tres importante, voire étre irrémédiablement adsorbé a la surface de
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la silice dans les cas les plus extrémes. Engelhardt utilise ces propriétés du 2,2’-bipyridyl, en
comparant son asymétrie a celle du 4,4’-bipyridyl, qui ne possede pas de propriété chélatante,
pour évaluer le taux d’impuretés métalliques [101].

Mn*
N\
N N— —
7 N\ 7N\
N
_/ N/ N \_ 4
2,2"-bipyridyl 4 4'-bipyridyl

Figure II-7 : Formules développées du 2,2’-bipyridyl (chélatant) et du 4,4-bipyridyl.

As 2,2'~bipyridyl

Ainsi, un taux MF = x100 inférieur a 200 est caractéristique d’une colonne
S 4= bipyridyl

neuve a silice ultra-pure, alors qu’il sera supérieur a 300 pour des colonnes de générations plus

anciennes et/ou plus usagées, puisque I'instrumentation et les solvants contaminent la colonne au

cours de son utilisation.

Néanmoins, ces valeurs sont relatives e A
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Figure II-8: Influence du tampon sur le test
d’impuretés métalliques; (A) milieu non
tamponné, (B) milieu tamponné a 1mM de
phosphate pH=7 [101].

Apres avoir présenté les caractéristiques des tests classiques, intéressons-nous aux
classifications qui en sont issues.

I1.C.2.c Classifications associées aux tests

Dans le cadre de ce chapitre, nous nous limitons aux classifications « directes » ne faisant
pas appel a un traitement de données particulier. Les autres seront abordées dans le chapitre
suivant. Les tests chromatographiques permettent d’obtenir des classifications aisément
interprétables, dont les axes sont définis par les descripteurs choisis.

Suivant le nombre de descripteur(s), les classifications obtenues peuvent étre
unidimensionnelles, bidimensionnelles. Au-dela, comme dans le cas du test de Tanaka et de ses
dérivés, la représentation s’effectue au moyen d’un diagramme radar, typiquement a 6 ou 7 axes.

Le prototype de classification unidimensionnelle est fourni par Sander et Wise : suivant la
valeur que prend @, 4,5, les phases stationnaires sont réparties en trois catégories (ctf. page 37),

reprise sur la Figure II-9.
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Greffage polymérique

Greffage soit monomérique haute densité Greffage monomérique
soit di- ou trifonctionnel basse densité

v

|
|
1,7

QU rpNy/Bap

Figure II-9 : Ordre de sélectivité de forme déterminée par la sélectivité Qrpn,/Bar.
Généralement, les classifications bidimensionnelles prennent pour abscisse un descripteur
relatif a ’hydrophobie et pour ordonnée, un descripteur global correspondant a lactivité des

silanols, comme présenté sur la Figure II-10.
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Figure II-10 : Classification hydrophobie/activité silanol issue du catalogue Waters.

Sur cette classification, les phases stationnaires s’averent réparties de fagon homogene. De
fait, sous réserve de représentativité, deux points éloignés représentent deux phases stationnaires
au comportement chromatographique tres différent, et inversement pour deux points proches.

La Figure II-11 présente une
classification issue du méme test que la
précédente, mais qui permet de distinguer
les phases stationnaires suivant la
présence et la nature d’'un groupement
polaire intercalé. Afin d’assurer une
meilleure lisibilité, les axes hydrophobie
et polarit¢ ont été permutés. Cette
classification souligne ainsi la difficulté a
obtenir par ce procédé, certes simple, des
classifications  exhaustives en terme
d’informativité.
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Pourquor une classification fondée sur une caractérisation ciblée ?

En outre, si différentes classes apparaissent clairement en projection sur l'axe des

abscisses, la répartition ne semble plus aussi objective au niveau bidimensionnel : les groupes sont

fondés sur les caractéristiques fournies par le constructeur et non sur leur position réelle dans les
classifications obtenues.

Ce défaut d’objectivité en regroupement est souvent constaté, comme 'illustre 'exemple
suivant, tiré d’un test réalisé dans des conditions subcritiques [258].
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Figure II-12: Classification adaptée de [258] et regroupements effectués (reproduit du catalogue

Interchim).

En abscisse, la sélectivité 13cis/f-all trans carotéene permet de retrouver le type de

greffage de la phase: entre 1 et 1,1, il s’agit d’'un greffage monofonctionnel, au-dela de 1,2, le
greffage est polymérique tandis qu’entre 1,1 et 1,2, le greffage est qualifié d’intermédiaire.
L’abscisse est donc analogue a I’échelle du NIST. Quant a 'axe des ordonnées, défini par la
sélectivité [-caroténe/zéaxanthine, il traduit une échelle décroissante de polarité : pour des
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valeurs inférieures a 5, les sites polaires sont accessibles tandis qu’au-dela de 10, ils ne le sont que
trés faiblement. Les regroupements effectués ne s’averent manifestement pas étre issus de la
classification (la logique voudrait que les points les plus proches appartiennent a un méme
groupe), ni du comportement chromatographique des phases stationnaires, mais découlent d’une
volonté de retrouver sur les classifications des familles de phases aux caractéristiques connues.

II.D Conclusion

Les tests descriptifs offrent une approche séduisante car peu contraignante pour la
caractérisation des phases stationnaires. Néanmoins, cette approche est perfectible. En effet, la
recherche de tests simples a conduit les auteurs a multiplier de maniere anarchique les conditions
chromatographiques. En dépit de cette pluralité, les capacités exploratoires de ces tests restent
confinées en raison de gammes trop restreintes en termes de soluté, de tampon et surtout de
modificateur organique.

Faute de consensus, aucun test n’a pu s’imposer, que ce soit a propos des choix
concernant les phases ¢éluantes, les composés sondes, ou les autres conditions expérimentales, et
en terme d’interprétabilité. Il est en outre possible que les descripteurs choisis, dédiés a
I’évaluation de propriétés similaires, solent liés entre eux, du moins partiellement. Seule une
analyse chimiométrique pourra nous apporter des éléments de réponse a cette interrogation.
I’analyse multivariée va non seulement pallier ce probable inconvénient mais va aussi permettre
de rationaliser les représentations et de rendre les classifications plus objectives.
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Chapitre III L’apport de la chimiométrie a la classification des

colonnes chromatographiques

Face a la diversité des phases stationnaires, la littérature propose de nombreux tests
descriptifs ayant pour objectif de caractériser et de classer les supports chromatographiques.
Cependant, cette approche, simpliste, se trouve confrontée a diverses limitations, notamment en
ce qui concerne la pertinence, la représentation et I'interprétation des résultats.

Vouloir prendre en compte tous les descripteurs proposés dans la littérature contribue a
multiplier inutilement le nombre de représentations bidimensionnelles, a 'image de celles de
Neue [244].

La possible redondance des descripteurs peut se révéler néfaste au niveau des
classifications. Pour cela, une réflexion s’impose sur le bien-fondé des représentations
bidimensionnelles quant aux propriétés de leurs axes. En effet, pour classer et regrouper
efficacement les supports, il est impératif que le plan de la classification soit défini par des
vecteurs orthogonaux, c'est-a-dire des descripteurs indépendants, ne serait-ce que pour respecter
la notion de distance euclidienne. Dans le cas contraire, il est nécessaire de définir une autre
métrique. Nonobstant, ce préalable n’est jamais vérifié sur les classifications bidimensionnelles
classiques, puisque les diagrammes bidimensionnels se basent sur des descripteurs postulés
manifestement indépendantsZ3. En conséquence, cela constitue une entrave a des regroupements
rationnels pour classer les phases, puisqu’ils risquent d’étre effectués de fagon impropre.

Les classifications obtenues reposent en outre sur une méthode de regroupement
consistant a retrouver des familles de colonnes selon les caractéristiques fournies par le
constructeur, au mépris du comportement chromatographique rendu sur les classifications.

L’analyse multivariée a été utilisée par certains auteurs pour corriger les défauts évoqués
précédemment. Divers outils chimiométriques, parmi lesquels trois méthodes descriptives,
s’averent particulierement adaptés a notre problématique : il s’agit des études de corrélations, de
I'analyse en composantes principales (ACP) et de I'analyse en clusters. En effet, les études de
corrélations permettent la mise en évidence d’éventuelles relations entre des variables, donc
donnent une estimation du degré de redondance entre les descripteurs. L’'un des objectifs de
I’ACP est d’obtenir des représentations informatives tout en s’assurant de 'orthogonalité des axes
de représentation des données. Quant a l'analyse en clusters, il s’agit d’une méthode de
regroupement fondée sur des critéres géométriques, donc objectifs. La discussion qui suit permet

> Les diagrammes bidimensionnels classiques reposent sur des axes dont le sens est postulé. Souvent, un axe est
censé représenter I’hydrophobie, et I'autre Pactivité des silanols. Néanmoins, I’axe attribué a I'activité des silanols est
souvent déterminé au moyen d’un composé basique ionisé. Or comme tout composé ionisable, sa rétention est due a
un mécanisme mixte mettant en jeu a la fois des interactions de type hydrophobe et — éventuellement — des
interactions avec des silanols résiduels, ionisés ou non. Il semble alors difficile d’envisager 'indépendance des
variables définissant les axes. Pour tenter de s’affranchir de ce probleme, et pour des raisons de variabilité réduite,
nombre d’auteurs préferent la sélectivité aux facteurs de rétention par exemple. Seulement, il faudrait en toute
rigueur procéder a une transformation supplémentaire du jeu de variables, en passant au logarithme de la sélectivité,
de maniére a soustraire les contributions énergétiques « indésirables » hydrophobes des conttibutions dues aux
interactions avec les silanols. Cette transformation n’est que rarement effectuée a notre connaissance. En outre, il est
peu probable qu’elle assure de maniére parfaite la soustraction de I'effet hydrophobe pour ne laisser qu’un effet
purement di aux silanols. Enfin, effectuer cette transformation ne permet pas pour autant d’assurer orthogonalité
des variables définissant les axes.
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de présenter ces méthodes et d’illustrer la facon dont elles ont été appliquées a la problématique
de caractérisation et de classification des phases stationnaires jusqu’a présent.

IIT.A Analyse de corrélation

Il est assez fréquent dans le domaine des sciences appliquées d’étre confronté a des
phénomenes aux comportements liés. La mise en évidence de la liaison peut s’effectuer de facon
descriptive, sans avoir recours 2 un modele?.

b

lILA.1 Principe

Les études de corrélation permettent de déceler une éventuelle relation entre des réponses
mesurées sur un méme objet [259, 260].

Dans le cas de deux variables, ceci se réalise au moyen de la covariance, qui par définition,
caractérise la liaison entre les wvariables x et y et peut étre estimée par:

1 1 - 1 N . ,
COV(X,]):E;(XZ'_D_C)(J’z_j):: le.yj—;;xi;]/ , ou n représente le

155
nombre de mesures. Ainsi, dans le cas d’'une relation linéaire entre les deux variables de type
. . 1 - —\2 2
y=ax, la valeur absolue de la covariance est maximale : cov(x, ) =—1 a(xl. —x) =as..
n—1=

L’usage de la covariance est souvent délaissé au profit du coefficient de corrélation (linéaire) de
Pearson, indicateur issu simplement de la normalisation de la covariance par les écart-types

n

o ' COV(X,),) ;(Xz‘_;()(ﬁ’z_j)
estimés de chaque variable : r(x,y) = = .

SR SRS YO

i=1 i=1

Ce coefficient, sans dimension, mesure 'intensité de la liaison linéaire entre deux variables
observées. Il est indépendant des unités de mesure de X et de Y. Sa valeur peut varier entre -1,
signifiant une corrélation négative et parfaite25 , et +1, pour une corrélation positive parfaite.
Néanmoins, signalons que 'obtention de ces valeurs extrémes n’est jamais observée en pratique a
cause des erreurs de mesure.

L’existence d’une corrélation entre deux variables peut étre décelée graphiquement. Le
report des couples d’observations (x; y) sur un graphique en prenant pour abscisse la variable X
et pour ordonnée la variable Y constitue un nuage de points, encore appelé diagramme de
dispersion, dont la forme permettra de constater une éventuelle relation entre les deux variables,
comme le montre la Figure I1I-1.

24 ’objectif principal des statistiques descriptives est de fournir une meilleure lisibilité du systeme étudié afin d’en
améliorer la compréhension. En cela, elles constituent une étape préliminaire indispensable a toute tentative de
modélisation.

25 La corrélation parfaite correspond a une relation linéaire.
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Figure III-1: Diagrammes de dispersion de variables aléatoires y; et y» avec divers coefficients de
corrélation : (a) r=0,75 ; (b) r=-0,32 ; (c) r=-0,95 ; (d) =0 ; (e) r=0 et (f) r~=1.

Si deux variables sont indépendantes, leur coefficient de corrélation est nul. Cependant, la
réciproque n’est pas vraie : il suffit que la relation entre les deux variables soit d’une autre nature
que linéaire (cas e sur la Figure I1I-1).

Il est possible d’étendre le traitement a m variables. L’établissement de ces corrélations
pour un jeu de m variables constitue d’ailleurs une étape préalable indispensable a Ianalyse
multivariée [261]. Néanmoins, les études de corrélations s’effectuent en général sur des paires de
variables.

Le fait que le coefficient de corrélation linéaire, lorsqu’il est significatif, fournit une
indication de lintensité de la relation linéaire entre deux variables, permet d’envisager un
ajustement linéaire du nuage de points, de type y=ax+b, définissant ainsi la droite de régression.
Ainsi, la littérature rend compte des études de corrélations de deux maniéres, 'examen des
valeurs du coefficient 7 ou du diagramme de dispersion ajusté par une relation linéaire, ce que va
illustrer la section suivante.

llILA.2 Applications

La littérature propose de nombreux tests pour caractériser les phases stationnaires. Aussi,
devant cette diversité, quelques auteurs ont réalisé des synthese comparatives [192, 239, 245, 262],
qui s’appuient sur des études de corrélations. Ces résultats sont présentés soit sous forme d’un
tableau de corrélations (cf. Tableau III-1), soit au moyen d’une régression linéaire (cf. Figure
I11-2).
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supérieures.
..
limage du couple {Afz,ztdipyﬂdyl‘ /éZ,3-dihydroxynaphthalénc/ /éZ,Z'—dipyridyl}' La plupart des couples de

pentylbenzene, tandis que d’autres ne sont que trés faiblement corrélés voire pas du tout, a

d’hydrophobie s’
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descripteurs possédent des degrés intermédiaires de corrélation”. Cette étude démontre que
certains descripteurs s’averent fortement redondants (forte corrélation) et pourront étre sujet a
élimination, alors que d’autres sont complémentaires (corrélation faible a nulle)”’.

Au contraire des tableaux de corrélations, a vocation exploratoire, 'approche de la droite
de régression n’est généralement envisagée que lorsque 'on soupgonne une tendance a une forte
corrélation, ce qu’illustre la Figure I11-2 .

20 1=RX
2= Pay
3 =HyPUR
4 = Hyper
5 = Sym18
Y= 12151+ 1.9006 X 6 = Puo
R =0.97654 7 = Krom
8=Al
9=TPW
10-TTS
11=XC18
12= NuCi18
13=XC8
14=Sym8
15=SdB
* 16 16=Alu
0 : : 17= NuC8
0 5 10 15 18w Nova
Tanaka

(a)

16

Figure III-2 : Droite de régression du facteur de rétention de P’éthylbenzéne (Engelhardt) en fonction de
celui du pentylbenzene (Tanaka) pour des phases purement alkyle [192].

Cette approche permet de montrer une équivalence entre deux variables. Ainsi réaliser le
test de Tanaka au détriment de celui d’Engelhardt ne porte pas réellement a conséquence, du
moins sur le descripteur étudié, puisqu’ils produisent des résultats pouvant étre considérés
comme similaires. Les études de corrélations sous cette forme sont généralement utilisées pour
relier entre eux certains descripteurs qui peuvent étre de nature similaire ou différente [245].

l.LA.3 Limitations

Les études de corrélations souffrent de leur binarité. En effet, si elles permettent de
conclure rapidement en cas de tres haute ou de tres faible corrélation, leur interprétation s’avere
cependant délicate, voire limitée dans les cas intermédiaires, qui sont les plus fréquents dans notre
problématique.

D’autre part, dans le cadre de la réduction du nombre de descripteurs, si des corrélations
¢levées entre deux d’entre eux signifient leur quasi-équivalence, elles ne suffisent pas a
sélectionner le plus pertinent des deux. Pour cela, il faudra faire appel a d’autres outils.

26 J] est cependant dommage qu’il ne soit aucunement fait mention du seuil de significativité, qui permettrait d’établir
la limite inférieure de corrélation en dega de laquelle il est inutile de considérer la relation.

27 Etant donné le type de données (grandeurs de rétention et asymétries de pic), il est difficile de concevoir des
relations entre ces parameétres autres que linéaires. Ainsi, une corrélation nulle signifie indépendance des descripteurs.
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III.B Analyse en Composantes Principales

ll1.B.1 Principe

L’analyse en composantes principales (ACP) possede pour objectif d’opérer une
réduction dimensionnelle tout en préservant au maximum lI'information initiale, désignée par le
terme variance dans le vocabulaire de ’analyse mulitvariée.

L’ACP est un outil statistique adapté a linterprétation de larges tableaux de données,
constitués d’individus définis par leurs coordonnées sur les axes définis par les variables initiales
[263-265]. IACP réalise une projection du jeu de variables initiales sur un nombre d’axes réduit,
dénommées les composantes principales (CP), déterminées par simples combinaisons linéaires
des variables initiales. Elle permet donc d’opérer une réduction dimensionnelle. Les CP, vecteurs
orthogonaux du nouveau repere, sont orientées de facon a ce que la premicre composante
retranscrive un maximum de variance initiale ; la seconde composante est calculée de facon a
reprendre un maximum de la variance résiduelle et ainsi de suite. IACP est donc capable
d’extraire l'essentiel de linformation issue d’'un jeu de données initial tout en opérant une
réduction dimensionnelle. Souvent, 'analyse n’est pas réalisée sur le jeu brut de variables, mais sur
un jeu de variables préalablement transformé. La transformation la plus commune porte sur la
normalisation des variables, qui sont dites centrées réduites (cf. Figure 111-3) : de moyenne nulle
et d’écart-type unitaire, elles posseédent un poids a priori équivalent pour la définiton des
composantes principales, méme si initialement leurs valeurs et variations étaient tres différentes.
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Figure III-3 : Principe de PACP normée ; (a) calcul du barycentre (cercle évidé) du nuage de points, (b) sur
lequel le nouveau repére est centré ; (c) la premiére composante principale PC1, qui passe par Porigine, est
déterminée de fagon a décrire le plus de variation possible [266].

La projection des individus dans I’espace des composantes principales est appelée « score
plot », tandis que celle des variables initiales définit le « loading plot »o.

La projection sur des plans permet de visualiser, certes partiellement, les similitudes entre
les individus : la distance entre deux points s’interprete en effet en terme de corrélations. Ainsi,
plus les individus sont ¢loignés graphiquement, plus ils sont différents et vice-versa. De méme, le
«loading plot » permet d’identifier les variables les plus importantes, c'est-a-dire celles qui sont les
plus distantes a la fois de Porigine (la distance a P'origine traduisant directement le poids de I'objet
dans le nouveau repere) et les unes des autres, tout en assurant leur non colinéarité (donc peu
corrélés).

I11.B.2 Applications

L’analyse en composantes principales étant un outil congu pour établir des
représentations objectives et fiables, elle est employée dans de nombreux domaines a la recherche
de cartographies propres. Ainsi, elle connait de nombreuses applications en sécurité alimentaire,
afin de dépister d’éventuelles fraudes [267, 268], en environnement [269-272], en pharmacie
[273], en archéologie [274]. Dans la problématique de caractérisation des phases, cette technique

28 Dans la suite du manuscrit, nous avons choisi de conserver les appellations anglosaxonnes, faute de traduction
pertinente disponible.
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représente une solution de choix pour s’affranchir du probléme de représentation inhérent aux
axes imposés. Outre les tests utilisant uniquement des composés basiques [228, 233-2306, 238,
275], d’autres tests descriptifs y font appel [132, 219, 220, 262, 276-280]. La Figure I11-4, tirée
d’un exemple de tests descriptifs, montre les deux types de représentations obtenues avec ’ACP.
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Figure III-4 : Projections sur le plan défini par les deux premiéres composantes en (a) de 47 objets —ici des
phases stationnaires : « score plot » et (b) des 7 variables initiales : « loading plot » [278].

Le «score plot» décrit 58% de l'information initiale, illustrant ainsi le pouvoir de
réduction dimensionnelle de ACP. En effet, les sept variables initiales définissent un espace a
sept dimensions. Or deux dimensions suffisent a ’ACP pour rendre compte de la majeure partie
de l'information. Cependant, ces deux composantes sont déterminées au moyen de sept variables
initiales : la réduction dimensionnelle s’effectue au niveau des représentations, et non au niveau
des variables.

Sur le « loading plot », trois directions semblent se dégager : la premicre est définie par un
seul vecteur Oy, traduisant la sélectivité de forme, la seconde, par le triplet de vecteurs Oy,
facteur de rétention et efficacité du pentylbenzene, descripteurs reliés a des notions
d’hydrophobie, la troisieme, par le triplet de vecteurs relatifs aux descripteurs des différentes
activités des silanols. La superposition du « score plot » et du « loading plot » s’avere étre un guide
précieux pour linterprétation, la direction d’une variable définissant des zones pour les individus.
Des lors, des points objets se distribuant le long de vecteurs définis par les variables d’origine se
verront alors associés graduellement aux mémes propriétés physico-chimiques. D’autre part, deux
des trois directions physico-chimiques sont définies par trois variables. Une réduction du nombre
de variable pourrait donc étre envisagée. Cependant, il faut garder a Pesprit que seule 58% de
I'information est retranscrite par le plan CP1-CP2: il en reste 42% pour laquelle ces mémes
variables risquent de ne pas étre corrélées.

l1.B.3 Limitations

Dans le cas présenté, 'interprétation de I'analyse en composantes s’effectue aisément.
Néanmoins, interpréter de fagon simple les représentations issues de PACP s’avére souvent
délicat, surtout si les variables d’origine mettent en jeu des grandeurs chromatographiques de
natures différentes, comme les facteurs de rétention et 'asymétrie.

Concernant la réduction dimensionnelle, si généralement elle est réelle au niveau des
représentations, elle ne peut s’effectuer au niveau des variables qu’aprés I'examen du ou des
«loading plots », en s’assurant que la corrélation ne se limite pas aux premiéres composantes
principales. D’autre part, il est impératif d’avoir un jeu d’individus représentatif pour I’étude, faute
de quoi I’élimination peut se révéler inappropriée [132].

Enfin, si PACP est un outil adapté a la visualisation et a la représentation des données, il
ne procure pas de classifications de fagon objective: trés souvent, les regroupements sont
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effectués de fagon subjective en fonction des caractéristiques fournies par les constructeurs,
comme I'illustre la Figure I1I-5.
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Figure III-5 : Regroupements effectués sur des ACP, d’apres [132] et [235].
Afin d’éviter de retomber ce travers, il est indispensable de procéder a une étape de
classification qui permette des regroupements fiables et objectifs, ce qu’offre I’analyse en clusters.

II1.C Analyse en Clusters

l1I.C.1 Principe

Lors du chapitre précédent, nous avons vu que sur les représentations uni- ou
bidimensionnelles, les groupes sont généralement définis par des valeurs seuil, relatives a des
caractéristiques connues que lon désire retrouver sur la classification, au risque de ne pas
procéder a des regroupements objectifs et logiques, ce qu’illustre la Figure I11-6.

Cet exemple est tiré dune procédure de test chromatographique mettant en jeu 25
colonnes différentes, provenant de 3 lots de synthese distincts de 5 phases stationnaires.

Pour chaque phase, un lot est
représenté par une seule colonne a I'exception
d’un, constitué de trois colonnes. Dés lors, la
représentation issue de T'ACP  permet
d’estimer graphiquement les dispersions
interlot et intralot pour les 5 phases
stationnaires considérées. Comme Dattestent
les formes insolites obtenues pour certains
clusters, les regroupements se fondent
uniquement sur Pappartenance commune a
chaque type de support considéré. D’un point 7 .
de vue géométrique, une des colonnes Extend -8 1/ e
C18 ne peut pas ¢étre associée a  ses 9 1 T
homologues de méme phase, puisqu’elle se 9T Capotiy]

situe au beau milieu du groupe des Nucleosil 5432401 23 4567
AB Principal Component 1 (34%)

Principal Component 2 (25%)

(intra-batch) _

Figure III-6 : Exemple de regroupements sur un
« Score plot » [234].

11 est donc souhaitable d’utiliser une méthode de classification qui soit aussi objective que
possible.

50



L’apport de Ia chimiométrie a Ia classification des colonnes chromatographiques
L’analyse en clusters consiste a regrouper les individus en groupes selon un critere de

similitude S =100><(l— d; / dmax), ou d; désigne la distance entre deux points et 4,,,, la distance

max>

maximale constatée séparant deux points [265].

L’analyse en clusters est une méthode qui divise un ensemble d’objets en classes de fagon
a ce que les objets similaires appartiennent a une méme classe [265, 281, 282]. Il s’agit donc d’un
outil utilisé pour la reconnaissance de forme qui détecte les similitudes entre les objets en
fonction de la distance qui les sépare. La distance choisie est usuellement de type euclidienne.
Comme dans le cas de ’ACP, il est possible d’effectuer I'analyse sur un jeu de données
transformées préalablement. Une normalisation permet ainsi de réaliser 'analyse sur des variables
de poids homogene.

11 existe de nombreuses méthodes pour former les clusters. La méthode dite hiérarchique
commence par considérer chaque objet comme un groupe unité, contenant un seul individu, et
compare alors les distances séparant chacun de ces groupes. Les deux groupes les plus proches
sont ensuite reliés et fusionnent pour donner un nouveau groupe. S’en suit a nouveau une étape
de comparaison des distances suivie de la combinaison des deux groupes les plus proches. La
procédure itérative continue jusqu’a n’obtenir plus qu’un seul groupe, selon un processus
d’agglomération. Les étapes successives de regroupement peuvent se visualiser sous forme d’un
dendrogramme, dont la forme peut varier en fonction du critere choisi pour définir le « linkage »,
distance entre les groupes constitués de plus d’un objet.

La méthode hiérarchique s’oppose a celle du « £-means ». Cette dernicre, plus adaptée aux
larges bases de données, consiste en une procédure itérative qui produit une solution unique pour
un nombre £ de groupes désirés [265, 281].

l11.C.2 Applications

Comme P'ACP, I'analyse en clusters connait un vaste domaine d’applications [267, 268,
270, 272, 281-2806], dont celui de la caractérisation des phase stationnaires [219, 280, 287, 288].
La Figure I11I-7 reprend un exemple de la littérature [244]. L’analyse en clusters est effectuée sur
o (04

les 4 variables suivantes : /éacénaphténe’ abutylparabéne/ dipropylphtalates “*propranolol/toluamide a pH 3> “*amitriptyline/acénaphthéne a

pH7*
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Figure III-7 : Dendrogramme de I’analyse en cluster de 34 phases stationnaires effectuée sur 4 descripteurs
d’intérét (adaptée de [244]).

Le nombre de groupes est déterminé par la section du dendrogramme a un degré de
similitude défini par l'utilisateur. D’apres lauteur, 'analyse permet de dégager trois groupes
distincts de phases stationnaires, les autres constituant des clusters isolés. Néanmoins, 'examen
du dendrogramme sectionné ne permet pas de retrouver exactement ces groupes. En effet, la
phase n°4, possede bien un groupement carbamate et donc appartient bien a la famille des phases
possédant un groupement polaire intercalé. Cependant, cette appartenance n’est pas révélée par la
classification, puisque la phase n°4 est isolée a ce degré de similitude. Quoi qu’il en soit, ce
regroupement erroné ne doit pas masquer la capacité de 'analyse en clusters pour 'obtention
d’une classification.

[11.C.3 Limitations

L’analyse en clusters est dépendante de nombreux paramétres : ainsi, la définition de la
métrique et le choix du type de lien pour la procédure d’agglomération peuvent modifier 'aspect
du dendrogramme. D’autre part, ces critéres doivent étre adaptés aux dimensions du jeu de
données, que ce soit en nombre d’individus ou de variables. I’analyse en clusters peut aussi patir
de la non-orthogonalité des variables, support au calcul. Enfin, le niveau de similitude choisi pour
la section du dendrogramme, qui détermine le nombre de groupes, apparait comme le seul
parametre restant arbitraire.

III.D Couplages ACP-AHC

Comme souligné a la section I11.B.3, la détermination des groupes une fois 'analyse en
composantes principales effectuée manque d’objectivité. Treés souvent les ACP et les analyses en
clusters sont réalisées en parallcle, et leurs résultats comparés [267-270, 272, 284, 286, 289].
Cependant, réaliser une analyse en cluster sur les coordonnées issues de ’ACP peut s’avérer un
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choix judicieux [290, 291], d’autant plus si le « score plot » présente une forme caractéristique en
V [274]. En effet, outre le gain dimensionnel conféré par ’ACP, une analyse en clusters effectuée
dans I'espace des composantes principales et basée sur une définition euclidienne de la distance
équivaut a une analyse en clusters effectuée dans 'espace des variables initiales et basée sur la
distance de Mahalanobis. Cette derni¢re favorise les regroupements de forme allongée, bien
adaptés a notre problématique alors quune définition euclidienne de la distance privilégie les
clusters de forme circulaire [290, 292].

Cette approche n’a été que tres rarement utilisée dans la littérature [293, 294], et n’a pas
encore été appliquée, a notre connaissance, a la problématique de caractérisation des phases
stationnaires.

II.E Conclusion

La chimiométrie apporte les outils pour la caractérisation et la classification des phases
stationnaires. Dans la littérature, les études de corrélation, les analyses en composantes
principales et les analyses en clusters ont été mises en ceuvre pour traiter cette problématique.
Toutefois, les auteurs n’ont pas exploité la complémentarité entre ces outils et les ont utilisés en
parallele. Dans un souci de clarté et d’objectivité scientifique, il nous semble judicieux d’examiner
les potentialités de couplages interactifs entre ces outils. Quoi qu’il en soit, développer une
nouvelle méthodologie de caractérisation des phases ne peut s’effectuer correctement sans
prendre en compte 'outil chimiométrique.
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Partie B : Développement du test
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Comme nous lavons vu précédemment, devant le nombre pléthorique de phases
stationnaires disponibles, choisir une colonne adéquate releve de la gageure sans 'aide d’un outil
adapté. L’utilisateur dispose de nombreux tests dans la littérature. Seulement, ces derniers
pechent souvent par exces de simplicité tant d’un point de vue chromatographique que d’un
point de vue traitement et visualisation des données. Partant de ce constat, il nous apparait
nécessaire de développer une nouvelle méthodologie qui prenne en compte dans sa conception

les faiblesses relevées dans la partie précédente en tentant de répondre aux questions suivantes :

1. Au niveau du solvant, faut-il prendre en compte sa nature pour la caractérisation
des phases stationnaires ? Autrement formulé, quel individu faut-il caractériser : la
colonne seule ou le couple colonne solvant, comme pressenti par Rohrschneider
[295] ? Pour cela, il nous faudra mener une étude systématique de 'impact de la

nature du solvant sur différentes phases stationnaires.

2. Au niveau des conditions chromatiques du test, comment les choisir de fagon a ce
qu’elles maximisent 'information fournie sans rendre la dimension et le nombre
d’expériences rédhibitoires ? Afin d’éviter le piege classique des conditions trop
restreintes, nous nous sommes imposés de mettre en place une procédure
préliminaire dans des conditions étendues. L’objectif ultime est de procéder a la

sélection optimale des conditions du test réduit.

Ces deux premicres étapes nous permettront, outre la mise au point du test
chromatographique, de définir les individus et les variables d’intérét utilisés dans I’Analyse en
Composantes Principales, en vue de I'obtention des classifications. A la mise au point du test,
comme pour toute procédure chromatographique, doit succéder I’étape de validation, qui
présente plusieurs objectifs : évaluer le pouvoir d’investigation du test, établir sa (ou ses) limite(s)
et déterminer sa fidélité. Ceci se fera au travers de deux études : 'une portant sur la variabilité

interlot, autre sur la robustesse du test.

3. Via Pétude interlot, nous saurons si le test est capable de distinguer des colonnes
remplies avec la méme phase stationnaire mais issues de lots de synthese
différents.

4. Grace a I’étude de robustesse, nous connaitrons la résistance du test au voisinage
des conditions nominales. Nous pourrons ainsi définir le domaine de robustesse
du test.

A lissue des étapes 3 et 4 seront définies les tolérances expérimentales acceptables au

niveau des conditions chromatographiques et du degré d’investigation désiré.

57



58



Meéthanol et acétonitrile : deux modificateurs non interchangeables

Chapitre IV Méthanol et acétonitrile : deux modificateurs non

interchangeables

IV.A Introduction

La littérature propose de nombreux tests chromatographiques pour caractériser les phases
stationnaires. Si 'influence du modificateur organique sur les solutés injectés et sur le pH de la
phase mobile en fonction de sa teneur a fait 'objet d’études poussées [296-301], son impact sur la
caractérisation des phases a souvent été négligé. En effet, la plupart des tests sont effectués dans
un seul solvant, le plus souvent dans le méthanol [101, 184, 192, 216, 218, 220, 239, 240, 242-244,
302-304], parfois dans I'acétonitrile [225], ou bien encore dans le CO, subcritique [258]. Si
certaines procédures ont recours a plusieurs solvants, les caractérisations ne peuvent néanmoins
étre comparées. En effet, les tests ne s’effectuent pas suivant un plan expérimental équilibré, au
sens statistique du terme. Le déséquilibre porte sur :

1. L’évaluation des propriétés chromatographiques, qui, selon celles considérées,
s’effectue dans des solvants différents. Ainsi souvent ’hydrophobie est évaluée
dans le méthanol et les caractéristiques relatives aux silanols résiduels (telle que la
capacité d’échange d’ions), dans 'acétonitrile [133] ;

2. Le jeu de solutés sondes, qui est souvent tres restreint et peut étre composé
seulement de composés neutres [20, 305] ou de composés basiques [129, 184, 193,
227, 231, 232, 2306, 239)].

De fait, les caractérisations obtenues ne peuvent couvrir 'ensemble des caractéristiques
chromatographiques. Partant du principe que la rétention d’un soluté résulte des interactions
impliquant le « systéme chromatographique dans son ensemble » [295], c'est-a-dire colonne et
phase mobile, il s’avere a priori utile d’envisager I'influence du solvant pour la caractérisation des
phases stationnaires greffées. Dans ce chapitre, nous nous proposons d’évaluer un ensemble de
différentes phases greffées apolaires systématiquement dans deux solvants et avec un jeu de
composés comprenant des solutés neutres et basiques. Ainsi, nous serons a méme de juger de
I'influence de la nature du solvant sur chaque parameétre chromatographique mesuré en fonction
du type de composé injecté.

IV.B Effet sur la force 1soéluante

Pour comparer les influences respectives du méthanol et de I'acétonitrile, il nous faut au
préalable déterminer des conditions d’élutions comparables, c'est-a-dire définir les conditions
globalement isoéluantes entre méthanol et acétonitrile pour des fractions massiques de méthanol
situées entre 0,2 et 0,75, domaine de notre étude.

D’aprés Snyder [30, 306, 307], la force éluante § se définit selon la relation

logk=1logk, —S¢ ou logk, représente la valeur du facteur de rétention extrapolée dans I’eau

ean ean
pure et @, la fraction volumique de solvant dans le mélange hydro-organique. Outre la valeur de §
— considérée comme constante pour tous les solutés et comprise grosso modo entre 0,8 et 0,9, cette

relation  constitue en  réalité une approximation de la  relation  quadratique
logk=logk  + Ap’ —Bp [308]. Lapproximation linéaire, valable uniquement sur de petits

domaines de variations de @, n’est donc pas applicable sur les gammes de variations envisagées
dans I’étude. Selon Schoenmakers, S dépend de la nature du solvant et peut aussi dépendre du
soluté. Ainsi, pour le méthanol et le tétrahydrofurane, S suit une relation linéaire en fonction de
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1S = ptqlogk

dépend uniquement de la fraction en solvant lorsque ce dernier est ’acétonitrile.
p q q

logk traduisant une dépendance en fonction du composé. En revanche, S

ean ean >

D’un point de vue expérimental, peu importent les valeurs respectives de § pour le

_ ¢M «CN

méthanol et 'acétonitrile : seul compte le rapport isoéluant £, o ey = pour obtenir des

MeOH
rétentions similaires. Ce sont les valeurs de ce rapport que nous allons déterminer.

IV.B.1 Principe de I’étude et choix des solutés

Au travers de cette étude, il s’agit de déterminer les fractions d’acétonitrile et de méthanol
qui conduisent a une rétention équivalente pour une série de composés neutres. En effet, la
rétention des composés basiques reposant fréquemment sur un mécanisme mixte, comprenant a
la fois de leffet hydrophobe et de I’échange d’ion, il n’apparait pas envisageable de définir des
rapports isoé¢luants avec ce type de composés.

Compte tenu de la gamme d’étude, une seule série de composés ne pourra suffire pour
obtenir des temps de rétention raisonnables. Pour couvrir convenablement I'intervalle de fraction
massique [0,2-0,75], nous avons donc employé différentes séries de composés :

e A 75% de méthanol: le butylbenzene, le pentylbenzene, I'o-terphényle et le
triphényléne (solutés du test de Tanaka) ;

e A 50% de méthanol : le toluene, I’éthylbenzene et le phénol ;

e Entre 20% et 35% de méthanol : le phénol seul.

Aux teneurs élevées en solvant (50% et 75%), nous avons utilisé une série d’alkylbenzenes
scindée sur les deux niveaux pour lesquels on postulera un comportement similaire de ces solutés.
En conséquence, les variations observées pour fne pourront étre imputables qu’au solvant et non
au soluté. D’autre part, a niveau de méthanol fixé, fpeut dépendre de deux parametres, a savoir la
nature du soluté et la fraction massique d’acétonitrile . Donc si dépendance il y a sur f, elle ne
pourra provenir que de @ sur cette série d’alkylbenzenes. Par contre, influence éventuelle du
soluté pourra étre mise en évidence avec des composés différents, comme lo-terphényle et le
triphénylene.

Concernant les niveaux a faible teneur en solvant, les alkylbenzénes se seraient révélés
beaucoup trop retenus: notre choix s’est donc porté le phénol, sonde neutre que 'on peut
espérer représentative des composés polaires. Mais étant donné sa solubilité — meilleure dans le
méthanol que dans 'acétonitrile, il est probable de devoir apporter une correction O aux valeurs
de /. C’est pourquoi, malgré un facteur de rétention relativement réduit, nous I'avons également
injecté a 50% de méthanol en compagnie du toluene et de 'éthylbenzene afin de déterminer o.

IV.B.2 Conditions expérimentales

Notre choix s’est porté sur une colonne classique” Kromasil C18 (250 x 4.6 mm, 5 um,
Akzo Nobel), de greffage monomérique, montée sur une chaine chromatographique Varian-
Waters, décrite plus en détails dans ’Annexe 4. La température de la colonne est fixée a 40°C au
moyen d’un bain thermorégulé Bioblock 18205 et d’une jaquette a eau Alltech. Les phases
mobiles eau/méthanol ou eau/acétonitrile sont préparées par pesées, ce qui nous procure une
précision sans équivalent par rapport a une préparation volumétrique. Nous pourrons donc

ajuster finement les rapports isoéluants avec un pas A/=0,01 : en effet, pour une phase de 200 g a

15% de méthanol, un pas de 4/=0,01 correspond a 0,3 g de solvant, soit 30 fois I'erreur de lecture
de la balance de précision. Apres chaque changement de force éluante, un minimum d’une demi-
heure d’équilibre est requis.

2 Par classique, nous entendons une phases stationnaire de technologie récente, c'est-a-dire constituée d’une silice
ultra pure sphérique et a faible teneur en impuretés métalliques, greffée C18 mais sans groupement polaire intercalé.
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IV.B.3 Résultats et discussion

Nous avons étudié la relation liant la rétention de chacun des solutés a f pour trois
niveaux de ¢, fixés. On observe effectivement une relation linéaire de type logk=ax f+b
au voisinage des trois niveaux considérés. De fait, cette relation peut aussi s’écrire

d ~

logk=——x@,, . +b ou
Prron Prron

résultats correspondants, consignés dans le Tableau IV-1, confirment la wvalidité de

représente la pente affranchie du niveau de méthanol. Les

I'approximation de Snyder pour des intervalles réduits de fraction de solvant (a ¢, fixé, fvarie
comme @cy)-

Tableau IV-1: Valeurs des pentes a et a/@mcon, et de Pordonnée a Porigine log ke., pour chacun des
composés a niveaux Qo fixés.

Duion Soluté a a/ Quon L0 %,
o-Terphényle -2,388 -3,185 2,945
Triphénylene -2,200 -2,933 2,862

Pentylbenzeéne -2,231  -2974 2923
Butylbenzene -2,083 -2778 2,624
Ethylbenzene -1,779  -3,097 2,601

0,5 Toluéne -1,548 -3,557 2,192

Phénol -1,304  -2,608 1,503

0,3 Phénol -0971  -3235 1233

La pente a semble varier notablement en fonction du niveau de @,,,;;, que ce soit pour le
méme composé ou pour des composés d’'une méme famille. Méme en tenant compte du niveau

0,75

b

de @,.0m 12 pente vaut -2,608 et -3,235 pour le phénol a des niveaux de ¢, respectifs de 0,5 et
0,3. D’autre part, concernant toujours le phénol, Pordonnée a I'origine différe aussi suivant @,
Or dans le cadre de cette approximation linéaire, cette valeur correspond a log £,,. Cette
propriété étant uniquement relative au soluté, il faut en déduire la non validité de 'approximation
des que la variation de @, excede 10%, confirmant ainsi les travaux de Schoenmakers. La
répétition de linjection du mélange éthylbenzene, toluene et phénol pour @,,,,=0,5 a des
rapports fde 0,75 et 0, 76 permet d’évaluer statistiquement 'impact des facteurs solutés et f'sur la
rétention via une analyse de la variance, connue sous I'acronyme ANOVA. Cette approche
constitue un outil parfaitement adapté pour évaluer les effets de facteurs controlés et des
interactions éventuelles [309]. S’ils s’averent statistiquement significatifs, il est alors possible
d’estimer quantitativement leurs contributions a la dispersion de 'ensemble. Dans le cadre de
cette étude, nous avons effectué une ANOVA a 2 facteurs controlés en plan factoriel.

L’analyse de la variance confirme la significativité de chacun des facteurs étudiés ainsi que
celle de l'interaction f* solutés, cette derni¢re invalidant ’hypothéese de pente invariante du soluté
proposée par Snyder.

Concernant les valeurs du rapport isoéluant, répertoriées dans le Tableau IV-2, elles
varient de facon manifeste avec le niveau de solvant.

Tableau IV-2 : Valeurs du rapport isoéluant fen fonction de la fraction massique en méthanol @yros.

Pyion J Drron J
o-Terphényle 0,75 0,850 Phénol 0,5 0,770
Triphénylene 0,75 0,805 Phénol 0,35 0,710
Butylbenzene 0,75 0,870 Phénol 0,3 0,690
Pentylbenzene 0,75 0,870 Phénol 0,25 0,675
Toluéne 0,5 0,750 Phénol 0,2 0,660
Ethylbenzéne 0,5 0,750

Si f peut étre considéré comme constant a @, fixé pour une famille de composés
homologues, il varie en fonction de la teneur en solvant, comme lillustre exemple des
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alkylbenzenes. Le rapport fdépend aussi de la nature du soluté, comme le montrent les cas de I'o-
terphényle et surtout du triphénylene (0,85 et 0,805 contre 0,87 pour les alkylbenzenes). A cela
une raison essentielle : la solubilité de ces composés differe de celle des alkylbenzenes entre le
méthanol et 'acétonitrile.

Reste désormais a effectuer le raccordement entre les composés neutres élués a haute
teneur en solvant et le phénol ¢élué a plus faible teneur. On observe a @,;,,,=0,5 un décalage pour
fde 0,02 entre le phénol et les alkylbenzenes. Du fait de sa capacité a interagir par liaisons H avec
le méthanol, interactions qui ne peuvent se produire avec I'acétonitrile, la sonde polaire sous-
estime tres certainement le pouvoir éluant de 'acétonitrile. Dés lors, les valeurs relatives au

phénol doivent subir une correction 6=-0,02, que l'on postulera constante sur le domaine
d’étude.

Ceci nous mene au graphique de la Figure IV-1, permettant de déterminer le rapport
isoéluant entre méthanol et acétonitrile en fonction de la teneur initiale en méthanol.
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Figure IV-1: Détermination du rapport isoéluant fentre ’acétonitrile et le méthanol.
En premicre approximation, une relation linéaire, tracée en pointillés, sur la Figure IV-1,
pourrait s’avérer satisfaisante : f =0,4219¢,,,, +0,5472 (R’ = 0,994). Néanmoins, I’écart alors

constaté pour @,.,,=0,5 s’éleve a 0,01, entrainant sur les facteurs de rétention une erreur non
négligeable de 0,5. Notre choix s’est donc porté sur une relation quadratique qui présente une

meilleure adéquation, avec un terme quadratique statistiquement significatif (a=0,05) :
f=0,215¢:, ., +0,2157¢,, ., +0,5875 (R’ =0,9999). Cette derniére s’avére suffisamment

précise et sera retenue pour la suite.

Au final, 1a force éluante de ’acétonitrile vis-a-vis du méthanol diminue au fur et 2 mesure
qu'augmente la teneur en modificateur organique sur le domaine étudié. Ce phénomene s’avere
complexe a interpréter. D’un point de vue physico-chimique, les mélanges hydro-organiques a
base d’acétonitrile ou de méthanol ne sont pas binaires mais au moins ternaires : il existe en effet
une phase constituée de complexes Modificateur Organique-Eau [310-315]. Du fait de sa capacité
a interagir par liaisons hydrogene avec leau, le méthanol voit la structure de ses clusters
constitués avec I'eau varier en fonction de sa concentration, suivant des proportions de 1 pour 5
molécules d’eau a basse concentration en méthanol contre une stoechiométrie de parité a haute
teneur en modificateur organique [313]. Ainsi, la concentration en complexes évolue plus
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graduellement avec I'addition de méthanol qu’avec l'acétonitrile : les concentrations maximales en
complexes s’obtiennent a 70% en volume de méthanol contre 40-50% en acétonitrile [315] (cf.
Annexe 2). Partant du principe que le modificateur organique pur possede une affinité supérieure
pour la phase stationnaire et ne contribue donc pas majoritairement a la rétention des solutés sur
ce domaine de variations, I’évolution de la force éluante est alors directement reliée a celle de la
concentration des complexes. Puisque sur la gamme de variations étudiée, la concentration des
complexes en méthanol s’accroit tandis que celle de ceux en acétonitrile stagne puis diminue,
lorigine du phénoméne s’en trouve élucidée, a la fois au niveau de la monotonie du
comportement (rapport f globalement croissant) et permet d’expliquer I'origine du second degré.

1V.C Effet sur les phases stationnaires

Une fois les rapports globalement isoéluants établis, il nous est des lors possible d’étudier
I'influence de la nature du solvant sur un ensemble de phases stationnaires. I’étude se focalisant
sur 'impact du solvant sur les grandeurs relatives a la rétention, I’évaluation portera uniquement
sur les facteurs de rétention et les asymétries de pic en fonction du type de composé injecté.

IV.C.1 Conditions expérimentales

IV.C.1.a Instrumentation

Nous avons réalisé cette étude sur deux chaines chromatographiques distinctes : une
chaine Varian-Waters dont les données sont acquises via le logiciel ClassVP et une chaine HP
1050-1100 pilotée sous Chemstation, dont les modules sont enticrement décrits dans ’Annexe 4.

IV.C.1.b Conditions chromatographiques

Parmi les solutés sélectionnés pour mettre en évidence I'influence du solvant, certains
appartiennent au test de Tanaka [217]. Ainsi, le butylbenzene, le pentylbenzene, 'o-terphényle et
le triphényléne nous permettront d’avoir acces a des mesures relatives a I’hydrophobie, aux

_ /éPeﬂ{y//ieﬂzéﬂe /éTﬂp/yém'/éﬂe

sélectivités méthylene @, =————— et de forme SS =
Butylbenzene o—Terphényle

. A ce jeu de composés neutres

ont été ajoutés deux composés basiques, que sont la clofazimine et 'amiodarone, possédant
respectivement un pKaz de 8,51 et de 8,73 [316] et dont les principales caractéristiques sont
rappelées en Annexe 2.

Nous avons exécuté 1’étude dans deux phases mobiles a chaque fois nouvellement
préparées — 'une a base de méthanol, 'autre a base d’acétonitrile — et dont les rapports massiques
ont ét¢ déterminé en IV.B. Les mélanges hydroorganiques sont donc les suivants:
méthanol/phase aqueuse 70 : 30 (/) et acétonitrile/phase aqueuse 59 : 41 (m2/ m).

Afin de garantir une meilleure fiabilité au test, il est nécessaire de tamponner les phases
aqueuses [232, 317]. Nous avons donc utilisé un tampon acétate 30 mM de pH 5. La préparation
détaillée du tampon et des phases mobiles est expliquée dans ’Annexe 5.

Les solutés ont été dilués dans la phase mobile méthanol/tampon acétate de facon a
atteindre les concentrations suivantes: 150 ppm pour les alkylbenzenes, 20 ppm pour lo-
terphényle, 3 ppm pour le triphénylene et 50 ppm pour les composés basiques. Au moins une
heure d’équilibrage est requise pour chaque phase mobile avant toute injection. Ces dernieres,
dont le volume est fixé a 10 uL, sont effectuées a 3 reprises en ce qui concerne le mélange. En
outre, les analytes sont injectés séparément de manicre a confirmer leur identité mais aussi vérifier
qu’aucune interaction ne se développe entre eux et biaise les temps de rétention. Les composés
provenant du test de Tanaka sont détectés a 254 nm, les solutés basiques, a 230 nm. L’injection
de thiourée dans la phase acétonitrile permet d’établir une estimation du volume de rétention
nulle des colonnes testées.
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Chapitre IV
IV.C.1.c Colonnes étudiées

Les caractéristiques disponibles concernant les colonnes utilisées durant cette étude
(toutes de dimension 150 mmX4.6 mm 1.D.) sont reportées dans le Tableau IV-3.

Hormis la phase J’Sphere ODS H80, dont le greffage est polymérique, toutes les autres
sont de type monomérique. Pour plus de détails, se reporter a ’Annexe 8.

Tableau IV-3: Caractéristiques des colonnes étudiées; D, d, %C et S, désignent respectivement le
diamétre moyen des pores (nm), le diamétre des particules (um), le taux de carbone et la surface spécifique

(g ).

Colonne D d, % C S, Fabricant Commentaires
CapcellPak C8 UG 120 125 10 300 Shiseido Silice encapsulée C8
Zorbax Eclipse XDB C8 10 5 7,6 180 Agilent
Symmetry C8 10 5 12,2 344 Waters Silice greffée C8 haute
Kromasil C8 10 5 12 34 ko densité
Nobel
XTerra RP 8 10 35 134 174 Waters Silice hybride greffée
XTerra RP 18 10 35 144 172 Waters alkylcarbamate (C8 ou
C18)
SymmetryShield RP 18 10 35 17,0 339  Waters Silice greffée
octadécylcarbamate
Zotbax StableBond C18 | 8 35 10 300  Agilent . Slice greffée
diisobutyloctadecyle
Nucleosil C18 HD 10 5 20 350 Macherey o
Nagel Silice greffée C18 haute
J’Sphere ODS H80 8 4 22 * YMC densité

* : valeur non fournie par le fabricant ou le fournisseur

IV.C.2 Résultats

Nous avons systématiquement étudié¢ 'impact du modificateur organique sur les facteurs
de rétention et les asymétries de pic de chacun des composés. En outre, pour les composés
neutres, il nous semblait intéressant de déterminer I'influence du solvant sur les sélectivités o,

et SS.

Concernant les asymétries de pics, nous avons utilisé une définition adaptée de 'asymétrie
U.S.P., rappelée dans I’Annexe 6. Ainsi, cette modification permet aux traines en téte et queue de
pic de méme amplitude d’affecter la valeur unitaire d’un écart équivalent en valeur absolue, ce qui
n’est pas le cas dans la définition initiale.

IV.C.2.a Traitement des données par ANOVA

Comme nous avons étudié les 10 colonnes dans chacun des solvants en procédant a trois
injections répétées pour chaque soluté, nous sommes en mesure d’exploiter les données par
ANOVA. Dans notre cas, les facteurs controlés sont la colonne et le solvant. Comme les facteurs
sont en liaison factorielle, il nous faut considérer I'interaction « Colonne x Solvant » traduisant la
possibilité @ priori de voir I'effet du solvant dépendre de la colonne. Les tests statistiques ont été

4 : — 30 ;. . . .
menés avec seuil a=10%". Pour caractériser quantitativement I'influence d’un facteur ou d’une
interaction significative, nous avons préféré aux écart-types les coefficients de variation ou C1/

A

exprimés en pourcentage comme le décrit 'EqI-1: C17,(%) = % x100  Eq.IV-1
x

30 Le seuil est fixé a 10% et non 5% comme usuellement en raison de nombre de degrés de liberté réduits concernant
le facteur Solvant (1 ddl).
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En effet, cette définition nous permet d’évaluer 'impact de 'effet d’un facteur ou d’une
interaction en terme de pourcentage de la réponse moyenne considérée x .

IV.C.2.b Résultats sur les composés neutres
IV.C.2.b.i Propriétés de rétention

Facteurs de rétention

La Figure IV-2 illustre les moyennes des facteurs de rétention pour chacun des composés

neutres injectés sur les 10 phases stationnaires, a la fois pour des mélanges hydroorganiques a
base de méthanol et d’acétonitrile.
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Figure IV-2 : Facteurs de rétention (moyennes des trois injections) pour le butylbenzéne, le pentylbenzene,

P o-tetphényle et le triphényléne pour chaque colonne testée dans 1’acetonitrile ((J) et le méthanol (@) en
tant que modificateur organique.

En considérant que la rétention des alkylbenzénes procure une estimation de
I’hydrophobie des supports chromatographiques, les phases possédant un groupement polaire
intercalé (comme la SymmetryShield RP18) semblent présenter une hydrophobie en deca de
celles a groupement purement alkyle (comme la J’Sphere ODS H80). Ce phénomene, constaté
quel que soit la nature du solvant utilisé, confirme ainsi des résultats énoncés dans la littérature
[129-131, 133, 134]. En ce qui concerne les alkylbenzénes, le facteur solvant n’apparait que
faiblement influent, mis a part sur la J’Sphere ODS HB80, seule phase de ce test possédant un
greffage polymérique. Ceci montre manifestement que les conditions déterminées en IV.B sur
une colonne Kromasil C18 et définies comme globalement isoéluantes restent valables pour les
supports de type monomérique. Par exemple, la colonne Nucleosil C18 HD retient légerement
plus le pentylbenzéne en éluant méthanol alors que Iinverse se produit pour le butylbenzene.
Pour les composés polyaromatiques, le solvant possede une influence bien plus marquée. Cette
tendance est confirmée par les résultats de TANOVA regroupés dans le Tableau IV-4.
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Tableau IV-4 : Estimation des différentes sources de variation par ANOVA pour les facteurs de rétention
des composés neutres.

Source de variation

, Colonne Solvant Interaction L.
Soluté (CV%) (CV%)  Colonne*Solvant (Cvog  Residuelle (CV90)
Butylbenzene 56,30 N.S. % 10,16 0,24
Pentylbenzene 61,91 N.S. 11,92 0,13
Triphénylene 58,94 9,20 33,58 0,21
o-Terphényle 55,89 N.S. 19,77 0,19

% . non significatif

La répétabilité des injections, traduite par la variabilité résiduelle, est excellente. L’effet du
facteur colonne s’avere similaire pour tous les solutés. Les sondes hydrophobes peuvent étre
considérées comme de bons indicateurs — en premiere approximation — pour déterminer
I’hydrophobie globale de la phase stationnaire. A 'exception du triphényléne, dont les parameétres
de solubilité entre méthanol et l'acétonitrile different de mani¢re trop importante, effet du
solvant n’apparait pas significatif, confirmant des conditions choisies plutot isoéluantes pour les
solutés considérés. Cependant, si le modificateur organique n’intervient pas de facon directe avec
un effet propre, I'interaction solvant-colonne se révele systématiquement significative, traduisant
une influence du solvant dépendante de la phase stationnaire utilisée. L’interaction est plus forte
pour les polyaromatiques que pour les alkylbenzenes. La Figure IV-2 illustre ce phénomene, en
comparant la rétention du pentylbenzene (faible interaction colonne-solvant) a celle du
triphényléne (forte interaction colonne-solvant) entre deux colonnes chromatographiques.

Symmetry C8

Triphényléne

0,01 mAU

Pentylbenzéne

Y — —

9 9. 1 10. 1 11. 1 12. mi

J’Sphere ODS H80

i Triphényléne

0,01 mAU

i Pentylbenzéne

T T T T T T T T T

Figure IV-3: Chromatogrammes du pentylbenzéne et du triphényléne en éluants méthanol (MeOH) et
acétonitrile (MeCN) sur une colonne Symmetry C8 et une colonne J’Sphere ODS HS80.

Sur la colonne Symmetry C8, quasiment aucune différence n’est visible alors que sur la
colonne J’Sphere ODS HB80, les facteurs de rétention décroissent fortement lors du passage du
méthanol a l'acétonitrile. De plus, I'inversion entre le triphényléne et le pentylbenzéne observée
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sur la J’Sphere ODS H80 démontre que les composés polyaromatiques sont beaucoup plus
affectés que les alkylbenzeénes par le changement de solvant. Cette interaction peut étre
interprétée physico-chimiquement. Les phénomeénes de solvatation affectent non seulement les
solutés mais aussi les greffons, et ce différemment selon leur nature (monomérique ou
polymérique, incluant ou non un groupement polaire intercalé). De ce point de vue, le
triphényléne semble étre la sonde la plus sensible pour mettre en évidence le processus de

solvatation différentielle des chaines alkyle, probablement en relation avec sa forme planaire.
Sélectivités

La Figure IV-4 montre 'effet du solvant sur les sélectivités méthyléne et de forme.
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Figure IV-4 : Moyennes des sélectivités méthyléne (haut) et de forme (bas) pour chaque colonne avec pour
modificateur organique Pacétonitrile ([J) et le méthanol (M)

Les colonnes C8 monomériques possedent une sélectivité de forme inversée (SS5<1),
comparées aux C18 conventionnelles. De plus, on constate qu’a sélectivité méthylene équivalente,
les phases a groupement polaire intercalé démontrent une sélectivité de forme supérieure a celle
de leurs homologues alkyle. Enfin, pour toutes les phases stationnaires, les sélectivités s’averent
plus élevées en méthanol qu’en acétonitrile, et de mani¢re encore plus marquée pour les phases
polymériques ou a groupement polaire intercalé. Cependant, ces variations de la sélectivité de
forme possedent différentes sources. Comme initialement décrit par Sander et Wise [94], la
sélectivité de forme augmente avec (1) la chimie de modification de surface (polymérique ou

non), (2) la densité de greffage, (3) la longueur des chaines alkyle, (4) la fraction organique de la
phase mobile et (5) la température.
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Les points 1, 3 et 4, sont vérifiés dans notre étude, exceptée dans le cas de la Capcell C8, a
base de silice encapsulée. En outre, le comportement particulier des phases a groupement polaire
intercalé, qui se traduit par (a) une sélectivité de forme notablement plus élevée que celles des
phases purement alkyle et (b) une forte augmentation de cette sélectivité en remplagant
I'acétonitrile par le méthanol, ne peut étre raisonnablement expliqué par les contributions 1 a 5.
Contrairement a ce qui se produit avec I'acétonitrile pour modificateur organique, des liaisons H
peuvent s’établir entre des groupements polaires intercalés et la phase mobile lorsqu’elle contient
du méthanol. Ces interactions supplémentaires augmentent 'ordre des chaines, qui, apparaissant
plus rigides, favorisent la reconnaissance de forme. Ainsi, nous avons identifié la présence d’un
groupement polaire intercalé dans le greffon alkyle comme un facteur supplémentaire entrainant
I’élévation de la sélectivité de forme. L’étude réalisée permet en outre d’évaluer importance
relative de la présence d’un groupement polaire intercalé. En effet, les phases stationnaires de
type XTerra, du fait de la nature de leur matrice en silice hybride, possédent un nombre réduit de
silanols en surface avant modification. En conséquence, elles présentent aussi des densités de
greffage moindres par rapport aux phases a base de silice pure. Néanmoins, 'ordre global sur la
sélectivité de forme observé est le suivant’' : C8 monomérique< C18 monomérique < C18
polymérique < Hybride Polaire C8 < Hybride Polaire C18 < Polaire C18. Ce faisant, la présence
d’un groupement polaire s’avere étre un facteur prépondérant pour la sélectivité de forme, les
facteurs longueur de chaine et densité de greffage agissant aussi, mais de facon secondaire. Ces
facteurs peuvent se classer par ordre d’influence relative : Groupement Polaire > Longueur de
chaine > Densité de greffage. N’ayant pas envisagé de variation de la fraction de solvant ou de la
température, il ne nous est pas possible de conclure quant a leurs influences relatives respectives.

Sur les sélectivités, TANOVA nous procure les résultats suivants :

e Concernant la sélectivité méthylene, I'effet principal est engendré par la colonne
(5,41 %) alors que le solvant et I'interaction colonne*solvant ne possédent qu’une
influence mineure (respectivement 1,74% et 0,64% pour une résiduelle de
0,07%) 5

e Pour la sélectivité de forme, si leffet principal est encore da a la colonne
(21,05%), les influences du modificateur organique et de linteraction sont
beaucoup plus prononcées (9,84% et 12,43% pour une résiduelle de 0,07%).

La Figure IV-5 illustre ces résultats, et notamment Iinteraction colonne*solvant, par la
comparaison de deux phases stationnaires possédant des sélectivités méthylene semblables en
¢luants méthanol (1,42) et acétonitrile (1,40).

Au contraire de la sélectivité méthylene (o, ;) qui reste quasiment constante quelque soit
la colonne testée ou le solvant utilisé, la sélectivité de forme (o, ,) se révele extrémement sensible
a la nature de la phase stationnaire. Ainsi, o,, reste inchangée sur I'Eclipse XDB-C8, que le
modificateur organique soit le méthanol ou I'acétonitrile, alors qu’elle est notablement modifiée
sur la SymmetryShield RP18, dont le greffon posséde un groupement polaire intercalé, lors de la
permutation de solvant.

31 Dans un souci de clarté, nous utilisons une notation abrégée. Par défaut, les phases stationnaires possédent une
matrice a base de silice ultra pure sphérique ; seuls sont indiqués alors le greffon et le type de greffage. La notation
Hybride signifie que la phase stationnaire est a base de silice hybride ; les phases hybrides évaluées dans cette étude
possédant toute le méme type de greffage — monomérique, cette information n’est pas relatée. Si le greffon comporte
un groupement polaite intercalé, cela ce traduit par Polaire.
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Figure IV-5: Chromatogrammes du mélange constitué des composés de Tanaka (1=butylbenzéne ; 2=o-
terphényle ; 3=pentylbenzéne et 4=triphényléne) sur une colonne Eclipse XDB C8 et une colonne
SymmetryShield RP18 avec phases mobiles a base de méthanol ou d’acétonitrile.
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Chapitre IV

IV.C.2.b.ii Asymétries de pic

Les résultats sur les asymétries de pic des composés neutres sont consignés dans la Figure
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Figure IV-6 : Moyennes des asymétries de pic du butylbenzéne, du pentylbenzéne, de I’o-terphényle et du
triphényléne sur chaque colonne étudiée avec de Pacétonitrile ((J) et du méthanol (M) en tant que
modificateur organique.

Si les asymétries sont relativement proches de la valeur unitaire régne néanmoins une

certaine disparité. Ainsi, sur les colonnes hybrides (XTerra), "asymétrie est ¢tonnamment élevée
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pour les composés neutres, surtout dans le méthanol. Ce phénomene trouve probablement sa
cause dans la possibilité d’interactions supplémentaires entre les groupes méthyle présents en
surface du support et les sondes neutres. Quant a 'asymétrie particuliere relevée sur la CapcellPak
C8, elle pourrait étre attribuée a son procédé de synthése, I'encapsulation polymérique. Les
résultats de PANOVA, regroupés dans le Tableau IV-5, démontrent que méme dans le cas de
composés neutres, 'asymétrie de pic observée dépend a la fois du modificateur organique et de
I'identité de la colonne, soit directement soit par le biais de I'interaction.

Tableau IV-5: Estimation des différentes sources de variation par ANOVA pour les asymétries de pic des
composés neutres.

Source de variation

, Colonne Solvant Interaction L.

Solute (CV%) (CV%) Colonne*Solvant (Cvyy)  Residuelle (CVV0)
Butylbenzéne 5,96 1,80 381 0,98
Pentylbenzene N.S. N.S. 5,59 1,27
Triphénylene 6,04 N.S. 3,06 1,93
o-Terphényle 7,46 2,35 3,64 1,14

Tout comme pour les facteurs de rétention, le modificateur organique se révele étre pour
les solutés neutres un facteur influent, dont I'effet dépend de la colonne. Désormais, intéressons-
nous a 'impact du solvant sur les composés basiques sélectionnés.

IV.C.2.c Résultats sur les composés basiques

IV.C.2.c.i Facteurs de rétention

La Figure IV-7 montre des résultats sur les facteurs de rétention des solutés basiques
extrémement dépendants de la colonne considérée.
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Figure IV-7 : Moyennes des facteurs de rétention pour ’amiodarone et la clofazimine pour chacune des
colonnes étudiées avec pour modificateur organique acétonitrile ((J) et le méthanol (M).

A titre d’exemple, le facteur de rétention de 'amiodarone est divisé d’un facteur 30 entre
la J’Sphere ODS H 80 et la XTerra RP8, alors que pour les neutres, ce facteur n’a jamais excédé
10. Cependant, I’effet de la phase stationnaire n’est pas le seul a jouer, la rétention des composés
basiques apparait beaucoup plus complexe qu’elle ne I'est pour les neutres : alors que le facteur de
rétention de 'amiodarone s’accroit globalement en passant de I'acétonitrile au méthanol, c’est
exactement linverse qui se produit pour la clofazimine. Les résultats issus de PANOVA
confirment cette tendance : les facteurs colonne (74,15% pour 'amiodarone et 42,77% pour la
clofazimine) et solvant (9,10% et 19,42% respectivement) s’avérent extrémement influents, tout

comme leur interaction (28,00% et 47,34% pour des résiduelles respectivement de 0,33% et
1,03%), bien plus en tout cas que pour les composés neutres.

La nature mixte du mécanisme de rétention des composés basiques est tres certainement
a lorigine de ce phénomene [33]. Les interactions intenses dues aux groupements silanol résiduels
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rendent les composés basiques plus sensibles que les composés neutres a la composition de la
phase mobile et a la nature des phases stationnaires mises en jeu. Le taux de dissociation des
silanols résiduels a la surface de la phase greffée est directement lié au pH de la phase mobile et a
la distribution de pK, des groupements silanol, qui dépend de la nature de la silice [301, 318].
Dans les conditions de I’étude, les silanols sont partiellement ionisés sous forme SiO". Le pH de
la phase mobile détermine aussi le degré de protonation des solutés. Ainsi, les composés basiques
peuvent développer des interactions a la fois par liaison H et par échange de cation. Dans le cas
d’une interaction régie partiellement par liaison H, la nature du modificateur organique possede
une influence essentielle : du fait de sa capacité a établir des liaisons H, le méthanol est reconnu
pour son effet masquant envers les silanols résiduels, role auquel ne peut prétendre I'acétonitrile.

La Figure IV-8 montre le role joué par la phase stationnaire sur la rétention des composés
basiques.

Norm
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Figure IV-8 : Chromatogrammes de la clofazimine et de ’amiodarone sur des colonnes Kromasil C8 et
SymmetryShield RP18 avec le méthanol et ’acetonitrile pour modificateur organique.

Ainsi, la clofazimine est manifestement plus affectée que 'amiodarone par le changement
de solvant méthanol/acétonitrile sur la Kromasil C8 tandis que la situation s’inverse sur la

SymmetryShield RP18.

Ces différences de comportement, qui proviennent de la combinaison du solvant et de la
phase stationnaire, ne sont pas simples a prévoir puisqu’elles dépendent fortement de la phase
stationnaire utilisée.
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IV.C.2.c.ii Asymétries de pic

La Figure IV-9 présente les résultats obtenus sur les asymétries de pic des composés
basiques.
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Figure IV-9: Moyennes des asymétries de pic pour I’amiodarone et la clofazimine pour chacune des
colonnes étudiées avec pour modificateur organique ’acétonitrile ((J) et le méthanol (M)

L’acétonitrile induit une augmentation significative de 'asymétrie de pic, en raison de son
incapacité a rentrer en compétition pour les interactions mettant en jeu des liaisons H entre
silanols résiduels et composés basiques, et ce méme si les composés sont moins retenus.
I’ANOVA démontre un effet de la colonne toujours important (5,10% pour I'amiodarone et
13,51% pour la clofazimine), cependant bien moindre que I'interaction colonne*solvant (21,64%
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pour 'amiodarone et 8,06% pour la clofazimine). Soulignons encore le comportement différent
des solutés basiques : 'amiodarone s’avere plus sensible a I'effet du solvant (13,37%) au contraire
de la clofazimine, pour laquelle I'influence du solvant n’est pas significative.

IV.D Conclusion

Cette étude nous a permis de montrer comment se manifeste I'effet du solvant sur les
facteurs de rétention, les sélectivités et les asymétries de pic, pour des composés neutres ou
basiques. L’amplitude des variations observées dépend de la phase stationnaire considérée. Des
lors, le modificateur organique, de par 'amplitude de son influence, ne peut pas étre considéré
comme un facteur secondaire dans le cadre des tests de colonnes: les caractérisations ne
pourront étre utilisables que si le solvant de test s’avere étre identique a celui utilisé dans les
conditions opératoires. En outre, la présence systématique de linteraction phase
stationnaire*solvant peut s’avérer problématique pour des caractérisations postulant un modele «
priori. En effet, pour celles se fondant sur le modcéle des parametres de solvatation, 'existence de
cette interaction invalide I’hypothese x=x,, ¢ . = —x, . des modeles de rétention. Par
conséquent, nous avons choisi de nous intéresser aux couples colonne/solvant plutdt que de
considérer la colonne seule. En pratique, cela implique le développement d’une méthodologie
tenant compte dans sa conception de ce facteur négligé jusqu’a présent dans la caractérisation des
phases stationnaires.
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Chapitre V Construction du test : d’un test étendu a un test

réduit pertinent

V.A Introduction et principe

Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, il est indispensable de tenir compte
de la nature du solvant dans la caractérisation des phases stationnaires. Le choix des conditions, y
compris les solutés, constitue un autre point de controverse : les tests reposent communément
sur de petits solutés dont on postule a priori leur capacité a sonder les caractéristiques du support
chromatographique. Les conditions choisies s’averent alors rarement représentatives de celles
couramment utilisées. Il nous est donc paru nécessaire de construire un test appropri¢ aux
nouvelles phases par le biais d’une approche que nous pouvons qualifier d’inverse a celle suivie
jusqu’a présent dans la littérature : notre méthodologie consiste a sélectionner les conditions du
test a posteriori, et non de les supposer a priori. Seulement, opérer une sélection suppose la mise en
place au préalable d’un premier test étendu, qui maximise le nombre de conditions de facon a ne
conserver que les plus intéressantes. Pour étendre au maximum la capacité de caractérisation de
ce premier test, il nous faut multiplier autant que possible la diversité des conditions
chromatographiques. A cette fin, nous avons intégré trois parameétres principaux en plus de la
nature du solvant, dont nous avons démontrée les effets notoires sur les phases stationnaires
[319] : les solutés, les niveaux de pH et la fraction massique de solvant. Le test dans des
conditions étendues repose sur une large gamme de solutés, différant suivant les propriétés
physico-chimiques, la présence d’hétéroatomes, la masse moléculaire et la structure
tridimensionnelle. Concernant les niveaux de pH, la plupart des tests réalisés avec des milieux
hydro-organiques tamponnés possedent un a deux niveaux de pH, aux voisinages de 3 et de 7.
Nous avons décidé d’introduire un niveau intermédiaire a pH 5. Nous avons envisagé quatre
fractions massiques pour chacun des modificateurs organiques. Nous avons effectué ce test
étendu sur 12 colonnes chromatographiques représentatives de celles utilisées dans I'industrie
pharmaceutique. Pour obtenir nos classifications, le traitement de données repose sur la
combinaison de I'’Analyse en Composantes Principales (ACP) et I’Analyse Hiérarchique en
Clusters (AHC). Cette approche combinée a des raisonnements physico-chimiques va nous
permettre de réduire les conditions de notre test de maniere rationnelle et objective.

V.B Partie expérimentale

V.B.1 Appareillage

I’Annexe 4 décrit en détails les trois systemes chromatographiques utilisés lors de I’étape
de construction du test.

V.B.2 Jeu de solutés
Les solutés sélectionnés pour le test étendu doivent respecter le cahier des charges suivant
dans le but d’assurer un maximum de diversité :

e Couvrir une gamme étendue de propriétés physico-chimiques, en termes
d’hydrophobie, de polarité et de constantes d’acidité tout en fournissant une
diversité d’hétéroatomes, de masses moléculaires et de conformations spatiales ;
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e FEtre aisément disponibles pour quiconque désire mettre en ceuvre la procédure de
test, ce qui signifie des solutés peu onéreux, en vente libre” et possédant une
stabilité chimique suffisante pour ne pas étre confronté a des phénomenes de
dégradation.

Pour remplir les conditions requises, notre choix s’est porté notamment sur des
composés pharmaceutiques connus et dont le brevet a expiré. Pour autant, quelques composés
« classiques », comme ceux du test de Tanaka [217], figurent dans cette liste de 32 composés.
Brievement, le jeu des solutés se constitue, par ordre alphabétique, d’amiodarone, d’ampicilline,
d’atropine, de benzylamine, de buspirone, de #-butylbenzene, de caféine, de chlorpropamide, de
clofazimine, de cyanocobalamine, de dextrométhorphane, de digitoxine, de diltiazem , de p-
éthylaniline, d’éthylbenzene, de furosémide, d’imipramine, de lopéramide, de nortriptyline, de #-
pentylbenzene, de phénol, de primidone, de quinine, de réserpine, de strychnine, d’o-terphényle ,
de tolueéne, de triphénylene, de d-tubocurarine et de vancomycine. Tous ces composés sont
représentés sur la Figure V-1.
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Figure V-1: Caractensthues des composés du test.
Au final, le jeu de solutés possede des valeurs de log P distribuées entre -0,07 et 7,66, des
masses moléculaires réparties entre 92 et 1450 g.mol” et des constantes d’acidité comprises entre

32 Ce qui exclut d’office les produits stupéfiants ou sous protection de brevet
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1,9 et 10,0. L’Annexe 3 détaille les caractéristiques de ces composés. Les solutés sont répartis au
niveau du test dans 4 phases mobiles différentes selon les fractions de solvant de manicre a
obtenir des paramétres chromatographiques fiables™.

V.B.3 Conditions chromatographiques

V.B.3.a Préparation des tampons

Afin d’obtenir un test fiable, on se doit de tamponner la phase aqueuse du mélange
hydro-organique [227]. Le protocole de préparation des tampons aux pH 3, 5 et 7 est fourni dans
I’Annexe 5.

V.B.3.b Préparation des phases mobiles

Les rapports iso-¢luants entre le méthanol et I'acétonitrile sont issus des résultats du
Chapitre IV. Le Tableau V-1 regroupe les rapports des 4 niveaux nécessités par le test pour
chacun des modificateurs organiques.

Tableau V-1: Niveaux de teneur en solvant pour le méthanol et ’acétonitrile.

Elnant %o miéthanol (m/ m) % acétonitrile (m/ m)
A 70 59
B 45 33
C 30 20
D 15 9

Rappelons qu’une nouvelle préparation des phases mobiles est effectuée par pesée pour
chaque colonne.

V.B.3.c Conditions d’injection

Le Tableau V-2 indique dans quelles phases mobiles les composés sont injectés : les
lettres correspondent au niveau de force éluante, et le chiffre, au pH du tampon de la phase
aqueuse.

Tableau V-2 : Conditions d’injection.

Soluté Eluants Soluté Eluants
Digitoxine A5 Dextromethorphane C3; C5; C7
Clofazimine A3; A5; A7 Phénol C3; C5;C7
Amiodarone A3; A5; A7 Furosémide C3; C5;C7
Butylbenzene* A5; A7 Chlorpropamide C3; C5; C7
Pentylbenzene* A5; A7 p-Ethylaniline C3; C5; C7
o-Terphényle* A5; A7 Quinine D3; C5; C7
Triphénylene* A5; A7 Primidone D3; C5; C7
Réserpine A7; B3; B5 Strychnine* D3; D5; C7
Toluéne* B5; B7 d-Tubocurarine D3; D5; C7
Ethylbenzene* B5; B7 Ampicilline D3; D5; C7
Lopéramide B3; B5; B7 Atropine D3; D5; D7
Imipramine C3; B5; B7 Cyanocobalamine D3; D5; D7
Nortriptyline C3; B5; B7 Vancomycine D3; D5; D7
Diltiazem C3; B5; B7 Caféine* D3; D5; D7
Buspirone C3; B5; B7 Benzylamine* D3; D5; D7
* 1=254 nm

Hormis la digitoxine, nous avons injecté tous les composés neutres a méme niveau de
force éluante et aux 3 niveaux de pH: de cette manicre, il nous est possible de détecter une
éventuelle erreur de préparation de I'éluent. Les composés ont été injectés aux concentrations
suivantes : 50 ppm pour la majorité d’entre eux, a exception des alkylbenzenes (150 ppm), de I'o-

3 11 est impératif d’obtenir des facteurs de rétention raisonnables — ni trop faibles, ni trop élevés, pour pouvoir
négliger les effets de 'instrumentation sur les asymétries de pic et les efficacités correspondantes (cf. Annexe 4).
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terphényle (20 ppm), du triphényléne (3 ppm), de la benzylamine (600 ppm), de la strychnine
(100 ppm) et de la d-tubocurarine (100 ppm). Apres chaque changement de phase mobile, on
requiert au minimum une heure pour I’équilibre. Le volume des 3 injections des mélanges est fixé
a 10 uL. En outre, les composés sont injectés séparément de manicre a les identifier sans
équivoque et s’assurer qu’aucune interaction ne vienne perturber la rétention. Les composés sont
en majorité détectés a 230 nm, sauf ceux marqués d’une étoile dans le Tableau V-2, qui sont
détectés a 254 nm. L’injection de thiourée a 59% en masse d’acétonitrile permet d’estimer le
volume de rétention nulle de la colonne.

V.B.4 Colonnes testées

Nous avons appliqué le test dans les conditions étendues a un groupe de colonnes,
représentatives de celles utilisées dans I'industrie pharmaceutique mais différentes par nature. Les
colonnes sélectionnées different par leur chaine alkyle (greffon C8, C16 ou C18) et par leurs
stratégies de protection vis-a-vis des groupements silanol résiduels. Par souci de simplicité, nous
pouvons schématiquement séparer en deux catégories distinctes les stratégies de protection :

1. Le masquage des silanols ou l'atténuation de leur effet grace a l'utilisation d’une
matrice de silice ultra pure, greffée avec des chaines particulicres permettant une
géne d’ordre stérique ou électrostatique ;

2. La réduction physique du nombre de silanols, par I'utilisation d’une silice de
technologie hybride ou d’une silice encapsulée, par 'augmentation la densité de
greffage, ou par la réalisation d’un ou plusieurs « end-capping » successifs.

Ces différents types de protection, combinés entre eux, constituent la principale origine
de Pextréme diversité des phases stationnaires dédiées aux composés basiques, désignées sous
I'appellation générique « special base » ou « base deactivated ». Les caractéristiques disponibles
des 12 colonnes testées, fournies par les fabricants sont référencées dans le Tableau V-3 (se
référer a ’Annexe 7 pour une description plus en détails).

Sauf indication contraire, la matrice constituant le support chromatographique est a base
de silice sphérique ultra pure. L’abréviation est obtenue par concaténation de la nature du
greffon, de sa longueur et de I'ordre dans lequel a été testé la phase stationnaire. La nature du
greffon est symbolisée par une lettre (correspondant a la premiere initiale du terme anglais) : E
signifie Encapsulée (« Encapsulated »), P, groupement Polaire intercalé (« Polar embedded graft »)
et C, chaine purement alkyle (« pure hydroCarbonaceaous moiety »). Toutes les colonnes sont de

dimensions 150 mm x 4.6 mm I.D. exceptées la Symmetry C18 (250 mm x 4.6 mm L.D.).

Aucune colonne a end-capping polaire ne figure dans ce jeu de phases stationnaires. De
commercialisation récente, nous ignorons leur stabilité a 'usage. Or ce facteur est fondamental
pour le développement de méthode, mais aussi dans le contexte de la construction de ce test : eu
égard a la durée de la procédure dans les conditions étendues, le risque de dégradation des phases
n’est pas négligeable et doit étre minimisé, d’ou I'absence de ce type de phases a ce stade du
développement du test.

80



Construction du test : d’un test étendu a un test réduit

Tableau V-3 : Caractéristiques des colonnes testées.

Colonne D 4, nC S, Fabricant Commentaires Abréviation
CapcellPak C8 UG 120 (12 5 10 300  Shiseido Silice encapsulée C8 E8_1
XTerra RP 8 10 35 134 174  Waters Siice hybridegreffée o
octylcarbamate
: : Greffon
Discovery RP Amide C16 | 18 5 12,0 198  Supelco hexadécylamide P16_1
Eclipse XDB C8 10 5 7,6 180 Zorbax C8_1
Symmetry C8 10 5 122 344  Waters Greffage Cf C8_2
Algo ~ monomérique haute
Kromasil C8 10 5 12 340 densité C8_3
Nobel
XTerra RP 18 10 35 144 172 Waters Ouice hybride greffée 0 )
octadécylcarbamate
SymmetryShield RP 18 | 10 35 17,0 339  Waters Greffon P18_2
octadécylcarbamate
Greffage C18
J’Sphere ODS H80 g8 4 22 * YMC polymérique haute C18_1
densité
Greffon
Stable Bond C18 8 35 10 300 Zorbax . C18_2
diisopropyloctadecyle
Nucleosil CISHD | 10 5 20 350 “acherey  Greffage C18 C18_3
Nagel = monomérique haute
Symmetry C18 10 5 19,5 341  Waters densité C18_4

* 1 valeur non fournie

V.C Traitement des données

Pour obtenir nos classifications, nous avons utilisé une procédure générique en 3 étapes,
illustrée schématiquement par la Figure V-2. Il s’agit d’abord d’effectuer un prétraitement des
données avant de réaliser une analyse en composantes principales, couplée ensuite a une analyse
hiérarchique en clusters, pour aboutir aux classifications finales.

Classifications finales

A 4

A.C.P. » A.H.C.

A 4

Données brutes Prétraitement

v

Figure V-2 : Procédure de traitement des données
Nous allons discuter chacune de ces étapes dans les sous-sections suivantes.

V.C.1 Prétraitement/Organisation des données

Nous avons testées 12 colonnes au moyen de 30 solutés et en faisant varier les 3 facteurs
que sont la nature du modificateur organique (méthanol ou acétonitrile), sa teneur (4 niveaux
chacun) etle pH (3, 5 et 7).

L’ACP étant uniquement capable de gérer des données de type numérique, il est
absolument nécessaire de réorganiser les notres afin de les rendre compatibles. En pratique, nous
avons fait appel a une technique d’« unfolding » [320] de facon a obtenir un jeu de 5040 données,
constitué de 210 descripteurs et de 24 couples colonne/solvant.

Concernant la nature du solvant, nos résultats précédents ont montré qu’il est préférable
de considérer le couple colonne/solvant a la colonne en elle-méme : en associant la nature du
solvant a la phase stationnaire, le nombre d’individus passe de 12 a 12 colonnesx2 solvants=24.
En pratique, et pour une meilleure lisibilité sur les classifications, les couples sont identifiés de la
maniere suivante : lidentité de la colonne suivant Pabréviation fournie sur le Tableau V-3
précédée d’un symbole définissant le solvant de test (un triangle pour I'acétonitrile, un cercle pour
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le méthanol). Quant au niveau de pH, la solution envisagée consiste a I'inclure dans la définition
des  wvariables de T’ACP, construites dés lors de la  maniére  suivante:

Variable = Parametre C/ymmazz‘ogmp/%'qﬂe”_f 0/%fé|| pH . Par exemple, le facteur de rétention de
Iampicilline a pH=5 se traduit par: k_ampicilline_5. Ainsi, nous bénéficions de 270 variables
exploitables en ACP (3 parametresx30 solutésx3 pH).

Comme les solutés sont injectés parmi 4 niveaux de solvant de manicre a obtenir des
facteurs de rétention raisonnables, il n’est pas nécessaire de faire apparaitre le facteur teneur en
solvant dans I'identification des variables, puisque cette information est déja incluse lors de la
donnée du pH et du soluté. Concernant les composés neutres injectés a différents niveaux de pH,
un seul niveau est conservé pour l'analyse de données, de facon a éviter des redondances
volontaires. Apres ’élimination des variables en exces, la base de données finale se compose de

210 variables x 24 individus.

V.C.2 Outils chimiométriques utilisés

L’Analyse en Composantes Principales (ACP) [264, 265, 291] s’avere un outil puissant
pour linterprétation des grands jeux de données. Cette méthode de projection est capable en
effet de recueillir linformation principale du jeu de données total sur un espace
dimensionnellement réduit par rapport a celui d’origine. Dans le cas présent, les individus sont
constitués de couples colonne/solvant. Les données sont centrées réduites de maniere a attribuer
a chaque variable la méme importance et la fiabilité des classifications obtenues est assurée par
une validation croisée.

Nous avons ensuite exécuté une Analyse Hiérarchique en Clusters sur les classifications
de maniére a regrouper objectivement les individus par similarité. La définition de la distance
choisie est de type euclidienne.

V.D Résultats et discussion

V.D.1 Test dans les conditions étendues

Nous avons réalisé en premicre intention une ACP sur le jeu complet des données
enregistrées, comprenant facteurs de rétention (£), asymétries de pic (As) et efficacité ().
Néanmoins, I'impossibilité manifeste d’interpréter les classifications nous a conduit a traiter
chaque type de parametre chromatographique de fagon séparée. Nous avons donc travaillé dans
trois sous-espaces différents : le sous-espace des facteurs de rétention, celui des asymétries de pic
et celui des efficacités. Néanmoins, en cas de mécanisme de rétention mixte, il existe une
corrélation entre les différents parameétres : I'indépendance des espaces n’est alors plus assurée.
En dépit de la probable non orthogonalité des sous-espaces entre eux, nous avons privilégié cette
organisation qui préserve le sens chromatographique.

V.D.1.a Facteurs de rétention

Comme I'illustre la Figure V-3, la premiére composante principale (CP1) reprend 67% de
I'information totale disponible, et la seconde (CP2), 13%. Ces deux premicres composantes
résument a elles seules 80% de linformation totale. Cet exemple démontre la puissance de
'analyse multivariée pour la réduction dimensionnelle : 2 dimensions suffisent au lieu de 70...

Le «score plot » dans le plan CP1-CP2 possede une forme caractéristique en V, rendant
I'utilisation de I’analyse en clusters particulierement attractive pour l'interprétation [290].
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Figure V-3 : « Score plot » CP1-CP2 sur les couples (colo)nne /solvant issus de tous les facteurs de rétention ;
la forme en V et la bissectrice correspondante sont schématisées respectivement en traits pleins et
pointillés.
Une fois tracée la bissectrice, les phases se répartissent en deux catégories selon le solvant
de test. La Figure V-4 montre le dendrogramme obtenu pour I’Analyse Hiérarchique en Clusters

réalisée a partir du « score plot » CP1-CP2.
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Figure V-4 : Dendrogramme des similitudes entre les couples colonne/solvant obtenus par AHC a partir
du « score plot » CP1-CP2 calculés d’aprés les facteurs de rétention.
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Le nombre de groupes est déterminé par le nombre de branches sectionnées par la ligne
verticale en pointillés. De ce découpage résultent 9 groupes, qui nous menent a linterprétation
suivante. Cela nous permet tout d’abord de confirmer le regroupement des couples
colonne/solvant considérés selon la nature du modificateur organique, soulignant la nécessité de
considérer le couple colonne/solvant plutot que la colonne en soi. Ce comportement, qui n’était
que suggéré en Figure V-4, apparait désormais clairement sur la Figure V-5. On retrouve toutes
les colonnes évaluées dans l'acétonitrile (groupes B, E, F et G) dans la partie supérieure du
graphique.

8_

Solvant

Hydrophobie

CP2 (13%)

CP1 (67%
Figure V-5 : Interprétation du « score plot » CPl-CPZ( des) couples colonne/solvant obtenus avec tous les
facteurs de rétention.

On peut remarquer que les couples colonne/solvant sont aussi ordonnés suivant leur
hydrophobie : toutes les phases remarquées pour leur faible rétention sont regroupées dans la
classe 1, de méme pour celles possédant des rétention intermédiaires (classes 2 et 3) ou élevées
(classe 4). Ceci signifie que sur ce « score plot », les individus s’organisent suivant deux directions
privilégiées : ’'hydrophobie de la phase et le modificateur organique. De surcroit, la discrimination
des phases stationnaires selon le solvant apparait d’autant moins marquée que leur hydrophobie
est faible, comportement que nous avions déja remarqué d’un point de vue chromatographique.
La classe 1, résultant de la fusion des groupes A et B, constitue aussi le point de départ de la
forme en V de la classification. Cette forme particulicre provient certainement d’un effet non
linéaire du processus de solvatation des chaines alkyles, phénoméne dépendant de la nature du
solvant.

Le loading plot correspondant a la Figure V-5 révele une distribution en forme de
croissant pour les variables (Figure V-0).
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Figure V-6 : « Loading plot » CP1-CP2 ; le nom des variables d’origine n’est pas figuré pour des raisons de
lisibilité.

Aucune des variables ne se situe au voisinage de lorigine des axes, et donc par
conséquent aucune n’est facilement éliminable selon ce critére usuel. En outre, la plupart sont
proches les unes des autres, traduisant un haut degré de corrélation. Une réduction apparait donc
possible, mais elle s’avere surtout nécessaire pour extraire I'information non redondante.

Dans notre cas, le «loading plot» n’est pas d’une grande aide a linterprétation, étant
donnée la forme nébuleuse que prend la répartition des variables, confirmant l'intérét d’une
combinaison ACP-AHC. Ce dernier point souligne la difficulté de la réduction dimensionnelle de
IACP. En effet, a ce stade, nous disposons de représentations bidimensionnelles simples pour les
colonnes mais sommes toujours dans l'incapacité de pouvoir sélectionner les variables les plus
pertinentes, et donc de réduire la procédure de test.

V.D.1.b Asymétries de pic
La Figure V-7 résume ’ACP interprétée, c'est-a-dire le résultat figuré de PTAHC réalisée
sur ’ACP, obtenue avec les asymétries de pic.
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Figute V-7: «Score plot» PCI-PC2 interprété des couples colonne/solvant construit sur toutes les
asymétries de pic; PAHC a été réalisée dans Pespace défini par les deux premiéres composantes
principales calculées sur les asymétries de pic.

De l'analyse en clusters réalisée sur 52% de l'information totale (portée par les deux
premiéres composantes principales) ressortent 11 groupes. Si 'on sectionne le dendrogramme
vers des similitudes légeérement moins importantes, c'est-a-dire en se rapprochant du tronc
central, ce ne sont plus que 8 groupes que nous isolons, figurés en pointillés, au lieu de 11. L’effet
du modificateur organique est beaucoup moins présent que pour les classifications issues des
facteurs de rétention. Toutes les colonnes possédant un greffon alkylcarbamate apparaissent dans
le méme groupe, se démarquant visiblement des autres, relatifs a un greffon alkylamide (2
« clusters » isolés) ou des greffons purement alkyle. Le greffon diisopropyloctadécyle (C18_2) se
détache des autres purement alkyle, ces colonnes possédant soit une haute densité de greffage —
monomérique ou polymérique — soit une encapsulation, stratégies réputées fournir une meilleure
protection vis-a-vis des silanols résiduels. Au final, il semble que les couples colonne/solvant
s’agencent par type et niveau de protection.

Concernant lefficacité, nous avons appliqué les mémes procédures. Les classifications
obtenues péchant par manque d’interprétabilité, les résultats ne seront pas présentés ici. Cette
observation confirme par ailleurs les problemes régulicrement rencontrés au niveau des efficacités
[221].

V.D.2 Réduction du test

La durée rédhibitoire du test, puisque dépassant une semaine d’expériences par colonne,
ne permet pas de 'appliquer a un plus grand nombre de phases stationnaires, et encore moins de
le transférer en I’état. Simplement, cette étape constitue un passage obligé dans 'optique d’une
sélection optimale des conditions par une méthodologie objective que nous allons décrire.

V.D.2.a Principe et méthodologie

L’ACP permet de réduire considérablement la quantité de variables initiales a quelques
composantes principales. Reprenons le cas des ACP sur les facteurs de rétention : d’'un espace
initial a 70 variables, donc a 70 dimensions, nous obtenons une représentation qui regroupe 80%
de l'information totale disponible a l'aide de 2 composantes principales seulement, soit 2

86



Construction du test : d’un test étendu a un test réduit
dimensions. Néanmoins, les composantes principales étant de simples combinaisons linéaires des
variables originelles, le fait de ne conserver que les deux premicres composantes n’entraine
aucune réduction du nombre de variables initiales, puisque toutes sont nécessaires a la
construction de ces composantes. En résumé, si la représentation graphique est simplifiée, il n’en
est rien pour le protocole expérimental. L’objectif de la méthodologie proposée consiste a opérer
une réduction du jeu de variables initiales tout en minimisant son impact sur les classifications
finales. Pour ce faire, différentes approches peuvent étre envisagées.

Par définition, les variables proches de T'origine, portent peu d’information ; si elles
existent, ce seront les premicres a éliminer. Cette approche pouvant se révéler insuffisante, nous
pouvons écarter les variables voisines, i.e. fortement corrélées, via un processus itératif [276, 278]
jusqu’a ce que ’ACP ne fournisse plus de classifications stables. Néanmoins, si les variables sont
réparties en nuage diffus, ce qui est notre cas, il peut s’avérer difficile de choisir de fagon
objective les meilleures pour le jeu final. D’autre part, cela pourrait nous conduire a éliminer des
variables trés corrélées par construction expérimentale, comme les facteurs de rétention des
alkylbenzenes, sur lesquels repose la définition du rapport isoéluant : ils sont donc utiles, ne
serait-ce que d’un point de vue chromatographique pour I'expérimentateur. Les éliminer en partie
est difficilement envisageable, que ce soit expérimentalement ou pour le traitement de données :
rappelons que leur rapport définit la sélectivité méthylene. Mieux vaut donc éviter de se priver de
variables dont la transformée peut aussi s’avérer utile par la suite.

La troisieme possibilité, celle que nous avons adoptée, consiste a mettre en ceuvre une
méthodologie de réduction rationnelle pour sélectionner les variables les plus informatives tout
en préservant les classifications. La minimisation de la durée du test repose sur I’élimination de
conditions chromatographiques enticres, telles que certains niveaux de pH, de teneur en
modificateur organique et de solutés. En effet, il parait peu concevable pour 'opérateur de mettre
en pratique un test « réduit » comprenant 24 phases mobiles différentes, signifiant la perte d’au
moins une journée consacrée aux diverses mises en équilibre™. Afin d’éviter une telle situation,
malheureusement pas improbable d’'un point de vue rigoureusement mathématique, le principe
de notre réduction se fonde sur la recherche du nombre minimal de niveaux nécessaire pour
préserver les classifications initiales, c’est-a-dire retrouver des groupes similaires a ceux révélés
par le test dans les conditions étendues. En outre, nous avons appliqué une contrainte
supplémentaire : les classifications nouvellement obtenues doivent rester interprétables, sinon le
test n’a plus aucune raison d’étre.

En pratique, le principe consiste a incrémenter d’une unité le nombre de niveaux, en
commencant avec un niveau unique comme palier par défaut. Nous avons suivi cette
méthodologie en appliquant d’abord une réduction en niveaux de pH, puis en niveaux de teneur
en modificateur organique. Pour étre sélectionnés, les niveaux doivent respecter les criteres de
qualité de reconnaissance suivants :

e La nouvelle classification doit permettre de reconnaitre les groupes identifiés sur
la classification dans les conditions étendues, toutes les deux obtenues avec des
degrés de similitude équivalents menant a un nombre de clusters similaire ;

e Ta nouvelle classification ne doit comporter aucun mésappariement: des
colonnes de natures variées possédant des comportement chromatographiques
différents doivent se retrouver séparées dans la classification, faute de quoi ce
phénomene, associé a une perte du pouvoir discriminant, conduira a I’élimination
du niveau.

De cette facon, les classifications obtenues dans les conditions étendues seront
préservées, voire améliorées, du fait de I’élimination du bruit introduit par certaines variables.

A titre d’illustration, I’évaluation des phases dans les conditions du test étendu requiert 24 phases mobiles, ce qui
nous conduit déja a 24 h consacrées a la mise en équilibre. Ajoutons que le dépouillement de données — saisie de
15000 données brutes — s’avere aussi rédhibitoire que la partie chromatographique...

87



Chapitre V
V.D.2.b Réduction du nombre de niveaux de pH

La premiere étape de la réduction s’opére sur les niveaux de pH. Le processus itératif
débute avec un seul niveau (3, 5 ou 7). L’examen des classifications interprétées doit nous
permettre de conclure quant a Iéventuelle suffisance d’'un seul niveau pour les facteurs de
rétention. Si tel est le cas, cela doit étre confirmé sur les asymétries de pic. Sinon, nous devrons
recommencer la procédure avec deux niveaux combinés. Si cela s’avére encore insuffisant, il ne
nous sera pas possible de réduire le test en niveaux de pH.

V.D.2.b.i Facteurs de rétention

La Figure V-8 représente ’ACP interprétée obtenue a chaque niveau de pH et incluant les
groupes trouvés via PAHC.

L’analyse en clusters montre clairement des classifications préservées aux pH=5 et pH=7,
au contraire du pH=3. Concernant ce dernier niveau, la séparation en 2 demi-plans provoquée
par le modificateur organique devient confuse, spécialement pour les colonnes de faible pouvoir
rétentif. D’autre part, les classifications obtenues au travers des niveaux 5 et 7 paraissent s’étre
affinées par rapport a la classification globale, nous amenant a une meilleure distinction selon
I’hydrophobie des phases stationnaires : effectivement, la colonne Symmetry C18 n’apparait plus
dans le groupe des phases moyennement rétentives. L’analyse en clusters semble plus
performante aux pH 5 et 7, menant a des classifications interprétées épurées : le pH=3 introduit
manifestement une dispersion supplémentaire qui nuit au pouvoir de discrimination du test,
confirmant en outre la nécessité de réduire le jeu de variables initiales, dont certaines s’averent
plus ou moins bruitées.

D’un point de vue physico-chimique, sélectionner les niveaux 5 et 7 de pH n’a rien de tres
surprenant : a ces valeurs, les groupements silanol résiduels sont partiellement dissociés et
peuvent étre particuliecrement bien révélés par des sondes basiques, elles aussi partiellement
ionisées. Autrement dit, ces niveaux, plus équilibrés en termes de population de silanols, sont plus
informatifs eu égard a la richesse des mécanismes de rétention qui peuvent intervenir. A pH 3, le
mécanisme d’échange de cations est beaucoup moins probable car les silanols restent sous forme
neutre méme si les composés basiques sont tous ionisés.

De plus, les classifications et les regroupements obtenus pour les facteurs de rétention des
niveaux de pH 5 et 7 ne s’averent pas tres éloignés. D’apres ’Annexe 2 portant sur les mélanges
hydro-organiques, si le pH de DIéluant est peu modifié par Pajout de faibles quantités de
modificateur organique, il I'est beaucoup lorsque 'on en augmente la teneur (ceci étant fonction
de la nature du tampon et du modificateur). Or le tampon change de nature entre les deux

niveaux : la dissociation d’un acide AH & A+ H" a pH 5 crée deux charges 2a solvater tandis

qua pH 7, la protonation de la base B+ H" & BH" laisse le nombre de charges constant. A

haute teneur en solvant, les pHs vont donc se rapprocher : le tampon acétate voit sa valeur
augmenter et le tampon TRIS, sa valeur diminuer, d’autant plus que la teneur en solvant
augmente et que le modificateur est peu protique. Ce phénomeéne peut expliquer des
classifications relativement proches entre 5 et 7, au contraire du pH 3, alors qu’il s’agit du méme
intervalle de pH. Méme si le tampon phosphate (pH 3) posséde un comportement similaire a
celui de l'acétate (le tampon repose a chaque fois sur une dissociation d’acide), il ne procure pas la
méme richesse en terme de mécanisme de rétention : la dissociation des silanols suit la méme
tendance que celle des tampons acides, rendant peu favorable ’échange de cations. La Figure
V-9, basée sur les facteurs de rétention de la clofazimine et de 'amiodarone, illustre parfaitement
ce propos.
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Figure V-8
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«Score plots » CP1-CP2 interprétés des couples colonne/solvant consttuits

\

a par

tit des

facteurs de rétention pour chaque niveau de pH ; (a) pH=3, les fleches indiquent les mauvais appariements
entre les couples colonne/solvant et les groupes auxquels ils appartiennent ; (b) pH=5 ; (c) pH=7.
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Figure V-9: Variations du facteur de rétention des composés basiques a haute teneur en solvant en
fonction du pH de la phase aqueuse.
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De par Iétendue des facteurs de rétention occasionnés aux pH 5 et pH 7 pour la
clofazimine et 'amiodarone, ces niveaux de pH s’averent les plus intéressants, le niveau pH 3
apparaissant clairement nivelant en terme d’information. Les inversions de rétention entre pH 5
et pH 7 sur les composés basiques sont probablement attribuables aux différentes distributions
de pKa des groupements silanol, dépendantes des phases stationnaires [318].

A ce stade, seuls les pH 5 et 7 sont conservés. Reste maintenant a examiner les
classifications obtenues sur les asymétries de pics pour sélectionner un niveau et valider ce choix.

V.D.2.b.ii Asymétries de pic
Comme nous avons rejeté le pH=3 pour la sélection d’un niveau unique, nous ne le
mentionnerons pas sur les résultats présentés dans la Figure V-10, relatifs aux seuls pH 5 et 7.
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Figure V-10: « Score plots » CP1-CP2 interprétés des couples colonne/solvant construits

CP1 (36%)

a partir des

asymétries de pic pour chaque niveau de pH ; (a) pH=5; (b) pH=7 ; chaque fleche indique une mauvaise
association entre colonnes greffées alkylamide et les colonnes greffées alkylcarbamate.
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Le «score plot» CP1-CP2 des asymétries retranscrit environ 50% de I'information
initiale, contre 80% pour celui des facteur de rétention.

La séparation due au solvant est plus prononcée sur les représentations a pH 5 et 7 que
sur celle obtenue dans les conditions étendues. Ceci peut étre attribué a leffet de la nature du
modificateur organique sur le pH et les pK,s, plus marqué aux pHs considérés: du fait de
lapparition de mécanismes de rétention mixtes, les composés basiques ont tendance a voir
augmenter leurs asymétries de pic. Cependant, le nombre de groupes — 11 a 12 — requis pour
réaliser une classification pertinente reste équivalent. Se produit en outre une diminution du
pouvoir discriminant a pH 7 entre les phases possédant un groupement polaire intercalé dans le
greffon alkyle: on perd la distinction en fonction de la nature de ce groupement. En
conséquence, ceci nous permet d’éliminer le niveau pH 7.

Pour les efficacités, la représentation a pH 5 est similaire a celle obtenue dans les
conditions étendues. Au final, le pH 5 se révele étre le seul niveau qui préserve les mémes
groupes que ceux observés dans les conditions étendues, que ce soit pour les facteurs de
rétention, mais aussi les asymétries de pic et les efficacités (résultats non figurés). Cela nous
permet de réduire la procédure d’un facteur 3 sans perte significative d’information.

V.D.2.c Réduction du nombre de niveaux de fraction en solvant

Comme nous I'avons vu précédemment, la contrainte d’optimalité consiste a rechercher le
nombre minimal de conditions sans perturber de facon significative les classifications. Le choix
d’une seule teneur en solvant s’étant avéré infructueux, nous étudions donc la possibilité de la
combinaison de 2 niveaux de fraction en modificateur organique.

V.D.2.c.i Facteurs de rétention

Plusieurs combinaisons de 2 niveaux de fraction de solvant ont été envisagées. Seule la
combinaison A/D s’avére capable de préserver la classification originale sur les facteurs de
rétention. La Figure V-11 représente le « score plot » obtenu dans ces conditions.
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Figure V-11: « Score plot » CP1-CP2 interprété des couples colonne/solvant construits a partir des facteurs
de rétention au niveaux de teneur en solvant A et D.

Nous trouvons dans ce cas 12 clusters autorisant encore une classification en fonction de

I’hydrophobie des phases stationnaires testées et de la nature du modificateur organique. Comme

92



Construction du test : d’un test étendu a un test réduit
nous l'avions déja remarqué sur la Figure V-3, les phases les moins rétentives sont rassemblées
dans un seul groupe si le dendrogramme est sectionné a un degré de similitude plus faible.

V.D.2.c.ii Asymétries de pic
La Figure V-12 résume la classification obtenue aux niveaux A et D de solvant.
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Figute V-12: «Score plot» CP1-CP2 interprété des couples colonne/solvant construits a partir des
asymétries de pic au niveaux de teneur en solvant A et D.
La classification initiale est préservée, méme si elle s’obtient via 13 clusters au lieu de 11

(cf. Figure V—7)35. Dans ces conditions, le test est toujours capable de distinguer les colonnes
possédant un groupement polaire intercalé selon sa nature. La représentation est sujette a une
rotation de /2 dans le sens trigonométrique par rapport a 'originale. Une permutation des deux
premieres composantes principales s’est certainement produite lors de cette derniere étape de
réduction. Ce phénomene n’est pas étonnant eu égard a la quantité d’information assez similaire
portée par chaque composante et il n’est trés pénalisant puisque 'on conserve notre classification.

De telles conditions se révelent aussi suffisantes pour préserver la classification initiale sur
les efficacités (résultat non figuré).

V.D.3 Test final
Les conditions du test réduit sont reportées dans le Tableau V-4.

Compte tenu de Iexcellente répétabilité de Iinjection (CV<0,5% sur les facteurs de
rétention, cf. page 60), deux injections au lieu de trois seront suffisantes.

% Cette différence n’apparait pas significative, du fait qu 'on travaille sur des variables bruitées.
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Chapitre V

Tableau V-4 : Conditions chromatographiques sélectionnées

Conditions Solvant Tenenr en solvant (%) Soluté
Tampon acétate 30 mM thiourée, digitoxine,
p}I:I: 5.00 4 25 °C MeOH 70 clofazimine, amiodarone,
butylbenzene*,
T=40°C MeCN 59 pentylbenzene*, o-

terphényle*, triphénylene*

Débit= 1 ml. min" MeOH 15 stryc,}'mme . benzylarn?ne ,
caféine*, d-tubocurarine,

atropine, ampicilline,
vancomycine,
cyanocobalamine

A= 254 nm pour les
solutés marquées d’une MeCN 9

(*); A= 230 nm sinon

Nous sommes donc parvenus a un test réduit préservant une large gamme de solutés,
réalisé a un pH intermédiaire, pH 5, avec 2 modificateurs organiques, au moyen seulement de 2
niveaux de teneur. La durée du test a été considérablement réduite, puisque divisée par un facteur
6. Deés lors, il est possible d’évaluer une nouvelle phase en une journée, et ceci dans deux
modificateurs organiques différents.

Remargue : Nous pouvons tracer un parallele entre les résultats de cette réduction et lapproche des plans
d’expériences : le pH constitue notre point an centre tandis que les variations opérées se réalisent a travers les
niveaux: de tenenr en modificatenr organique et la diversité de nos solutés.

En outre, comme les structures des groupes avant et apres réduction sont similaires, voire
améliorées ce qui permet d’affiner les classifications, il apparait que la procédure suivie a permis
de réaliser une réduction du test sans perte significative d’information. Il est a noter que les
composés sélectionnés maintiennent des diversités de structure et de propriété remarquables,
confirmant la nécessité de posséder des composés différents les uns des autres pour une
procédure de test pertinente.

V.E Conclusion

Cette étude a démontré qu’il était possible de construire un test grace a une approche de
sélection optimale des conditions. Le test réduit final se compose de conditions qui se sont
révélées les plus pertinentes par rapport a celles du test étendu. Le couplage ACP-AHC s’est
révélé extrémement précieux a la fois pour la compréhension des classifications et la sélection
objective des meilleures conditions. L’analyse en clusters s’est avérée aussi un atout pour
améliorer la qualité de linterprétation des « score plots ». L’effet du solvant, mis en évidence au
chapitre précédent, est confirmé, notamment pour les facteurs de rétention. Au final, le test
réduit est capable de distinguer des phases stationnaires @ priori tres différentes les unes des autres.
Il nous faut maintenant nous intéresser a la capacité de notre procédure d’évaluation a
différencier des colonnes dont les comportements chromatographiques sont plus proches. En
outre, pour achever le développement de notre test et avant d’envisager un transfert dans des
conditions correctes vers un autre laboratoire, ou méme ajouter de nouvelles phases stationnaires,
il faut s’assurer de la fiabilité de notre procédure.
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Notre test est désormais mis au point. Néanmoins, il faut garder a I'esprit que les résultats
et les classifications obtenues ne sont jamais que des estimations et non les valeurs vraies elles-
mémes, auxquelles nous ne pouvons avoir acces. Dans la littérature, peu de tests tiennent compte
de cette nuance, pourtant fondamentale. Comme pour toute méthode chromatographique en
phase de développement, nous avons choisi de valider notre procédure de test avant d’envisager
son utilisation « en routine » dans le but d’étendre la base de données de colonnes testées, ou
d’espérer la mettre en ceuvre dans d’autres laboratoires. C’est dans cet esprit que nous nous
sommes intéressés a ’évaluation de la fidélité de notre procédure et I'étude de sa robustesse. Tres
peu d’auteurs se sont penchés sur la répétabilité de leur test, ou encore sur la variabilité introduite
dans leur caractérisation par le lot de fabrication des colonnes ou leur remplissage (correspondant
aux fidélités intermédiaires intralot et interlot), et encore moins sur la reproductibilité du test.

Concernant les variabilités intralot et interlot des phases stationnaires, I’étude la plus
consistante est certainement a mettre au crédit de Kele et Guiochon [103, 321-326]. Quelques
autres ont aussi abordé ce point, mais plus dans 'optique de visualiser 'impact de l'interlot sur
leurs classifications [132, 234, 238, 327] que de quantifier de maniere systématique 'effet de ce
facteur. Dans son étude [243], Neue a parfaitement démontré les progres réalisés ces vingt
derniéres années par les fabricants de phases pour diminuer leur variabilité interlot, facteur
souvent invoqué lors de 'échec d’un transfert de méthode.

Outre la détermination des dispersions introduites par le lot de synthése d’'une méme
phase stationnaire et la répétabilité du test qui feront I'objet des deux chapitres suivants, le
couplage de ces deux études nous donnera acces au domaine de robustesse du test et donc aux
tolérances applicables aux conditions expérimentales. Nous aurons acces aux limites du pouvoir
résolutif du test, qui peuvent étre assimilées aux limites de détection/quantification dans une
procédure de validation.
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Pouvoir discriminant du test : étude de la variabilité interlot

Chapitre VI  Pouvoir discriminant du test : étude de la variabilité

interlot

VI.A Introduction

La colonne chromatographique, de par sa nature discrete, s’avere le maillon faible de la
chaine de mesure, constituant ainsi un facteur limitant pour la validation. La Figure VI-1 illustre
la différence de comportements chromatographiques observés sur deux colonnes neuves de lots
de syntheése différents sur la phase Nucleosil, toutes conditions égales par ailleurs.

Volt_|
Thiourée

Phénol

\

—

Toluéne

/ Ethylbenzéne
p-Ethylaniline /
J \ Nucléosil 1 J

IS
\
——

T " Nucléosil 2
5

10 15 20 25 30 min

0
Figure VI-1: Chromatogrammes obtenus en mélange eau/méthanol 50 : 50 (m/m) pour deux colonnes
Nucleosil C18 neuves issues de lots différents.

Deux ans séparent la colonne Nucleosil 1 de la Nucleosil_2, colonne la plus récente.
D’une part, hormis le marqueur de volume de rétention nulle qu’est la thiourée, tous les
composés sont plus retenus sur la Nucleosil_2, indépendamment de leur nature. I.’augmentation
du facteur de rétention des composés hydrophobes que sont le toluéne et I'éthylbenzene traduit
une surface hydrocarbonée accessible plus importante. D’autre part, on observe pour la p-
éthylaniline, composé basique, une traine de pic clairement plus prononcée sur la Nucleosil_2. Ce
phénomene, conjugué a une rétention globalement plus élevée, signifie probablement un
changement du procédé de synthése de la phase stationnaire qui se répercute sur le
comportement chromatographique™. De telles modifications ne sont pas acceptables lorsque la
phase stationnaire est utilisée en méthode de routine pour le controle qualité ou le suivi de
production : si la séparation a effectuer est remise en cause, ce qui est fort probable, il est alors
nécessaire de revalider la méthode. A notre connaissance, ce probleme de fidélité lot a lot
concerne tous les fabricants de phases stationnaires pour cette technologie datant de 10-15 ans.

3% Les colonnes étant a I’état neuf, tout phénomeéne de dégradation ou de vieillissement lié a I'utilisation est exclu. De
plus, le stockage ne semble pas avoir affecté la Nucléosil_1, plus efficace.

97



Chapitre VI
Néanmoins, la maitrise de la synthése a été grandement améliorée depuis, comme ’'a démontré
une étude de Neue e a/. [243], dont les résultats sont résumés dans le Tableau VI-1.

Tableau VI-1: Estimation du coefficient de variation sur les sélectivités engendré par P'interlot de phases
stationnaires de générations différentes (d’aprés [243]).

] e uBondapack Nova-Pak Symmet
Composés Sélectivite C 75 18 V) C18 o
Neutres toluéne/acénaphténe <1,5% 1,10%
hydrophobes naphtaléne/acénaphtene 0,44%
Polaires et non butylphtalate/toluene 1,10%
basiques propylphtalate/toluene 2,80%
propranolol/acénaphténe 7,00% 3,40%
Basiques doxépine/acénaphtene 7,30% 4,30%
amitriptyline/acénaphténe 2,20%

Introduisant la notion de « génération », ces résultats démontrent les progres réalisés ces
vingt dernieres années par les fabricants de phases pour diminuer leur variabilité interlot, facteur
d’échec lors d’un transfert de méthode.

Ce constat pourrait justifier a lui seul la nécessité d’établir une procédure de
caractérisation des phases stationnaires : une fois la dispersion interlot évaluée pour une phase
stationnaire donnée, son report sur les classifications montrera sans équivoque si une nouvelle
colonne possede un comportement chromatographique conforme aux attentes de lutilisateur.
Autrement, il sera possible de sélectionner la phase stationnaire la plus proche en vue d’une
revalidation.

Si Pévaluation de la fidélité des tests est rarement abordée dans la littérature, la
problématique des variabilités intra et interlot des phases stationnaires a fait 'objet de quelques
études, dont la plus complete est certainement a mettre au crédit de Kele et Guiochon, dont une
synthése des résultats est fournie dans le Tableau VI-2 et le Tableau VI-3 (pour plus de détails, cf.
Annexe 9).

Tableau VI-2 : Coefficients de variation des intra et interlots sur les facteurs de rétention (d’apres [103, 321-

326)).

Symmetry C18 Kromasil C18 Luna C18 (2) Vydac 218TP C18
CV (%
(%) | 1 tot, 5 10 lots I hot, 5 6 lots o, 5 7 bot, 4 9 lots 1 bot, 3 6 lots
colonnes colonnes colonnes | colonnes colonnes

Test1 | 014 | 1,19 | 034 | 2,78 1,35 0,25 292 | 016 3,90
Test2 | 0,12 | 1,10 | 058 | 279 | 1,28, 0,51 236 | 2,53 5,92
Test3 | 029 | 2,15 | 063 | 242 1,33 093 | 2,07 1,00 6,87
Test4 | 024 | 128 | 0,80, | 3,05 1,49 0,38 2,50 | 0,70 7,62
Test5 | 022, | 2,00 | 132 | 3,68 6,80 1,84 | 6,27 5,80 19,52

Tableau VI-3 : Coefficients de variation des intra et interlots sur les asymétries de pic (d’apres [103, 321-
326]).

Symmetry C18 Kromasil C18 Luna C18 (2) | Vydac 218TP C18 | Chromolith
0,
CV(%)| 11t 5 10 lots 1 bor, 5 6 lots 7 bot, 3 9 lots 1 bor, 5 6 lots 6 lots
colonnes colonnes colonnes colonnes
Test 1 0,67 2,94 1,34 1,024 2,95 492 1,45 3,63 2,17
Test 2 1,21 5,21 2,56 25,00 2,61 4,72 2,71 8,47 493
Test 3 6,68 15,21 7.41 32,32 10,38 11,45 11,11 12,61 10,09
Test 4 0,94 4,94 4,01 9,97 3.31 7,88 4,32 7,71 9,12
Test 5 1,45 428 3,38 7,51 4,60 5,58 8,97 8,70 2,84

Hormis le cas de la Luna C18 (2), la variabilité intralot est généralement inférieure a la
variabilité interlot sur les facteurs de rétention. Comme dans le Tableau VI-1, ces variabilités se
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Pouvoir discriminant du test : étude de Ia variabilité interlot
distinguent d’autant plus facilement qu’elles sont évaluées a l'aide de composés basiques. En
outre, elles apparaissent plus marquées sur les asymétries de pic — la Vydac 218TP C18 exclue.
Partant de ce constat ont ét¢ menées d’autres études reposant uniquement sur les mesures
d’asymétrie de pic [234, 235, 238, 327], avec des résultats contradictoires. En effet, Vervoort ez al.
[327] ont mis en évidence la dispersion interlot des Luna C18(2) au travers des asymétries de pic
des composés basiques alors que cette méme dispersion n’est pas significative sur les facteurs de
rétention. Dans d’autres études [234, 235, 238], la dispersion intralot s’avere supérieure a celle de

linterlot, alors que lordre attendu est plutot: &, ,, >0, .. > Opun - CONcernant ce dernier

Interlot

point, 'alternative est la suivante :

e Soit nous sommes confrontés a un état de surface insuffisamment maitrisé au
niveau de l'intralot, caractérisé par une dispersion élevée des propriétés physico-
chimiques du support: ce délicat probléme est connu pour les phases
polymériques [324] et peut aussi se produire sur des silices monomériques comme
Iillustre le cas de la Luna [323] ;

e Soit la procédure de test ne savere pas adaptée, du fait de conditions
chromatographiques trop nivelantes :

O Les sondes trop peu retenues [129, 232, 234, 235, 327] soumettent les
pics chromatographiques a des effets extra-colonnes conduisant a des
déformations d’origine purement instrumentale, comme le montre
I’Annexe 4 ;

O Les conditions de test ne permettent pas de discriminer au mieux les
supports, par exemple a cause d’un pH trop élevé [238].

Ajoutons qu’en I'absence d’étude portant sur Pévaluation de la fidélité des procédures de
test, il est difficile de conclure quant a la non mise en évidence de la dispersion interlot.

Cependant, Tlintralot s’avere généralement acceptable dun point de vue
chromatographique puisqu’il ne constitue plus un facteur limitant @ priori pour le transfert de
méthode sur les phases stationnaires de conception assez récente. Lorsqu’un cas tel que celui de
la Luna — exceptionnel sur les greffages monomériques — se présente, la dispersion engendrée ne
reléve plus d’un lintralot usuel. Néanmoins, cette possibilité renforce la nécessité d’établir une
caractérisation capable de mettre en évidence d’éventuelles non-conformités de colonne.
L’objectif de ce chapitre consiste donc a étudier la dispersion engendrée par le lot de synthese sur
deux phases stationnaires de générations distinctes et dont linterlot est clairement défini’’.
L’évaluation sera réalisée dans des conditions optimales de répétabilité — c'est-a-dire en limitant
au maximum I'impact des facteurs liés a la préparation. Contrairement a d’autres études [132, 234,
238, 327], nous nous attacherons a une quantification systématique de I'interlot plutoét qu’a une
visualisation de I'impact de Iinterlot sur les classifications, qui sera traitée dans la troisieme partie
intitulée Applications.

VI.B Partie expérimentale

VI.B.1 Instrumentation

L’étude s’est effectuée sur une seule chaine chromatographique HP 1050-110 (cf.
Annexe 4) pour limiter au maximum les sources de dispersion.

VI.B.2 Conditions chromatographiques

Les conditions pour I’étude interlot ont été sélectionnées a l'issue du chapitre précédent
(cf. Tableau V-4). I’Annexe 6 fournit de plus amples détails quant a la préparation des phases
mobiles.

37 Ceci n’est pas le cas de tous les fournisseurs : certains procedent a des mélanges de lots afin de limiter la variabilité
interlot, au détriment de lintralot.
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Chapitre VI
Afin de réaliser I’étude dans les meilleures conditions de répétabilité, nous n’avons utilisé
qu’une seule préparation de tampon de 10 L.

VI.B.3 Phases stationnaires

Les deux phases stationnaires choisies — la SymmetryShield RP18 et la XTerra RP18 —
sont de générations récentes. Elles possedent la méme granulométrie (3,5 um), le méme type de
greffage (monomérique), et le méme greffon (octadécylcarbamate), mais différent par leur matrice
de silice : la SymmetryShield est constituée de silice sphérique ultra pure tandis que la XTerra est
a base de silice hybride. Pour chaque phase stationnaire ont été testées 3 colonnes, chacune de lot
différent, et de dimension commune 150*4,6 mm. Ceci nous mene donc a 3 lots par phase
stationnaire, dont les caractéristiques disponibles sont consignées dans le Tableau VI-4.

Tableau VI-4 : Tableau des caractéristiques des phases stationnaires testées.

Métaux
S Typede N° S, o, Tanxdegreffage D Rapport (ppm)
Phase stationnaire | s 1ot ity €7 umodes/ ) (m) 90%]10%
Al Fe Na
101 340 17,50 3.0 9 139 <13 3
SymmetryShield | Ultra )50 15 40 3.0 9 139 <13 3
RP 18 pure
103 340 17,46 323 9 139 <13 3
108 182 14,77 2,26 129 148  <1<1<1
XTerra RP 18 | Hybride 109 176 14,62 2.29 134 1,49 3 <1<1
110 176 14,60 2,28 134 149 3 <1 <1

Le diametre des pores mesuré est proche du nominal (respectivement 10 et 12,5 nm sur la
SymmetryShield RP18 et la XTerra RP18). D’aprés ces données, la phase XTerra semble
posséder des caractéristiques plus dispersées que la SymmetryShield, au regard de la surface
spécifique, des taux de carbone et de greffage.

VI.C Traitement des données

VI.C.1 Modele

Il nous faut effectuer le traitement des données par une ANOVA a un facteur controlé, a
savoir le lot, suivant la démarche décrite ci-dessous. Nous ne détaillerons pas les calculs inhérents
a ce modele, amplement renseignés dans la littérature [261, 328, 329].

VI.C.2 Principe de I'exploitation

Le test se composant de 15 solutés et de deux modificateurs organiques, évaluer I'impact
du facteur lot sur chaque analyte en fonction du solvant nous meéne a quelques 30 exploitations
par parametre, soit 90 en tenant compte des trois parametres k, As” et h. Ceci constitue le premier
niveau du traitement de données. Dans un souci de lisibilité et de clarté, il nous faut
impérativement regrouper l'information de fagon a fournir — a I'idéal — une valeur unique
reflétant la dispersion interlot pour chaque parametre. Ainsi, pour chaque type de parametres,
nous avons choisi de travailler a différents niveaux de regroupements de données, selon la
démarche proposée dans le Tableau VI-5.
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Tableau VI-5 : Niveaux d’exploitation.

Factenrs pris en compte Nombres d'estimations
Nivean (nombre de modalités Degré de regroupement 0‘)0&/{ un tjpe de
dispersion)
1 | Analyte (15), Solvant (2), Phase chaque composé est pris 30
Stationnaire (2) isolément
> |Classe de composés (3), Solvant  regroupement par classes de 6
(2), Phase stationnaire (2) composés
3 Classe de composés (3), Phase  regroupement par solvant et 3
stationnaire (2) classes de composés
4 Phase stationnaire (2) estimation globale 1

Le degré du regroupement le plus élevé est par définition moins informatif que les
précédents, sinon les niveaux de regroupement par classes de composés (niveaux 2 et 3)
n’auraient pas lieu d’étre. Cependant, cette estimation globale offre une évaluation unique de la
dispersion intetlot propre a chaque phase stationnaire.

D’un point de vue expérimental, la répétabilit¢é d’injection est un paramétre
essentiellement instrumental dépendant des conditions chromatographiques : elle peut donc étre
considérée indépendante de la phase stationnaire. Dés lors, d’un point de vue statistique, il nous
parait judicieux de cumuler la répétabilité obtenue sur les 6 colonnes, de maniére a augmenter le
nombre de degrés de liberté de la résiduelle : au niveau 1, cela se traduit par une élévation de 3 a 6
degrés de liberté™.

Les coefficients de variation, au méme titre que les écart-types, ne sont pas additifs,
contrairement aux variances. L.a valeur obtenue lors des regroupements résulte donc d’une
/é 2
2. CV(%);
i=1

moyenne quadratique, selon la formule: CI17(%)= et non dune moyenne

5

IS

arithmétique classique.

VI.D Résultats et discussion

Tous les résultats pour chaque niveau d’exploitation figurent dans ’Annexe 10. A titre
d’illustration, nous détaillons la procédure sur les facteurs de rétention de la SymmetryShield.

VI.D.1 Résultats sur les colonnes SymmetryShield RP18

VI.D.1l.a Niveau 1

Le Tableau VI-6 regroupe les résultats de premier niveau pour les facteurs de rétention
obtenus sur la phase SymmetryShield RP18, avec respectivement le méthanol et I'acétonitrile
pour modificateur organique.

38 3 modalités pour le facteur lot et 2 répétitions nous menent a 3x(2—1) = 3ddl, contre 6x(2—1) = 6 ddl en prenant

6 modalités pour le facteur lot.
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Chapitre VI

Tableau VI-6: Estimation de la dispersion et des coefficients de variation par ANOVA des facteurs de
rétention de chacun des solutés sur la phase SymmetryShield.

Modificatenr organigne MeOH MeCN
Sour.ce' de Lot Résiduelle Lot Résiduelle
variation

Soluté o CV (%) o© CV (%) & CV(%)| o |CV (%)
Digitoxine 0,0252 | 1,57 | 0,0026 | 0,16 | 0,0186 | 2,99 |0,0006 | 0,09
Clofazimine 0,1350 | 4,39 | 0,0052 | 0,17 | 0,1796 | 4,63 ]0,0082 | 0,21
Amiodarone 0,3419 | 3,28 | 0,0096 | 0,09 | 0,2448 | 3,41 |0,0088 | 0,12
Butylbenzene 0,0518 | 1,00 | 0,0017 | 0,03 | 0,0552 | 1,03 |0,0017 | 0,03
Pentylbenzeéne 0,0671 | 0,89 | 0,0021 | 0,03 | 0,0756 | 0,99 |0,0028 | 0,04
o-Terphényle 0,0645 | 0,90 | 0,0023 | 0,03 | 0,0681 | 1,02 |0,0028 | 0,04
Triphénylene 0,0984 | 0,64 | 0,0043 | 0,03 | 0,0929 | 0,95 |0,0037 | 0,04
Strychnine 0,1177 | 2,36 | 0,0160 | 0,32 | 0,0772 | 1,55 |0,0140 | 0,28
d-Tubocurarine | 0,1698 | 2,68 | 0,0566 | 0,89 | 0,3341 | 2,63 |0,0129 | 0,10
Atropine 0,1254 | 2,76 | 0,0406 | 0,89 | 0,0866 | 1,74 |0,0112| 0,23
Ampicilline 0,0270 | 0,89 | 0,0105 | 0,35 | 0,0099 | 0,82 |0,0038 | 0,31
Cyanocobalamine | 0,0586 | 1,23 | 0,0195 | 0,41 | 0,0211 | 0,72 |0,0101 | 0,34
Vancomycine 0,0332 | 1,83 | 0,0134 | 0,74 | 0,0190 | 2,05 |0,0069 | 0,74
Caféine 0,0407 | 1,15 | 0,0126 | 0,36 | 0,0102 | 0,42 |0,0106 | 0,43
Benzylamine 0,0333 | 4,41 | 0,0041 | 054 | 0,0161 | 2,66 |0,0063| 1,04

En premier lieu, la variabilité résiduelle dépend essentiellement de deux parametres, la
teneur en modificateur organique et le type de soluté :

1. Elle s’avere plus élevé a basse qu’a haute teneur en solvant, du fait manifestement
d’une viscosité plus importante de I’éluant. De plus, nous avons observé que les
phases mobiles riches en eau sont plus enclines a réabsorber un gaz dissout plus
rapidement, source de moindre répétabilité du débit au niveau de la pompe.

2. Pour les composés ionisables et/ou polaires, elle est bien supétieure a celle des

neutres apolaires.

La méme tendance est observée pour le facteur lot. Les sondes basiques se montrent
particuliecrement discriminantes, 2 a 4 fois plus que les composés neutres. Ces résultats sont
d’ailleurs en accord avec ceux de Kele et Guiochon [103, 321-325]. Par contre, le modificateur
organique ne semble pas influencer notablement sur la variabilité résiduelle ni sur la dispersion
intetlot.

VI.D.1.b Niveau 2

En regroupant les solutés par classes suivant leurs propriétés physico-chimiques, nous
obtenons le Tableau VI-7.

Tableau VI-7 : Coefficients de variations intetlot et résiduelle (%) des classes de solutés sur les facteurs de
rétention pour chaque modificateur organique.

Famille de solutés MeOH MeCN
Intetlot Résiduelle Intetlot Résiduelle
Hydrophobes dont 2,25 0,10 2,56 0,10
Neutres hydrophobes
(solutés de Tanaka) 0.87 0,03 1,00 0.04
Polaires hydrophobes 3,29 0,15 3,74 0,15
Hydrophiles 2,42 0,61 1,77 0,52
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A haute teneur en solvant, il apparait une relation entre dispersion et propriété physico-

chimique des composés, que ce soit en méthanol ou en acétonitrile. A méme force éluante, la

capacit¢ supplémentaire de discrimination entre les lots des solutés basiques provient

certainement du mécanisme mixte de rétention. Nous pouvons établir approximativement les

contributions relatives a la dispersion interlot mesurées par les facteurs de rétention, sous réserve
de simple additivité quadratique :

e 1% provient de la rétention purement hydrophobe, sondée par les solutés neutres :
ceci peut étre attribué a des variations au niveau du taux de greffage par exemple ;

e  Plus de 3% sont directement reliés aux interactions de type ion-ion et ion-dipdle,
mettant en jeu des groupements silanol résiduels, auxquels sont particulierement sensibles
les composés basiques. En toute rigueur, on ne peut exclure des interactions entre les
sondes et les groupements carbamate.

A basse teneur en solvant, les composés hydrophiles s’averent moins discriminants que
leurs homologues basiques hydrophobes. Le changement de solvant se traduit par une
diminution de la variabilité interlot, vraisemblablement attribuable a 'augmentation de la teneur
en phase aqueuse (de 85% a 91%), masquant de fait les silanols.

VI.D.1.c Niveaux 3 et 4

Le modificateur organique n’ayant que peu d’effet sur les variabilités interlot de méme
bien évidemment que sur la résiduelle, il est donc envisageable d’opérer un regroupement selon
ce facteur. Les résultats issus de ce traitement pour les trois parametres facteur de rétention
asymétrie de pic et efficacité figurent dans le Tableau VI-8.

Tableau VI-8: Coefficients de variation interlot et résiduelle (%) des classes de solutés et estimations
globales pour les trois paramétres sur la phase SymmetryShield RP18.

. . ) £ As’ b
Niveas Fapnille de solutés Interlot | Résiduelle | Interlot | Résiduelle | Interlot | Résiduelle
Hydrophobes 2,41 0,10 9,91 0,43 10,24 0,92
3 Neutres 0,94 0,03 8,31 0,45 4,01 0,84
Polaires 3,52 0,15 11,71 0,41 14,95 1,02
Hydrophiles 2,12 0,57 7,27 1,13 10,54 3,12
4 Global 2,26 0,42 8,60 0,88 10,41 2,36

L’ordre globalement observé C17, (&) <Cl/, ,(As)<C1/,,,(h) est conforme aux

données de la littérature. Cependant, concernant les asymétries et les efficacités, une variabilité
plus forte ne s’aveére pas synonyme de pouvoir discriminant: en effet, ces parametres, moins
répétables (surtout a basse teneur en modificateur organique), sont a ce jour insuffisamment
modélisés pour appréhender leurs comportements, parfois problématiques [221]. Ainsi, il nous
parait délicat de fonder une étude sur ces parametres comme 'ont fait d’autres auteurs [234, 235,
238, 327] en 'absence d’évaluation de la fidélité de la procédure de test.

Reste maintenant a effectuer une exploitation similaire sur la phase XTerra RP18.

VI.D.2 Résultats sur les colonnes XTerra RP18

Le dépouillement des données montre des résultats en tous points similaires a ceux
obtenus avec la phase SymmetryShield. Le Tableau VI-9 résume les résultats obtenus au terme de
I'exploitation sur les trois parameétres chromatographiques d’intérét pour les niveaux 3 et 4.
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Tableau VI-9: Coefficients de variation interlot et résiduelle (%) des classes de solutés et estimations
globales pour les trois paramétres sur la phase XTerra RP18.

. . ) y3 As’ b
Niveas Fapmille de solutés Interlot | Résiduelle | Intetlot | Résiduelle | Interlot | Résiduelle
Hydrophobes 1,77 0,15 2,81 0,41 9,08 0,64
3 Neutres 1,33 0,06 2,43 0,40 10,05 0,59
Polaires 2,23 0,23 324 0,41 7,59 0,71
Hydrophiles 0,94 0,67 4,31 1,60 6,35 2,47
4 Global 1,39 0,50 3,69 1,20 7,74 1,86

Le coefficient de variation de la variabilité résiduelle apparait plus élevée que sur la phase
SymmetryShield, alors que les dispersions sont rigoureusement identiques (résiduelle cumulée) :
ce phénomene traduit simplement la moindre rétentitivité de la XTerra par rapport a la
SymmetryShield”. Quant a lorigine de la dispersion interlot, plus élevée que sur la
SymmetryShield pour les neutres hydrophobes, il est probable qu’elle soit due a une synthese
moins bien maitrisée sur les supports hybrides : nous avions déja noté dans le Tableau VI-4 des
caractéristiques plus dispersées pour la XTerra. Cependant, la diminution de I'interlot remarquée
sur les composés basiques hydrophobes et les solutés hydrophiles semble nous indiquer une
meilleure protection contre les groupements silanol résiduels.

Concernant les estimations globales sur les paramectres chromatographiques, 'ordre
préalablement constaté sur la SymmetryShield C17, (k) <Cl/,,,(As")<Cl/,,,(h) est conservé,

cependant avec des dispersions moindres.

VI.D.3 Comparaison des dispersions interlot

Le Tableau VI-10 récapitule les résultats interlot pour le plus haut niveau de
regroupement (niveau 4) obtenus sur les deux phases stationnaires.

Tableau VI-10 : Coefficients de variation interlot et résiduelle (%) au niveau 4 de regroupement pour les

trois parameétres chromatographiques sur les deux phases stationnaires étudiées.
Phase stationnaire £ As b

Interlot | Résiduelle | Interlot | Résiduelle | Interlot | Résiduelle
SymmetryShield RP18 2,26 0,42 8,60 0,88 10,41 2,36
XTerra RP18 1,39 0,50 3,69 1,20 774 1,86

Sur les trois parameétres chromatographiques, la dispersion interlot de la phase
SymmetryShield apparait manifestement plus élevée que celle de la XTerra, et ce d’'un facteur
environ deux concernant les facteurs de rétention et les asymétries de pic.

Comme les travaux de Kele et Guiochon incluent la phase Symmetry C18, il nous parait
intéressant de confronter leurs résultats aux notres, pour comparer 3 phases stationnaires de
génération distincte. A cette fin, il nous faut intégrer ces résultats de fagon homogene. Etant
donné que les tests utilisés par Kele et Guiochon ne comportent pas de composés basiques
hydrophobes, sources de variabilité maximale au niveau de Iinterlot, la comparaison ne peut
s’effectuer que sur certains solutés possédant des caractéristiques communes ou similaires. En
effet, introduire l'intégralité de nos résultats nous aurait conduit a surestimer la variabilité interlot
obtenue lors de notre test par rapport aux mélanges de Guiochon et a donc biaiser la
comparaison. Notre choix s’est donc porté sur :

1. Des composés de Tanaka — mélange constitué de butylbenzene, de
pentylbenzene, d’o-terphényle et de triphénylene ;

¥ Le fait que le coefficient de variation de la résiduelle de la XTerra soit plus élevé que celui de la SymmertryShield
n’est pas imputable a I’écart type mais a des moyennes de rétention différentes, en 'occurrence moins élevée pour la
XTerra.
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2. Des solutés hydrophiles généralement ionisables et porteurs d’une fonction

basique, a savoir l'aniline, un mélange de toluidines, la caféine, la pyridine, le
propranolol, Pamitriptyline et la benzylamine.

Les résultats, présentés dans le Tableau VI-11, démontrent clairement une amélioration
de la dispersion intetlot, au fur et a mesure des générations, notamment au niveau des composés

hydrophiles.

Tableau VI-11: Coefficients de variation obtenus pour trois générations différentes de phase stationnaire ;
pour la phase Symmetry C18, les résultats sont adaptés de [322].

Solutés Symmetry C18 SymmetryShield RP18 XTerra RP18
Tanaka 1,35 0,94 1,33
Hydrophiles 2,44 2,12 0,94
Moyenne 1,97 1,64 1,15

bl b

En partant du principe que la dispersion des composés neutres reflete la qualité du
greffage, et celle des solutés hydrophiles, le degré de protection vis-a-vis des silanols résiduels,
Iinterprétation est la suivante :

S’agissant du passage de la Symmetry C18 a la SymmetryShield RP18, a base de la
méme silice mais avec un greffon différent, Pamélioration porte a la fois sur la
maitrise du greffage et sur leffet protecteur supplémentaire apporté par le
groupement carbamate enchassé.

Concernant le passage de la silice pure a la silice hybride, a méme greffon, le gain
apporté par le nouveau support en terme de protection vis-a-vis des silanols
résiduels compense une moindre fidélité au niveau de la surface hydrocarbonée
accessible.

En tout état de cause, cette comparaison nous permet de confirmer la notion de
« génération » proposée par Neue.

La Figure VI-2 permet d’appréhender d’un point de vue chromatographique les progres
effectués entre ces deux générations de phase stationnaire au travers de deux mélanges issus de
notre test : le mélange de Tanaka et un mélange constitué de digitoxine (neutre), de clofazimine et
d’amiodarone, ces deux derniers composés étant basiques.

105



Chapitre VI

g
<
)
o o
§ & o
. =3
g = g
2 g
E\\ i =3 @
<
A g - g
B o |t
-3 e -
E
o
Ly
<] . -
mssmga e e oo
© ) =
- i
P : ~
|7 . ' <
= | '
= - Rl
5 I 3 1o b,
2 I C b =
[ I
i g 1o -
- - . [}
P o] I
o = ! "
7o B T
)
i A L
P T P o)
_ L S o
- _—
V] rr
P by i
[ 1 b
B ! |
TR S e i S S e R Mt s
= BB 203
L) L} s 1 1 =3
1 E . 1 £
r L}
] I |
=1 [ H 1 3
2] I | I
=5 -
ﬁ i [~ H 1
g | ]
M ]
u H ! | !
'§ - [ re Y _ . ! =
o J R !
ad T I
=) = ST == <
N : 5
8 ' f= 2 I |
~ ! <E I i =
i H 1 o)
./! t 1 ~—
= I EsEo—=o= Lo - 1 ol
g ‘ﬁi Lo &
= ! | ‘ se]
& I e P i <
& | = J o =
| : —_ <
o A L N n
TR T A S T N == [
T — 8] ) =
| Lo 9 . H e |3}
. i S g
£ ! | £
N H H -
s ] L P %)
z ) '
= t k| P =
£ ! g b
& i L. &b [
i ) A i
i ) - = !
i T Lf
i i P
- L .S ) c‘_-. L
. 13
I | i
S ( [

1204

50

T T
2 2 I
z

E

mall

Figure VI-2: Chromatogrammes obtenus sur trois lots de phase SymmetryShield RP18 et XTerra RP18 a
haute teneur en acétonitrile.

Pour la phase SymmetryShield RP18, la différence interlot se remarque mieux avec les
composés basiques : visuellement, nous pouvons comparer I’étendue de la dispersion a temps de
rétention équivalent pour une comparaison honnéte. Elle séleve a 0,25 min pour le
pentylbenzene contre 0,75 min pour 'amiodarone, soit un facteur trois. Nous retrouvons donc
sur les chromatogrammes le méme ordre de grandeur séparant les dispersions interlot
caractérisées par les composés hydrophobes neutres ou basiques.

Pour la phase XTerra RP18, TIétendue de la dispersion est encore une fois plus
importante sur les composés basiques — 0,2 min pour P'amiodarone — que sur les neutres
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hydrophobes — 0,1 min pour I'o-terphényle, soit un facteur deux, moindre que dans le cas de la
SymmetryShield.

Ces chromatogrammes soulignent la nécessité d’introduire des composés basiques,
hydrophobes de préférence, dans la procédure de caractérisation des phases stationnaires de
maniere a avoir des sondes sensibles capables de mettre en évidence de faibles différences.

Remargue : 1 e fait que la dispersion interlot dépende de la phase stationnaire empéche tout approfondissement du
traitement de données selon un modele, certes plus complexe, mais potentiellement plus informatif.

En effet, en faisant varier quatre factenrs — la Phase Stationnaire X Solvant X Analyte
phase stationnaire P, le lot de phase L, le solvant §

et Lanalyte A, [létude s'organise potentiellement

selon un plan mixte a quatre facteurs, dont trois sont Lot

en relation factorielle, et deux en lien pyramidal,
comme illustré par la Figure 1'1-3.

Cependant,  pour — pouvoir  traiter les  données  suivant e modéle  mathématigne  relatif a  ce
plan :Ry,, =m+ A +S + P+ AS, + AP, +SP, + ASP, +L,, . +¢, il faut  satisfaire

ijklo iklo?
impérativement au critere d’homoscédaticité, on homogénéité des variances au nivean de chaque factenr, c'est-a-dire
SUPPOSEr O, shivia = O s » DIPOIDESE invalidée par nos résultats.

Figure VI-3 : Plan mixte a 4 facteurs

VI.E Conclusion

Cette étude confirme la notion de « génération » de colonne, introduite par Neue [243,
301, 318]. En outre, elle souligne la nécessité d’utiliser des sondes basiques, bien plus pertinentes
que les composés neutres pour la mise en évidence de la variabilité interlot. Mais pour savoir si le
test est réellement capable de distinguer des colonnes de lots différents en utilisation normale, il
faut désormais évaluer la répétabilité intrinséque de notre procédure, étape intégrée a I’étude de
robustesse qui fait 'objet du chapitre suivant.
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Chapitre VII Etude de robustesse : domaine d’application

VII. A Introduction

Contrairement aux méthodes chromatographiques usuelles, les procédures de test ne sont

jamais validées, ne serait-ce que partiellement. Néanmoins, quelques auteurs ont mené une
¢évaluation de la fidélité de leur méthode [131, 132].

Concernant la reproductibilité d’un test, le meilleur moyen de Iévaluer s’effectue au
travers d’un circuit interlaboratoire [330]. Une étude récente portant sur la certification d’une
colonne HPLC comme matériau de référence (matériau de référence certifié BCR-722) et
impliquant 8 laboratoires a permis d’obtenir, grice a un protocole opératoire tres strict, des
reproductibilités tres satisafaisantes pour les sélectivités méthylene et de forme [221]. Une autre
comparaison entre laboratoires” [262] a permis d’accéder aux reproductibilités de nombreux
descripteurs, mais aussi de confirmer leurs corrélations partielles, déja démontrées dans des
études précédentes [192, 239] et consolidées par Neue ef al [245]. Dans Iétude de Kele et
Guiochon, des précautions particulicres ont été prises, comme I’utilisation d’une préparation
unique de tampon, afin de minimiser les sources d’erreurs introduites par des facteurs
potentiellement influents. Il est clair que des conditions opératoires insuffisamment maitrisées
rendent probable I'introduction d’incertitudes, qui se traduisent inévitablement par un effet de
flou bruitant les classifications [245]. Si les facteurs influents pour la rétention en phase inverse
sont clairement identifiés [221, 301, 326], leur impact est encore trop souvent estimé au moyen
d’études ne faisant varier qu’un seul facteur a la fois [244], dont on sait qu’elles sont incapables de
révéler des interactions potentielles entre facteurs, au contraire de la méthode des plans
d’expériences (DoE).

Afin de démontrer la transférabilit¢ de notre procédure, nous devons évaluer sa
robustesse. Selon 'ICH, une procédure analytique est dite robuste si elle se trouve peu affectée
par de petites variations des conditions expérimentales, variations provoquées délibérément mais
du méme ordre de grandeur que celles pouvant survenir de manicre fortuite a 'occasion de la
mise en ceuvre de la méthode ou de son transfert. Une étude de robustesse permet donc d’évaluer
la fiabilité de la méthode en routine. A ce jour, la robustesse des tests chromatographiques n’a
quasiment jamais été prise en considération. A notre connaissance, la littérature ne fait mention
qu’une fois de résultats issus d’'un plan d’expériences [132] sans que la méthodologie n’ait encore
été publiée. Second volet du développement du test, objectif de ce chapitre est d’évaluer la
robustesse de notre procédure de test [331] et de définir son domaine de robustesse grice a la
méthode des plans d’expériences.

VII.B Plan d’expériences utilisé

VII.B.1ldentification des facteurs et des réponses

Nous avons identifié quatre facteurs comme potentiellement influents dans la procédure
de caractérisation : la teneur en solvant (%S) de la phase mobile, la concentration du tampon
(Conc.), son pH (pH) et la température de la colonne (T). Ces facteurs appartiennent a une
catégorie de variables continues, encore dite de « process ». Le Tableau VII-1 indique les niveaux
choisis pour chacun de ces facteurs.

40 Cette comparaison interlaboratoire reposant sur deux, voire trois, laboratoires seulement ne peut étre qualifiée de
circuit interlaboratoire, qui doit mettre en jeu au moins 6 laboratoires différents.
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Tableau VII-1: Variations appliquées aux parametres chromatographiques dans Pétude de robustesse,
correspondant aux niveaux bas (-1), central (0) et haut (+1).

Facteurs Nivean bas (-1)  Point aun centre (0)  Nivean hant (+1)
) 69,5 58,5 70 59 70,5 59,5
Fraction de solvant (% 72/ m)
14,5 8,5 15 9 15,5 9,5
Température (°C) 39 40 41
pH 4,8 5,0 5,2
Concentration du tampon (mM) 27 30 33

Concernant la teneur en solvant, les variations appliquées pourraient paraitre de bien
faible amplitude au premier abord. Cependant, rappelons que, dans le cadre d’une étude de
robustesse, les variations appliquées se doivent d’étre du méme ordre de grandeur que celles qui
peuvent se produire fortuitement en pratique, ce qui explique une amplitude apparemment
réduite. Quoiqu’il en soit, elles ne représentent pas moins de 10 fois les erreurs potentielles de
pesées.

Nous avons considéré comme réponses les trois types de parametres classiques en
chromatographie : les facteurs de rétention (£), les asymétries de pics (As’ comme définies
précédemment [319]) et la hauteur de plateau réduite (h), nous menant 2 3 parameétresX15
solutés=45 réponses.

VII.B.2 Sélection du modele

Pour réaliser une étude de robustesse, deux choix s’offrent a nous suivant I'objectif de
Iétude. S’il s’agit de vérifier uniquement la robustesse a 'intérieur du domaine d’étude, un plan dit
de «screening », tels ceux de type Plackett-Burmann [332-338] ou supersaturé [339-341], peut
s’avérer suffisant. Si ’étude de robustesse constitue une étape a part enticre dans le processus de
développement (couplée a la phase d’optimisation par exemple) et/ou si l'utilisateur est a la
recherche d’un modele permettant de définir un domaine de robustesse, c’est-a-dire un domaine a
Pintérieur duquel pourront étre tolérées des variations sans que les résultats obtenus puissent étre
remis en cause, il est préférable d’utiliser des plans plus performants, mais aussi plus gourmands
en essais. Notre étude s’inscrit dans ce cadre. Nous désirons obtenir des surfaces de réponses au
voisinage des conditions nominales, il est donc impératif d’utiliser un modele au moins du second
degré. Comme nous ne pouvons négliger a priori les interactions d’ordre 2 du type %S*T ou
pH*Conc., nous les avons toutes conservées pour la modélisation de sorte que les réponses
expérimentales sont décrites par le modele polynomial de degré 2 dont ’équation est la suivante :

4 4 4 4
y=5 +Zﬂixi "‘ZZﬂinin "‘Z:Biixi2 + € Eq. VIl
i1 =)

i<j j=L

VII.B.3Plan d’expérimentation

Les plans fractionnaires et/ou factoriels complets a deux niveaux (et encore moins les
plans de « screening ») ne conviennent pas aux modeles quadratiques. Quant aux plans classiques
de surface de réponse du type central composite [342-344] ou Box-Behnken [345, 340], ils
requicrent beaucoup trop d’essais [347]. Nous avons donc été amenés a utiliser un plan
asymétrique pour réduire le nombre d’expériences (et par conséquence la durée de I’étude) afin
d’éviter tout biais eu égard a la possibilité de vieillissement de la colonne testée [348]. Au final,
notre choix s’est porté sur un plan D-optimal [266, 329, 347, 349] constitué de 16 points
expérimentaux (autant que de variables a déterminer) et de 6 points au centre, qui permettront
d’évaluer la répétabilité du test et donc serviront de base pour tester la significativité de
I'influence des facteurs et interactions. Les 6 points au centre sont répartis régulicrement de
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maniere a assurer le controle d’un éventuel vieillissement. I’ensemble des expériences réalisées
est représenté dans le Tableau VII-2.

Tableau VII-2 : Matrice des essais.

Ordre des % Solvant T PH Cone. Ordre des %o Solvant T pH  Cone.

excpériences excpériences
1 0 0 0 12 1 1 0 0
2 0 0 0 -1 13 -1 1 -1 1
3 -1 0 1 0 14 -1 1 -1 -1
4 0 1 1 15 0 0 0 0
5 1 1 -1 -1 16 -1 1 1 -1
6 0 0 0 17 -1 -1 1 -1
7 1 0 -1 1 18 0 -1 -1 0
8 -1 -1 -1 -1 19 -1 -1 0 1
9 1 -1 1 1 20 0 0 0 0
10 0 0 0 0 21 1 1 1 -1
11 1 -1 -1 -1 22 0 0 0 0

Le plan sélectionné ne possede pas uniquement un bon critere de D-optimalité. Le critere
de G-optimalité [350, 351] qui traduit une minimisation de la fonction de variance d’autant plus
importante qu’il s’accroit, s’éleve a 96,82 dans notre cas, ce qui correspond a un plan efficace
pour l'investigation du voisinage des conditions nominales.

Concentration
o O

Température

Q
@)

Solvant

Figure VII-1: Représentation du plan D-optimal a 4 facteurs sélectionnés.

La représentation des points expérimentaux sur la Figure VII-1 permet de mieux
appréhender la structure du plan : le plan D-optimal sélectionné s’appuie manifestement sur un
plan factoriel fractionnaire (points aux sommets de ’hypercube) sur lequel ont été rajoutés des
points aux milieux des arrétes, typiques d’un plan de Box-Behnken.
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VII.C Réalisation expérimentale

Nous avons réalisé cette étude sur une seule chaine chromatographique HP 1050-1100
pilotée sous Chemstation, décrite en détails dans ’Annexe 4.

VII.C.1 Réalisation des essais

Idéalement, les essais doivent étre réalisés dans un ordre aléatoire afin de minimiser les
effets de facteurs non controlés susceptibles d’affecter les résultats. Cependant, compte tenu de la
durée de I’étude, nous avons inclus des contraintes supplémentaires afin de minimiser 'impact de
toute dérive provenant d’un vieillissement de la phase stationnaire [348] :

1. Afin de détecter tout changement de comportement chromatographique lié au
vieillissement de la colonne, il est impératif d’effectuer régulicrement des points
au centre, en plus de ceux réalisés au début et a la fin de I’étude ;

2. Nous avons utilisé deux colonnes de méme phase stationnaire, une pour chaque
solvant, afin d’autoriser une comparaison fiable des effets selon le modificateur
organique utilisé et sans biais da au vieillissement.

Comme nous ne disposions pas de deux colonnes de méme lot de fabrication (variabilité
la plus faible), nous avons choisi deux colonnes de lots différents: en effet, les résultats du
chapitre précédent ont révélé une fidélité interlot satisfaisante sur les trois lots différents de
SymmetryShield RP18. Nous avons respecté le méme ordre des essais en méthanol et en
acétonitrile, tel que figuré sur le Tableau VII-2.

VII.C.2 Protocole opératoire de chaque essai

Chaque essai a été réalisé de maniére aussi indépendante que possible. Ainsi, un essai
correspond a une préparation spécifique de phases mobiles. Ces derni¢res ont été préparées de
facon similaire a ce qui est décrit dans I’Annexe 6, qui reprend les conditions sélectionnées au
terme du Chapitre V. Néanmoins, nous y avons porté quelques modifications de maniére a
controler plus finement les variations appliquées. En effet, comme par définition le pH et la
concentration du tampon sont liés, sa préparation a été revue afin de faire varier simultanément
ces deux facteurs de maniere maitrisée. Au lieu d’ajuster le pH du tampon avec une solution
d’acide concentrée jusqu’a atteindre la valeur du pH désirée, nous préférons dissoudre les
quantités appropriées de sel d’acétate de sodium et d’acide acétique titré (1,031 mol.L", d=1.010).
La pesée de chacun de ces produits, neufs et dédiés a cette étude, permet de controler les
variations a appliquer avec une maitrise suffisante. La valeur du pH est alors vérifiée a posteriori
pour valider la préparation au moyen dun pH-metre étalonné en tenant compte de la
température des solutions étalons (généralement a méme température que celle régnant au
laboratoire) et du tampon. Le reste du protocole est identique a celui décrit au Chapitre V.

Les phases mobiles ont donc été préparées suivant ce protocole modifié, en prenant bien
évidemment en compte les variations a appliquer aux niveaux de chaque facteur. Pour chacun des
essals, les réponses chromatographiques sont obtenues en moyennant les valeurs des données
recueillies sur deux chromatogrammes correspondant aux injections répétées.

VII.DPrincipe de Pexploitation

Cette partie explicite I'approche que nous avons choisie pour déterminer le domaine de
robustesse.

VII.D.1Elimination des réponses peu informatives

Pour sélectionner de manicre optimale les réponses, il faut tenir compte a la fois de la
répétabilité et du degré d’information des réponses, comme le réalise 'indice d’information des
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Variance Résiduelle ,,

Variance Totale
variance résiduelle correspond a la répétabilité aux points aux centres. Plus I'indice d’information
est proche de la valeur unitaire, plus la réponse considérée est informative. S’agissant du critére de
rejet pour les réponses a faible informativité, le seuil a été fixé a 0,5. En dessous de cette valeur,
les réponses, considérées alors comme peu pertinentes, pourront étre éliminées.

réponses [352], décrit par I'équation suivante : Indice d'Information =1~

VII.D.2 Calcul des effets et interprétation statistique

Les coefficients du mod¢le polynomial (donné par I'Eq. VII-1) sont généralement estimés
par régression linaire multiple, encore dénommée MLR (« Multiple Linear Regression »).
Cependant, le fait que ce type de régression repose sur ’hypothese d’indépendance des variables
d’entrée (c'est-a-dire les facteurs) constitue un inconvénient majeur. En effet, des facteurs tels que
la température, le pH et la teneur en solvant sont bien connus pour leur interdépendance. Il nous
a donc paru judicieux d’utiliser la régression dite PLS (« Partial Least Squares regression ») au lieu
de la régression linéaire classique, parce que cette derni¢re ne nécessite pas une covariance nulle
entre les facteurs. Par conséquent, elle traite plus efficacement les facteurs corrélés entre eux que
ne le fait la régression multiple. Ce dernier point est d’ailleurs vérifié en Annexe 10. La régression
PLS a été largement décrite dans la littérature [353-358]. Comme c’est classiquement le cas, les
réponses sont préalablement centrées et réduites avant d’effectuer la régression. Nous avons
utilisé la validation croisée pour déterminer le nombre de composantes PLS nécessaires. Nous
avons aussi fait appel a des outils plus classiques comme PANOVA pour calculer (par excés®) des
intervalles de confiance des coefficients estimés afin de déterminer le seuil de significativité des
coefficients avec a=5% (risque d’erreur de type I). La qualité du modele peut étre évaluée au
moyen de deux outils : sa qualité d’ajustement R? et sa qualité¢ de prédiction Q7 définies comme

P
suit: R® =“ﬂ et O° :1—% ou S8k, 3§ et PRESS représentent respectivement la

ARY
somme des carrés de la régression, la somme des carrées totaux et celle de I'erreur de prédiction“.
Au final, R? indique la partie de variation de la réponse expliquée par le modele tandis que Q7
renvoie a celle prédite par le modele. A I'idéal, des valeurs de R? et O treés proches de 1 traduisent
un modele de bonne qualité avec un bon pouvoir prédictif. Ces indicateurs sont ceux qui
traduisent le mieux la qualité du modéle [352]. Enfin, signalons que R’ surestime et que ¢ sous-
estime la qualité du modé¢le.

Afin de permettre une meilleure comparaison, ce seront les coefficients normalisés, selon
Cocfficient estimé

Réponse Moyenne

la relation : x100 que nous discuterons, et non les coefficients bruts.

VII.D.3 Construction du domaine robuste

VII.D.3.a Principe

A ce stade, seules les réponses possédant un indice d’information suffisamment élevé ont
été conservées. Si aucun facteur n’apparait influent, alors la réponse est robuste dans le domaine
expérimental. Dans le cas contraire, si certains coefficients s’averent influents, il nous faudra
délimiter le domaine de robustesse, a I'intérieur duquel les réponses pourront étre considérées
comme robustes. Pour cela, nous devons définir un critere de « tolérance ». Partant du principe
que la variabilité interlot de la phase stationnaire utilisée est suffisamment réduite et acceptable en
développement pharmaceutique, nous I'avons employée pour définir I’étendue du domaine de
robustesse du test. En conséquence, les conditions robustes ne permettront plus de distinguer

4 I’indice d’information est dénommé de fagcon impropre « Reproducibility » dans le logiciel MODDE.

4 Ta régression PLS n’étant pas capable d’estimer ces intervalles, la régression linéaire multiple en fournit des
estimations, toujours par exces. L’avantage a cela est que les coefficients dont l'influence sera mise en évidence
seront indéniablement significatifs, méme en limite de seuil.

4 Notations de la régression PLS et non celle de PANOVA (O, O et 0), pour des raisons d’homogénéité.
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des colonnes remplies avec la méme phase stationnaires provenant de lots de synthéese différents,
pour peu que leur variabilité interlot soit inférieure ou semblable a celle de la SymmetryShield.
Des lors, les dispersions engendrées respectivement par I'interlot et la répétabilité du test doivent
étre comparées.

VII.D.3.b Détermination de la répétabilité du test

Dans le cadre du plan d’expériences, I'étude de répétabilité grace aux 6 points centraux
constitue une étape préalable indispensable, dont la principale raison d’étre est de servir de base
aux tests statistiques pour établir la significativité de I'influence d’un facteur ou d’une interaction.
Dans le cadre plus général de 'approfondissement de la connaissance du test, la répétabilité¢ du
test, faisant intervenir le facteur préparation, constitue un fondamental qu’il faut évaluer. Etant
donné qu’entre les 6 points au centre, nous avons continué d’utiliser les colonnes, il parait plus
prudent de tenir compte de I’éventualité d’une dérive sur les réponses, attribuable a un
phénomene de vieillissement du support dans notre cas. La procédure que nous allons détailler
permet d’abord de vérifier la présence d’une dérive et de s’en affranchir ensuite le cas échéant.

Le premier point d’intérét consiste a étudier I'influence des points centraux, a ce moment-
la défini comme facteur nominal (discontinu) par ANOVA. Si ces derniers ne présentent pas
d’influence notable sur les réponses, elles seront conservées en raison de leur bonne répétabilité.
Dans le cas inverse, I'investigation doit se poursuivre. La fagon dont ont été agencés les points
centraux lors de I’étude nous permet alors de changer la nature du facteur point central, de
nominale a continue. Il nous est alors possible de révéler le cas échéant sur une réponse un biais
provenant d’un facteur dépendant du temps et donc non controlé, comme lillustre la Figure
VII-2.

A A

a) b)
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Figure VII-2 : Schématisation des différents types d’erreur a) erreurs purement aléatoire, b) présence d’un
biais ; G, correspond 2 la variabilité résiduelle, G, , 1a variabilité de répétabilité du test, G, représente
Pécart type lié de régression.

Cette dérive de la réponse, qui peut traduire un vieillissement du support
chromatographique, provoque alors une surestimation de la répétabilité du test. Pour
I'interprétation du plan d’expérience, ceci ne constitue pas un inconvénient majeur : cela revient a
relever le seuil de limite de significativité des coefficients des facteurs. Par contre, pour une étude
de fidélité, surestimer outrancierement la variabilité de répétition représente un défaut majeur,
surtout dans le cadre d’'une méthodologie de caractérisation des phases stationnaires. En effet,
cela reviendrait a augmenter la limite de détection du test, qui, si elle est trop élevée, entrave sa
capacité a distinguer des phases stationnaires différentes par leur nature et leur comportement
chromatographique.

Afin d’estimer lintensité de la dérive, il convient d’effectuer une régression linéaire

suivant la méthode des moindres carrés. Si la pente ne s’avere pas significative (avec o fixé a
0,05), la réponse est conservée et la répétabilité, directement évaluée. Dans le cas contraire, la

répétabilité correspond a I’écart type lié de régression o, , mais il est alors nécessaire de choisir
une valeur seuil de pente maximum tolérée pour conserver la réponse. Des valeurs de 0,05 pour
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les facteurs de rétentions et de 0,10 pour les asymétries et les efficacités peuvent paraitre
raisonnables au regard de la littérature. Ainsi, cette procédure permet de s’affranchir d’un
éventuel biais di au vieillissement des phases stationnaires lors de I’étude de robustesse.

VII.D.3.c Comparaison Interlot/Répétabilité du test

Il s’agit au travers de cette simple* comparaison de s’assurer de la fiabilité du critére de
tolérance. En effet, la construction du domaine de robustesse, qui détermine la limite de
détection du test, prend pour criteres ceux de sa répétabilité affranchie de la dérive de
vieillissement et de la variabilité interlot. Il faut garder en mémoire que cette dernicre a été
estimée dans des conditions dévolues a I’étude intetlot, afin de limiter les variations dues 2 la
préparation. Or il s’agit désormais de tenir compte du facteur préparation qui est inclus dans la
définition de la répétabilité du test. L.a comparaison devrait en général vérifier la supériorité de la
variabilité interlot face a la répétabilité du test, auquel cas I'interlot sert de support au critere de
tolérance. Mais dans le cas ou la variabilité interlot s’avere plus réduite que la répétabilité du test,
C’est cette derniére qui servira de critere de tolérance : le domaine de robustesse ne peut pas étre
moins étendu que la région délimitée par la répétabilité du test, qui ne fait que traduire des
variations (expérimentales) purement fortuites. Au final, pour calculer les intervalles autorisés,
nous avons affecté autour de la moyenne de chaque réponse deux fois la valeur des écart-types
correspondants.

VII.D.3.d Visualisation du domaine robuste

Etant donné que les réponses sont fonction des quatre facteurs étudiés, nous avons
projeté Phyperplan de réponse (la surface de réponse 4D) dans des sous-espaces de dimension 2
(des plans a deux facteurs), définissant ainsi un ensemble de courbes de niveau. Les courbes de
niveau correspondant aux valeurs limites autorisées sont ensuite tracées sur chacun de ces sous-
espaces. Pour faciliter la visualisation et permettre une meilleure compréhension de la
construction, nous avons fait appel systématiquement aux 3 mémes graphiques : y=f{%S,pH),
V=%S,T), et y= f{%S,Conc.). Pour chaque réponse, il convient donc de faire figurer 6 graphiques
eu égard a la nature du facteur solvant (variable discontinue a deux niveaux). Les domaines de
robustesse du test sont alors déduits des intersections des domaines valides pour toutes les
réponses. Au-dela, les réponses ne pourront plus étre considérées comme robustes.

4 Elle ne s’effectue pas au moyen d’un test statistique, puisque pour construire le domaine de robustesse, seul
importe le maximum de variation.
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VII.E Résultats et discussion

VIILE.1 Indice d’information et sélection des réponses
Le Tableau VII-3 regroupe les valeurs des indices d’information pour tous les parametres
chromatographiques.

Tableau VII-3 : Indice d’information des paramétres chromatographiques de chaque soluté ; les valeurs en
italique indiquent des indices inférieurs a la valeur limite de rejet fixée a 0,5.

Soluté £ As b
MeCN MeOH MeCN MeOH MeCN MeOH
Digitoxine 0,985 0,989 -0,200 0,558 0,123 0,700
Clofazimine 0,981 0,996 0,185 0,107 -0,200 0,685
Amiodarone 0,997 1,000 0,651 0,887 0,352 0,967
Butylbenzene 0,971 0,994 -0,200 0,440 0,202 0,360
o-Terphényle 0,972 0,996 -0,200 0,555 0,198 0,806
Pentylbenzene 0,973 0,997 -0,200 -0,200 0,169 0,781
Triphénylene 0,970 0,996 -0,200 -0,200 0,191 0,467
Strychnine 0,996 0,996 0,036 -0,148 0,381 0,030
d-Tubocurarine 0,954 0,975 0,095 -0,200 -0,200 -0,200
Atropine 0,989 0,996 -0,200 0,557 0,834 0,889
Ampicilline 0,994 0,982 -0,200 0,021 -0,014 0,565
Cyanocobalamine 0,991 0,995 -0,200 -0,143 -0,062 0,617
Vancomycine 0,984 0,995 -0,200 0,252 -0,011 0,651
Caféine 0,994 0,987 -0,200 -0,200 0,069 -0,200
Benzylamine 0,994 0,983 -0,192 0,815 0,792 0,792

Tous les facteurs de rétention possedent un indice d’information élevé, synonyme de leur
tres grande informativité. De fait, aucun ne doit étre éliminé. Quant aux asymétries et aux
efficacités, le nombre de réponses utiles décroit de facon manifeste, surtout dans I'acétonitrile,
modificateur organique pour lequel seule 'amiodarone dépasse le seuil de non rejet. Dans le
méthanol, le nombre de réponses qui pourront faire I'objet d’une discussion est plus élevé (5
contre 1 par exemple sur les asymétries).

VII.E.2 Estimation des coefficients du modéle et interprétation

D’une maniere générale, nous discuterons des coefficients significatifs du modeéle (cf. Eq.
VII-1) en fonction de la teneur en modificateur organique et des propriétés physico-chimiques
des solutés. Mais avant toute chose, signalons que les coefficients les plus influents correspondent
aux facteurs principaux, et que peu d’interactions sont finalement significatives: il s’agit
probablement d’un effet positif de I'utilisation de la régression PLS (cf. Annexe 10). De fait, le
mode¢le final sera plus facile a interpréter et a relier a des mécanismes de rétention que s’il n’avait
comporté des termes d’interactions d’ordre 2. Nous organiserons la discussion en fonction du
niveau de teneur en modificateur organique, haut ou bas.

VIIL.E.2.a Haute teneur en modificateur organique

Les Tableau VII-4 et Tableau VII-5 donnent les coefficients normalisés pour les facteurs
de rétention des composés hydrophobes respectivement dans le méthanol et 'acétonitrile.

Concernant les composés neutres, la qualité d’ajustement du modele apparait satisfaisante
avec chacun des modificateurs organiques. Seuls les facteurs teneur en solvant et la température
s’averent influents pour tous les solutés, quel que soit le modificateur organique, exception faite
de la digitoxine trop peu retenue dans 'acétonitrile. Ceci confirme le mécanisme de rétention
attendu, de type partage. Les effets des facteurs mis en évidence sont encore plus prononcés dans
le méthanol. La teneur en solvant apparait généralement deux fois plus influente que la
température, a par dans le cas du triphénylene. Quant aux asymétries et aux efficacités
correspondantes, la modélisation échoue (valeurs de (7 tres basses), rendant les coefficients
inexploitables, malgré un indice d’information potentiellement intéressant (valeurs supérieures a
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0,5). Ce phénomene, combiné a la haute variabilité observée pour les points au centre, confirme
le probleme de reproductibilité de tels parametres chromatographiques déja rencontré au niveau
des mesures d’efficacité pendant le circuit interlaboratoire sur le projet européen d’une colonne
de référence, « HPLC column as a reference material » [221].

Tableau VII-4 : Estimations des coefficients normalisés pour la modélisation des facteurs de rétention des
composés neutres a haut niveau de solvant ; seuls les coefficients significatifs sont figurés.
Digitoxcine Butylbenzene — Pentylbenzene — o-Terphényle — Triphénylene
Solvant MeOH [MeCN MeOH|MeCN|MecOH|{MeCN MecOH|MeCN [McOH|MeCN
Moyenne 1,65 | 0,64 | 526 | 539 | 7,67 | 7,69 | 7,33 | 6,73 | 15,62 | 9,86
%S 1219 | -3.44 | 2,58 | -3.84 | 2,80 | -3.98 | -2.98 | -3.,79 | -2,61
T - -1,53 | -1,04 | -1,72 | -1,14 | -1,77 | -1,11 | -2,46 | -1,52
pH
Conc.
%S*%S
T*T
pH*pH
Conc.*Conc.
%S*T
%S*pH
%S*Conc.
T*pH
T*Conc.
pH*Conc.
R’ 099 099 1,00 099 1,00 099 1,00 099 1,00 099
1% 061 073 0,70 068 0,71 069 074 070 081 0,75
Tableau VII-5 : Estimations des coefficients normalisés pour la modélisation des facteurs de rétention des
composés basiques a haut niveau de solvant ; seuls les coefficients significatifs sont figurés.

Clofazimine Amiodarone
Solvant MeOH | MeCN | MeOH | MeCN
Movyenne 2,98 4,06 10,07 7,15
%S -357 | -1,99 | -3,45 | -1,25
T -1,11 1,42
pH 10,08 | 10,89 | 18,05 | 19,39
Conc. -1,36 -1,10
%S*%S
T
pH*pH 2,12 3,99
Conc.*Conc.
%S*T
%S*pH -0,54 -0,69
%S*Conc.
T*pH
T*Conc.
pH*Conc.
R? 1,00 0,99 1,00 1,00
o 0,90 0,57 0,92 0,70

Pour les composés basiques, a savoir la clofazimine et 'amiodarone, si la teneur en
solvant possede un effet du méme ordre de grandeur que celui constaté sur les neutres, la
température, au contraire, est a peine mise en évidence. Le pH, comme attendu, s’avere le facteur
le plus influent: il intervient a la fois par des termes linéaire et quadratique 3 a 15 fois plus
importants que ceux relatifs au solvant. De plus, la valeur du coefficient linéaire du pH ne semble
pas beaucoup dépendre de la nature du modificateur organique, au contraire du terme
quadratique, noté uniquement pour 'amiodarone. Manifestement, au voisinage des conditions
nominales du test, la rétention de la clofazimine peut s’approximer par une fonction linéaire du
pH tandis que pour 'amiodarone, il est nécessaire de rajouter un terme correctif quadratique
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[359]. Afin d’expliquer ce phénomeéne, nous nous sommes appuyés sur des données publiées
[360-363]. Nous pouvons alors estimer de fagon approximative” le pH apparent des phases
mobiles en fonction de la teneur et de la nature du modificateur organique : a 25°C, de 5,00 en
solution purement aqueuse, le pH d’un tampon acétate s’éleve a 6,7 avec 70% de méthanol et
jusqu’a 7,5 avec 59% d’acétonitrile. Concernant les solutés, s’agissant de composés basiques, leur
PK, va au contraire s’abaisser avec I’ajout de modificateur organique. En premiére approximation,
prenons une dérive moyenne de -0,6 pour chaque sonde quel que soit le solvant : les pK s de la
clofazimine et de 'amiodarone descendent respectivement a 7,0 et 8,1. En intégrant ces valeurs
dans I’équation régissant la rétention des composés ionisables en fonction du pH,

/ég +'éBH* _10PK4*;>H

1410771
BH", nous obtenons la modélisation de la Figure VII-3. Précisons toutefois que les facteurs de
rétention sont fictifs, n’ayant pas acces aux valeurs réelles relatives aux formes completement
ionisée et neutre pour les composés, qui fixent dailleurs la valeur de la pente pour
Papproximation linéaire.

, 0u kg et Ay, représentent les facteurs de capacité des especes B et

b Modele quadratique (-) T
B
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~ 4 : "
X .
1
. .
! +
1
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Figure VII-3 : Modélisation du facteur de rétention de composés basiques en fonction du pH apparent de
la phase mobile ; pKj fixés a 7,0 (trait plein) et a 8,1 (croix), la valeur de pH apparent (fixée pour ’exemple
a 7,2) est figurée sous la forme de pointillés.

S’agissant de la clofazimine, pour les deux modificateurs organiques, la rétention se situe
toujours dans le domaine de 'approximation linéaire. Quant a ’'amiodarone, la modélisation de sa
rétention nécessite un modele quadratique pour les deux modificateurs organiques. D’apres le
Tableau VII-5, le coefficient du second degré est d’ailleurs deux fois plus important dans
lacétonitrile que dans le méthanol. Cette variation peut s’expliquer par la mise en jeu de
phénomeénes de solvatation différentielle des espéces conjuguées du couple B /BH' qui
dépendent de la nature du solvant.

4 Toutes les données disponibles faisant état d’une température a 25°C, nous ne pourrons pas évaluer le pH
apparent de nos phases mobiles a 40°C. Néanmoins, I’élévation de température ne remettant pas en cause 'ordre des
pH et pK, apparents, le raisonnement exposé reste valable.
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Les facteurs température et concentration, lorsqu’ils sont mis en évidence, s’averent
faiblement influents. Pour la température, autant le coefficient pour la clofazimine est homogene
avec ceux des composés neutres, autant 'inversion de signe constatée pour I'amiodarone s’avere
difficile a expliquer de fagon simple, des phénomenes compensateurs pouvant étre mis en jeu. En
effet, la hausse de la température provoque une élévation de la constante de dissociation, qui se
traduit par une diminution de la concentration de BH" mais a contrario une augmentation de celle
de 570, phénomene pouvant expliquer au final une rétention ayant tendance a augmenter [110,
364]. Etant donnée la valeur relativement faible de ()% nous ne discuterons pas plus en détails
I'absence de ce comportement sur la clofazimine dans Iacétonitrile. Le facteur concentration,
influent dans le méthanol uniquement, révele sans équivoque la participation d’un mécanisme
d’échange de cations a la rétention des composés basiques. Notons néanmoins que la qualité de
prédiction du modele est meilleure en méthanol, vraisemblablement grace a la présence
supplémentaire du facteur concentration et du terme d’interaction solvant*pH.

Quant a 'asymétrie de pic et a lefficacité de 'amiodarone (résultats non figurés), le pH
saffirme comme le principal facteur influent, dans les deux modificateurs organiques, a
I'exception de Plefficacité dans I'acétonitrile ou aucun facteur n’est mis en évidence (valeurs tres
faibles pour R? et 9. L’accroissement du pH induit des réductions de I'asymétrie de pic et de la
hauteur de plateau réduite, traduisant une meilleure efficacité. Ce phénomene, combiné a
I'influence de la concentration sur les facteurs de rétention, possede certainement pour origine la
diminution de la fraction de la base sous forme protonée pendant I'augmentation du pH: en
partant du principe que la plupart des groupements silanol sont déja dissociés, la part d’échange
d’ions participant au mécanisme de rétention diminue avec le nombre de BH+, impliquant une
meilleure symétrie de pic et consécutivement une meilleure efficacité.

VIL.E.2.b Basse teneur en modificateur organique

Le Tableau VII-6 regroupe les résultats obtenus pour les coefficients normalisés des
facteurs de rétention des composés hydrophiles, élués a basse teneur en modificateur organique.

Tableau VII-6 : Estimations des coefficients normalisés pour la modélisation des facteurs de rétention au
niveau bas de solvant ; seuls les coefficients significatifs sont figurés.

Strychnine d-Tubocurarine Atropine Ampicilline
Solvant MeOH | MeCN | MeOH | MeCN | MeOH | MeCN | MeOH | MeCN
Moyenne 5,01 5,17 6,48 14,10 4,54 5,18 3,04 1,22
%S -4,79 -8,69 -8,76 -13,92 -4.54 -8,49 -4.43 -10,02
T 2,14 -2,33 -2,87 -2,97 -1,76 -1,65 -1,59 -0,49
pH 6,86 6,42 13,37 12,26 5,59 5,85 2,23 3,22
Conc. 0,89 0,84 1,19 1,02
%S*%S 0,86
T
pH*pH
Conc.*Conc.
%S*T
%S*pH -0,55
%S*Conc.
T*pH
T*Conc.
pH*Conc. -1,57
R’ 1,00 1,00 0,99 0,99 1,00 1,00 0,99 1,00
1% 0,89 0,88 0,68 0,57 0,85 0,88 0,79 0,79
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Cyanocobalamine Vancomycine Caféine Benzylamine
Solvant MeOH | MeCN | MeOH | MeCN | MeOH | MeCN | MeOH | MeCN
Moyenne 4,89 3,05 1,83 0,98 3,61 2,51 0,75 0,63
%S -9,17 -18,06 -9,36 -18,25 441 -7.43 2,14 -4.48
T -3,30 -2,54 -2,91 -1,99 -1,93 -1,79 -1,13 -1,46
pH 4774 5,62 6,18 6,83
Conc. 1,42 1,26
%S*%S
T*T
pH*pH
Conc.*Conc.
%S*T
%S*pH
%S*Conc.
T*pH
T*Conc.
pH*Conc. 0,55
R? 0,99 1,00 1,00 1,00 0,99 1,00 0,99 0,99
o 0,68 0,85 0,78 0,81 0,72 0,80 0,84 0,70

Deux facteurs sont systématiquement mis en ¢évidence: il sagit de la teneur en
modificateur organique et de la température.

Encore une fois, les qualités d’ajustement et de prédiction atteignent des valeurs élevées.
La cyanocobalamine et la caféine se comportent comme des solutés neutres, puisque leur facteur
de rétention ne dépend que de la teneur en modificateur organique et de la température. Pour la
caféine, les coefficients sont comparables a ceux observés pour les composés hydrophobes dans
le méthanol. Cependant, le coefficient de la teneur en solvant relatif a la cyanocobalamine s’avere
deux fois plus important en comparaison avec les valeurs obtenues a haut niveau de solvant. Pour
comprendre ce phénomene, qui s’accentue encore dans 'acétonitrile, il est nécessaire de prendre
en compte tous les composés, y compris ceux dépendants du pH. Comme on constate des
résultats similaires pour la vancomycine et que ces deux composés possédent une masse
moléculaire élevée, il nous parait intéressant d’étudier une possible relation entre la masse
moléculaire du composé et Peffet relatif de la teneur en solvant correspondant, représentée en
Figure VII-4.

A la fois pour l'acétonitrile et le méthanol (non figuré), on note une dépendance en
fonction de la masse des composés, mais uniquement pour les composés de nature hydrophile.
Cette relation est deux fois plus intense dans le solvant non protique. L’existence méme de cette
dépendance semble prouver que les mécanismes mis en jeu a basse teneur en solvant different de
ceux qui gouvernent la rétention a haut niveau de modificateur organique.

A faible niveau de solvant, la phase stationnaire est certainement moins bien solvatée par
la phase mobile : le volume de phase se retrouve plus réduit, et état global, plus ramassé, sans
qu’elle soit effondrée. En outre, I’élévation de la masse moléculaire entrainant aussi une
augmentation du rayon apparent du soluté, elle affecte tous les parametres qui régissent la
rétention suivant la théorie solvophobe : la formation de la cavité, les interactions soluté-éluant
ainsi que la surface de contact [365]. L’interaction hydrophobe s’exprimant d’autant plus que la
phase mobile est riche en eau, il apparait plus logique de la mettre en évidence a ce niveau de
solvant plutot qu’au précédent. Comme la théorie solvophobe englobe les mécanismes de partage
et d’adsorption [360], il nous semble qu’a basse teneur en solvant, la rétention est plutot régie par
des phénomenes surfaciques, donc plutot gouvernée par adsorption, tandis qu’a haut niveau de
modificateur organique est privilégié un mécanisme de partage, par définition de nature
volumique, autorisant le phénomene de pénétration des solutés dans la phase stationnaire.
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Figure VII-4: Graphique du coefficient normalisé de la teneur en solvant en fonction de la masse
moléculaire du solutés en acétonitrile ; 9 composés hydrophiles ; @ composés basiques hydrophobes ; B
composés neutres hydrophobes.

Pour tous les composés autres que la caféine et la cyanocobalamine, le pH s’avére étre
logiquement aussi un facteur influent de premicre catégorie. L’influence relative des facteurs
principaux dépend de la nature du modificateur organique. Dans le méthanol, 'ordre d’influence
constaté est pH>%S>T>Conc. tandis qu’en acétonitrile, on observe une inversion des deux
premiers facteurs : %S>pH>T>Conc.. Cette fois-ci, la teneur en solvant semble plus affecter les
solutés hydrophiles ionisables que leur homologues hydrophobes et le pH se révele moins
influent quauparavant. Ainsi, la présence d’'un terme quadratique n’est plus nécessaire pour
assurer une bonne modélisation : puisqu’a basse teneur en solvant, les constantes d’acidité se
rapprochent de celles observées dans I'eau, un mode¢le linéaire suffit, les zones de pH et de pK, ne
se recouvrant plus. Cependant, il est intéressant de relever linversion de Teffet de la
concentration entre la basse et la haute teneur en solvant, lorsqu’il est révélé significatif. Autant a
haut niveau de solvant, ce facteur traduisait la participation d’'un mécanisme d’échange de cations
a la rétention des composés basiques, autant a basse teneur en modificateur organique, cela ne
semble pas étre le cas. Les solutés basiques considérés sont trés majoritairement sous forme
ionisée aux niveaux de teneur considérés. En outre, la concentration en acétate de la phase
mobile avoisine celle de la phase tamponnée purement aqueuse. Dés lors, il est possible
d’envisager un mécanisme d’appariement d’ion entre les ions acétate CH;COO" et les bases BH",
selon la théorie de des ions structurants/déstructurants™ [367-372] : la formation d’un complexe
ionique entre 'acétate et la base ionisée produit un ensemble globalement neutre, par conséquent
plus retenu par interactions apolaires avec la phase stationnaire que chaque sous-ensemble
chargé. Cette contribution a la rétention dépend de I'accessibilité du groupement basique, donc
de la conformation de la molécule basique chargée. Sur la d-tubocurarine, ce phénomene n’est pas
mis en ¢évidence, vraisemblablement pour cause de manque d’accessibilité des groupements
basiques. Dans le cas contraire, la concentration en acétate, toujours largement supérieure a celle
du soluté”] se révélerait par un coefficient plus élevé que celui des composés monocationiques.
L’absence de ce phénomene pour la d-tubocurarine est en outre confirmée par Iinfluence du
facteur pH, deux fois plus importante que pour les autres composés basiques. En effet, le pH ne
possede qu’une influence minime sur la rétention des complexes.

46 Cette théorie est connue sous le vocable anglo-saxon de « chaotropicity »
47 Condition sine qua non a la formation de ces complexes ioniques
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Concernant les asymétries de pics de latropine et de la benzylamine, la qualité
d’ajustement du modele est beaucoup trop réduite pour permettre une quelconque discussion sur
I'influence des facteurs mis en évidence. Quant aux efficacités, on trouve par ordre d’influence le
pH suivi de la concentration du tampon.

VII.E.3 Détermination du domaine de robustesse

L’objectif essentiel de ce chapitre consiste a définir un domaine de confiance, a 'intérieur
duquel de petites variations expérimentales pourront étre tolérées puisqu’elles n’affecteront pas
les résultats de la procédure de test. La premicre étape consiste a estimer la répétabilité du test
selon la procédure que nous avons décrite.

VII.E.3.a Mise en évidence du vieillissement

L’ANOVA a un facteur controlé démontre que la variabilité introduite par les points
centraux est significative, et ceci pour toutes les réponses (résultats non détaillés). Ce phénomene
n’est pas surprenant si on rappelle que la répétabilité du test se rapproche plus d’une variabilité
journaliere (« day-to-day reproducibility ») qu’une variabilité résiduelle obtenue dans les meilleures
circonstances possible, comme celle d’injection. En outre, les valeurs obtenues sont tout a fait en
accord avec celles de Visky et al. [262]. Dés lors, nous nous sommes attachés a approfondir notre
¢tude pour vérifier le comportement des parametre chromatographiques en fonction de l'ordre
des points centraux, donc en fonction du temps, lobjectif étant d’estimer les incertitudes
générées par de nouvelles préparations d’éluant. Un simple examen graphique de la Figure VII-5
permet déja d’affirmer la présence d’une dérive temporelle dans le méthanol et encore plus
prononcée dans 'acétonitrile, pour au moins un des composés, en 'occurrence la d-tubocurarine.

D’aprées notre expérience sur la procédure de test, cette sonde est extrémement sensible a
la présence d’impuretés métalliques, dont leffet, déja détaillé au Chapitre 1I, est illustré en
Annexe 8. Eu égard a la durée de l'investigation (10 jours par colonnes soit pas moins de 15 L
d’éluant, avec un volume moyen écoulé entre deux points centraux de 3 L), il n’est pas
improbable qu’une contamination métallique provenant de I'appareillage puisse s’étre produite
[101], ce qui expliquerait I’élévation des facteurs de rétention des composés sensibles. De maniére
similaire, les asymétries de pic et les efficacités de ce composé dans le méthanol et dans
'acétonitrile se voient détériorées.
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Figure VII-5: Représentation graphique de la répétabilité des facteurs de rétention des solutés les plus
hydrophiles du test avec pour modificateur organique a) ’acétonitrile, b) le méthanol.

Ainsi, Papproche rigoureuse que nous avons choisie permet de mettre en évidence un
phénoméne de vieillissement, certes limité, mais qui entache la répétabilit¢ d’une erreur
systématique menant a surestimer la répétabilité réelle du test.

VILE.3.b Comparaison variabilité interlot/répétabilité du test

Dans le Tableau VII-7 figurent les dispersions relatives engendrées par la répétabilité du
test (affranchie du biais temporel le cas échéant en prenant ’écart type lié de régression) et la
fidélité interlot (résultats issus du Chapitre VI).

Tableau VII-7 : CV (%) engendrés sur les facteurs de rétention par la variabilité interlot et la répétabilité du
test.

MeOH MeCN

Soluté Répétabilité Interlot Répétabilité Interlot
Digitoxine 0,50 1,57 0,29 2,99
Clofazimine 0,66 4,39 0,65 4,63
Amiodarone 0,37 3,28 0,29 341
Butylbenzene 0,29 1,00 0,47 1,03
Pentylbenzene 0,26 0,89 0,52 0,99
o-terphényle 0,27 0,90 0,50 1,02
Triphénylene 0,29 0,64 0,53 0,95
Strychnine 0,47 2,36 0,27 1,55
d-Tubocurarine 0,73 2,68 0,74 2,63
Atropine 0,50 2,76 1,65 1,74
Ampicilline 0,70 0,89 0,84 0,85
Cyanocobalamine 0,71 1,23 2,47 0,76
Vancomycine 0,78 1,83 3,70 2,11
Caféine 0,54 1,15 0,60 0,51
Benzylamine 0,89 4.41 0,72 2,66

Pour la plupart des solutés, la variabilité interlot s’avere supérieure a la répétabilité du test.
Seules font exception la cyanocobalamine, la vancomycine et la caféine, uniquement en phase
acétonitrile.

VII.E.3.c Construction du domaine de robustesse

Comme précédemment convenu, nous avons choisi la variabilité interlot (donnée dans le
Tableau VII-7) pour déterminer le domaine robuste du test. Nous avons appliqué la procédure
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décrite dans la section VIL.D.3 a toutes les réponses, au rythme de 6 plans de courbe de niveaux
par parametre chromatographique. La Figure VII-6 illustre la construction d’un domaine de
confiance.

Par souci de lisibilité, nous avons décomposé la construction selon le niveau de
modificateur organique.
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Figure VII-6 : Lignes de niveau correspondant aux valeurs limites des facteurs de rétention des analytes en
fonction du pH et du niveau de teneur en acétonitrile : (a) haute teneur, (b) basse teneur ; (1) clofazimine,
(2) amiodarone, (3) butylbenz¢ne (4) pentylbenzéne, (5) o-terphényle, (6) triphényléne, (7) strychnine, (8)
d-tubocurarine, (9) atropine, (10) ampicilline, (11) cyanocobalamine, (12) vancomycine, (13) caféine, (14)
benzylamine ; 1a mire situe les conditions nominales dans le domaine de robustesse.

Les lignes numérotées représentent les valeurs limites obtenues une fois appliqué le
critere de tolérance sur les facteurs de rétention de chaque solutés. Les lignes en gras indiquent les
niveaux limitants, qui définissent alors le domaine de confiance, figuré en zone hachurée. Nous
n’avons pas fait figurer les lignes de niveaux de la digitoxine, ce composé n’étant pas limitant sur
le domaine considéré. La Figure VII-6a démontre que les frontieres du domaine robuste
dépendent des propriétés physico-chimiques des composés : les sondes neutres sont limitantes en
terme de teneur en solvant tandis que les basiques, dont les lignes de niveaux sont figurées en
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pointillés, s’averent restrictives en pH. Au contraire, les lignes diagonales de la Figure VII-6b
soulignent le fait que I'effet des facteurs pH et teneur en solvant est similairement limitant pour
les composés basiques. Ceci confirme, si besoin est, les différences de prépondérance de
mécanismes de rétention a haute et basse teneur en solvant. Notons par ailleurs une surface de
tolérance plus réduite a faible qu’a forte teneur en solvant dans ce cas précis. Le domaine de
robustesse résulte au final de l'intersection des deux surfaces intermédiaires issues de la Figure
VII-6, pour aboutir au diagramme y=/{%MeCN,pH) de la Figure VII-7 (en haut a gauche), qui
rassemble tous les résultats obtenus pour les domaine de robustesse. Au final, seuls trois
composés s’averent limitants pour notre exemple de construction : 'amiodarone, 'ampicilline et
la caféine.
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Figure VII-7 : Domaines robustes (régions hachurées) en acétonitrile (2 gauche) et en méthanol (a droite)
en fonction du pH, de la température et de la concentration du tampon ; la mire indique ’emplacement du
point au centre.

Tout d’abord sur la Figure VII-7, les conditions nominales sont relativement bien
centrées dans les domaines de confiance, confirmant a posteriori le bien-fondé de nos précédents
résultats. Ensuite, les régions obtenues dans les phases mobiles contenant de Iacétonitrile
s’averent toujours plus restreintes que celles contenant du méthanol. Ce phénomeéne peut étre
expliqué par I'effet masquant de ce dernier : au contraire de 'acétonitrile, le méthanol est capable
d’interagir avec les silanols résiduels et les analytes par liaisons H. En conséquence, les éluants a
base d’acétonitrile sont plus enclins a révéler des interactions potentielles entre les solutés et le
support chromatographique, en rendant les sondes plus sensibles de fait. Dés lors, on peut
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s’attendre a une discrimination facilitée des supports en acétonitrile. Néanmoins ce possible effet
de meilleure sensibilité, qui reste a vérifier, ne procure pas que des avantages : afin de préserver
au test un niveau de confiance similaire 2 celui de méthanol, les domaines de robustesse se voient
d’autant plus réduits que leur pouvoir d’exploration augmente, nécessitant une meilleure maitrise
encore des conditions expérimentales. D’un point de vue purement pratique, le Tableau VII-8
résume les écarts maxima tolérés aux conditions nominales.

Tableau VII-8 : Limites de tolérance des conditions nominales.

Test Fraction de solvant (m/m) T (°C) pH Concentration (mM)
MeCN +0,05% +0,4 + 0,05 +3
MeOH + 0,08% +04 + 0,05 +3

Au final, les domaines de robustesse pourraient paraitre plutot restreints. Cependant,
rappelons que les variations délibérément imposées pendant I'étude de robustesse se doivent
d’étre controlées et comparées aux erreurs expérimentales susceptibles de se produire. Par
exemple, prenons le cas dune préparation de phase mobile de 400 g contenant 70% de
méthanol : réaliser une erreur de 0,05%, correspondant au dixiéme du domaine d’étude,
représente une erreur de pesée de 0,2 g, valeur largement supérieure a lerreur de lecture d’une
balance classique de précision (cas le plus défavorable : 0,1 g). Ainsi, méme si les domaines de
robustesse peuvent sembler réduits, il faut se garder de conclure hativement : la procédure de test
offre un espace de robustesse suffisant dans 'optique d’un transfert vers d’autres laboratoires. Il
faut néanmoins souligner qu’un tel niveau de précision n’aurait jamais pu étre atteint avec une
préparation volumétrique des phases mobiles, renforcant ainsi notre choix pour les conditions du
protocole expérimental.

VII F Conclusion

Nous avons évalué la robustesse de notre procédure de test et la méthodologie proposée
a permis de mettre en lumicere les différentes possibilités d’investigation de la méthode des plans
d’expériences. En premier lieu, elle nous a autorisé la visualisation des régions robustes en
fonction de la nature du modificateur organique, de la température, du pH et de la concentration
du tampon aqueux, et par conséquent les écarts que peut tolérer le protocole lors de application
de la procédure de test. En second lieu, la méthode est apparue comme un outil précieux pour
éclairer les mécanismes d’interactions qui gouvernent la rétention, suivant les propriétés physico-
chimiques des solutés. A ce stade, nous avons pu établir le domaine de confiance du test. Cette
étape était indispensable avant d’ajouter de nouvelles phases stationnaires a notre base de
données et de regrouper les colonnes par propriétés similaires. I’extension de la base de données,
nécessaire pour confirmer le pouvoir de caractérisation du test, permettra d’affiner
Pinterprétation de nos classifications. Ces derni¢res seront d’autant plus utiles au choix rationnel
d’une colonne en phase de développement de méthode qu’elles seront compréhensibles. En
outre, si le test s’avére assez discriminant, nous serons alors en mesure d’assurer le suivi des
colonnes en cours d’utilisation et donc de définir une durée d’utilisation robuste.
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Une fois achevées I’évaluation de la dispersion interlot et étude de robustesse, nous
pouvons finaliser le couplage de ces deux derniers chapitres, déja amorcé lors de la construction
des domaines de confiance.

Lors de la construction des régions robustes, nous nous étions contentés de prendre le
maximum des coefficients de variation entre ceux introduits par le facteur lot et ceux produits par
la répétabilité du test: peu nous importait au final la significativité du facteur lot, pour deux
valeurs voisines de dispersion due au lot ou a la répétabilité du test, le but étant alors d’ouvrir les
domaines de robustesse autant que possible.

Par définition, le test « robuste » n’est plus capable de distinguer des colonnes de méme
phase stationnaire possédant une dispersion interlot similaire ou inférieur a celle de la
SymmetryShield RP18. Il s’agit désormais de savoir, si en adoptant des conditions similaires a
celles prises pour Iétude interlot, c'est-a-dire en adoptant des criteres stricts pour limiter la
variabilit¢ de préparation, notamment lutilisation d’un tampon de pH unique, le test est
réellement capable de mettre en évidence l'interlot. Pour cela, nous avons effectué une simple
comparaison statistique des coefficients de variation, avec pour fonction discriminante

_ CV (%),
CV g
SymmetryShield RP18.

Tableau VII-9: Comparaison des coefficients de variation des facteurs de rétention pour la phase
SymmetryShield en méthanol et en acétonitrile.

Le Tableau VII-9 récapitule les résultats concernant la phase

Solvant MeOH MeCN

Source de variation Test F Proba Source de variation Test F Proba

Soluté
oe Lot Répétabilite Lot Répétabilit

Digitoxine 1,570 0,496 |10,022 1,78E-02[2,985 0,287 |107,941 7,71E-05
Clofazimine |4388 0,659 [44274 6,60E-04]4,632 0,653 | 50,289 4,88F-04
Amiodarone  |3281 0370 |78768 1,66E-04]3,408 0,289 |138,671 4,17E-05
Butylbenzéne |1,004 0292 |11,845 127E-02|1,034 0,468 | 4,886 6,67E-02
Pentylbenzéne |0,894 0255 |12,276 1,18E-02|0,992 0,520 | 3,649 1,05E-01
o-Terphényle [0,897 0,267 |11251 1,41E-02]1,023 0504 | 4,128 874E-02
Triphényléne | 0,642 0288 | 4955 651E-02|0,953 0,527 | 3271 1,24E-01

Strychnine 2364 0469 |25405 240E-03|1,553 0271 | 32,847 1,33E-03
d-Tubocurarine |2,683 0,731 |13483 9,68E-03]2,626 0,741 | 12,545 1,13E-02
Atropine 2757 0495 |31,084 1,51E-03|1,740 1,650 | 1,112 3,99E-01
Ampicilline 0,893 0,701 | 1,621 2,87E-01|0,824 0844 | 0954 446E-01
Cyanocobalamine | 1,228 0,713 | 2968 141E-01|0,719 2469 | 0,085 9,20E-01
Vancomycine |[1,825 0,781 | 5461 553E-02|2048 3695 | 0307 748E-01
Caféine 1,153 0,542 | 4517 7,58E-02|0416 0600 | 0479 6456-01
Benzylamine |4,408 0890 [24539 260E-03]2,660 0717 | 13,771 9.25E-03

En prenant un risque de premiere espece « fixé a 0,10 (au lieu de 0,05 classiquement en
raison du faible nombre de degré de liberté du facteur lot), le test permet de distinguer les lots de
la phase SymmetryShield dans le méthanol. Cependant dans I'acétonitrile, il s’avere plus délicat de
les distinguer. En effet, deux des composés de Tanaka s’aveérent peu informatifs tandis qu’a bas
niveau de solvant, seuls trois composés sont capables de mettre en évidence le facteur lot.

Concernant la phase XTerra RP 18, dont les résultats de la comparaison figurent dans le
Tableau VII-10, le constat se révele assez simple a formuler : le test n’est capable de distinguer
des lots différents qu’a haute teneur en solvant. A bas niveau de solvant, la répétabilité du test
s’avere trop médiocre pour prétendre révéler une dispersion interlot aussi réduite. Néanmoins, il
faut garder a 'esprit que les phases sélectionnées pour cette étude sont de générations récentes et
leur variabilité interlot est jugée satisfaisante par leurs utilisateurs mais aussi certains fournisseurs
[243].
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Tableau VII-10 : Comparaison des coefficients de variation des facteurs de rétention pour la phase XTerra
en méthanol et en acétonitrile.

Solvant MeOH MeCN
, Source de variation Source de variation
Solut TestFF P TestF P
ome Lot Répérabilité| wba Y Raperabilind | 1 roba
Digitoxine 1,84 0,496 13,756 9,27E-03] 2,39 0,287 69,271 2,26E-04

Clofazimine 0,99 0,659 | 2275 1,98E-01|400 0653 |37,464 9,79E-04
Amiodarone 093 0370 | 6363 423B-02]1,70 0289 |34,648 1,17E-03
Butylbenzéne | 1,47 0292 |25434 240E-03[124 0468 | 6,989 3,56E-02
Pentylbenzéne | 1,61 0255 |39,671 856E-04[130 0520 | 6,220 4,40E-02
o-Terphényle | 120 0,267 |20229 401E-03[1,08 0,504 | 4,564 7,45E-02
Triphényléne | 159 0288 |30,264 161E-03|1,06 0527 | 4048 9,01E-02

Strychnine 045 0469 | 0,918 4,58E-01|0,28 0271 | 1,058 4,14E-01
d-Tubocurarine |<045 0,731 080 0,741 | 1,161 3,85E-01

Atropine <031 0495 034 1,650 | 0,042 9,59E-01
Ampicilline 138 0,701 | 3,867 9,66E-02|7,05 0844 | 1,562 2,97E-01

Cyanocobalamine | 0,67 0,713 | 0,875 4,72E-01|1,02 2469 | 0,170 848E-01
Vancomycine 1,00 0781 | 1,645 282E-01|105 3695 | 0081 9,23E-01
Caféine 125 0542 | 5316 5,79E-02|0,58 0,600 | 0,935 4,52E-01
Benzylamine 1,68 0890 | 3563 1,09E-01|131 0717 | 3336 1,20E-01

En appliquant le test dans les conditions strictes de I'interlot, I'utilisateur peut espérer
mettre en évidence des dispersions analogues ou supérieures a celle de la XTerra, mais
uniquement a haut niveau de solvant. A bas niveau de solvant, les différences entre les lots
paraissent s’atténuer: il peut s’agir dun nivellement de la variabilit¢ dans des conditions
fortement aqueuses comme de 'atteinte de la limite de détection du test, méme avec un protocole
astreignant en terme de préparation pour en limiter 'impact sur les résultats.

La phase de développement de notre test est désormais achevée. Seulement, a I'issu de la
réduction optimale des conditions, les interprétations physico-chimiques des classifications alors
obtenues sont encore assez limitées. Capable de distinguer sans équivoque des phases
stationnaires — volontairement — différentes, 'application du test a un plus grand nombre de
phases nous autorisera a :

1. Vérifier le pouvoir discriminant de I'outil mis en place, avec la volonté de mettre
en évidence des différences entre des colonnes de conception proche et des effets
dus au vieillissement ;

2. Approfondir les interprétations physico-chimiques des classifications, afin d’en
améliorer leur compréhension.

Avec comme objectif final la caractérisation de chacune des phases testées au moyen de
cartes d’identité, I'extension de notre base de données nous permettra d’accéder pour chaque
descripteur, dont nous connaissons désormais le degré de robustesse, a son informativité. Cette
notion nous faisait défaut jusqu’a présent puisque nous avons développé notre test sur un jeu tres
partiel de colonnes. Ensuite, il sera possible de construire, et non de choisir a priorz, des
descripteurs qui réalisent les meilleurs compromis informativité/robustesse pout établir les cartes
d’identité.
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Extension de Ia base de données

Chapitre VIII Extension de la base de données

VIII.A Introduction

Une fois notre méthodologie de caractérisation développée, il est désormais possible de
I'appliquer de facon fiable 2 un nombre plus élevé de phases stationnaires. I’extension de la base
de données présente de multiples objectifs :

1. Visualiser comment se traduisent les dispersions interlot sur les classifications ;

2. Vérifier que le test est capable de discerner des phases stationnaires différentes mais
possédant un comportement chromatographique éventuellement proche; les
différences entre les phases peuvent se révéler plus petites que lors de la sélection des
conditions du test, ou les phases étaient volontairement trés distinctes ;

3. Explorer la capacité du test a assurer le suivi des phases stationnaires dans optique
de la mise en place d'un controle de réception de nouveaux lots et d’'un test de
conformité ; celui-ci peut s’appliquer a des colonnes neuves comme a des colonnes
usagées pour juger de leur évolution dans le temps ;

4. Approfondir I'interprétation physico-chimique des classifications.

Ce dernier point représente une étape indispensable a la construction a partir de
descripteurs pertinents de «cartes d’identité » des phases stationnaires. Ainsi, nous pouvons
mieux appréhender la signification non seulement des composantes principales, mais aussi des
parametres chromatographiques utilisés pour leur détermination, et leur attribuer un sens
physico-chimique de facon objective.

VIII.B Conditions expérimentales

VIII.B.1 Instrumentation

Nous avons utilisé trois chaines chromatographiques distinctes, décrites en Annexe 4.

VIII.B.2 Conditions chromatographiques

Les conditions chromatographiques du test ont été établies a I'issue du Chapitre V. Le
protocole détaillé figure dans ’Annexe 6.

VIII.B.3 Colonnes testées

Le Tableau VIII-1 regroupe les 42 colonnes auxquelles nous avons appliqué la procédure
de test. Constitué de 35 phases stationnaires différentes, ce panel, bien entendu non exhaustif, est
représentatif des colonnes utilisées pour le développement des méthodes dans lindustrie
pharmaceutique. A P'exception des colonnes Symmetry C18 (250%4,6 mm), SymmetryShield RP8
et Chromolith Performance RP18-e (100%4,6 mm), toutes sont de dimensions 150%4,6 mm.
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Chapitre VIIT

Tableau VIII-1: Caractéristiques disponibles des colonnes testées.

Phase stationnaire D dp %C S ) Fournisseur — Commentaires™ Abréviation
Capcell Pak C8 UG 120 125 10 300 Shisheido 1a; 3b; 4c E8_1
XTerra RP 8 12,5 3,5 13,37 174 Waters 1b; 2a; 5a P8_1
Discovery RP Amide C16 18 5 12,04 198 Supelco 1a; 2b; 5a P16_1
XTerra RP 18 12,5 3,5 1442 172 Waters 1b; 2a; 5a P18_1
SymmetryShield RP 18 10 3,5 17,04 339 Waters 1a; 2a; 52 P18_2
Zorbax Eclipse XDB-C8 8 5 7,6 180 Agilent 1a; 5a C8_1
Symmetry C8 10 5 12,15 344 Waters 1a; 5a C8_2
Kromasil C8 10 5 12 340  Akzo Nobel 1a; 5a C8_3
J'sphere ODS-H80 8 4 22 — YMC 1a; 3a; 4¢; 5¢ C18_1
Zorbax StableBond C18 8 3,5 10 180 Agilent 1a; 4b C18_2
Nucleosil C18 HD 10 5 20 350 Macherey-Nagel 1a; 5a C18_3
Symmetry C18 10 5 1945 341 Waters 1a; 5a C18_4
Aquasil C18 10 5 12 310 ThermoHypersil 1a; 5b A18_1
Zorbax Stable Bond Aq 8 5 — 180 Agilent 1a; 4c; 5¢ Al18_2
YMC-Pack ODS-AQ 12 4 14 300 YMC 1a; 5b Al18_3
Synergi Hydro-RP 8 4 19 475 Phenomenex 1a; 5b Al18_4
Uptisphere HDO 125 16 324 Interchim 1a; 4c; 5b A18_5
Luna C8 (2) 9,7 5 1415 421 Phenomenex la; 5a C8_4
Zorbax Stable Bond C8 8 35 55 180 Agilent 1a; 4a C8_5
Zorbax Eclipse XDB-C8 8 5 7,6 180 Agilent 1a; 5a C8_6
Symmetry C18 (usagée) 10 5 19,1 335 Waters 1a; 5a C18_5
Chromolith Performance RP-18¢ | 13 (5 18 300 Merck 1c; 5a C18_6
Discovery C18 18 5 12,44 199 Supelco 1a; 5a C18_7
Uptisphere ODB 12 5 174 330 Interchim la; 5a C18_8
Uptisphere NEC 125 16 333 Interchim la C18_9
Uptisphere HSC — 5 192 — Interchim 1a; 5a C18_10
Uptisphere TF — 5 133 — Interchim 1a; 3c; 4c; 5a Cc18_11
BetaMax Neutral 6 5 29 — ThermoHypersil 1la; 5a C18_12
Nucleodur 100-5 C18 EC 11 5 175 — Macherey-Nagel 1a; 5a C18_13
Nucleodur C18 Gravity 1 5 18 — Macherey-Nagel 1a; 5a C18_14
Hypersil GOLD 17,5 5 10 220 ThermoHypersil 1a; 5a C18_15
HyPURITY Advance — 5 — — ThermoHypersil 1a; 2b; 5a P8_2
SymmetryShield RP8 10 3,514,73 343 Waters 1a; 2a; 5a P8_3
Polaris C18-A 8 5 — 220 Ansys 1a; 2d; 5a P18_3
Polaris Amide C18 8 5 — 220 Ansys 1a; 2b; 5a P18_4
Polaris C18-Ether 8 5 — 220 Ansys 1a; 2¢; 5a P18 5
SymmetryShield RP 18 10 3,5 17,5 340 Waters 1a; 2a; 52 P18_6
SymmetryShield RP 18 10 3,517,48 340 Waters 1a; 2a; 5a P18_7
SymmetryShield RP 18 10 3,5 17,46 340 Waters 1a; 2a; 5a P18_8
XTerra RP 18 12,5 3,5 14,77 182 Waters 1b; 2a; 5a P18_9
XTerra RP 18 12,5 3,5 14,62 176 Waters 1b; 2a; 5a P18_10
XTerra RP 18 125 3,5 146 176 Waters 1b; 2a; 5a P18_11
48
N°  Commentaires a b ¢ d
1 Type de silice Sphérique Ultra pure Sphérique Hybride  Monolithique
2 Groupe polaire intercalé *  Carbamate Amide Ether Non spécifié
3 Type de greffage** Polymérique Encapsulation Trifonctionnel
polymérique
4 Base du greffon*** Diisopropylalkyle Diisobutylalkyle Non spécifié
5 Endcapping* Apolaire Polaire Non spécifié

* si présent

*F autre que monomérique

** autre que diisométhylalkyle
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Pour plus de lisibilité et ’homogénéité au niveau des classifications, nous avons repris les

conventions d’abréviation employées au Chapitre V. Les phases sont donc identifiées de la
maniére suivante :

1. La premicre lettre correspondant a I'initiale relative a la nature de la phase : A traduit
la présence d’un type Aqua, C, celle d’un greffon purement hydroCarboné, P, celle
d’un groupement Polaire intercalé et E dénote une Encapsulation polymérique ;

2. Lalongueur de la chaine alkyle : 8, 16 ou 18 atomes de carbone ;

3. Le numéro de test, incrémenté au fur et a mesure du nombre de colonnes
caractérisées appartenant a une méme catégorie.

Viil.C Préliminaires a Pexploitation : étude de Ia rétentivité moyenne
des solutés

Résultant de 'ajout de phases stationnaires, la connaissance expérimentale du test nous a
conduit a examiner la pertinence de certains composés qui génerent des parametres
chromatographiques moins fiables, de par le bruit qu’ils introduisent face a I'information réelle
qu’ils transmettent sur la phase stationnaire testée. Sont donc mis sur la sellette les solutés peu
retenus, avec un facteur de rétention moyen inférieur a 2. Cette ultime étape de sélection n’était
réalisable qu’apres avoir testé un nombre plus élevé de phases. Néanmoins, la procédure
d’élimination ne peut se fonder sur le seul critere de la valeur moyenne de rétention. 1l faut en

effet aussi considérer son coefficient d’information CI(%)=—x100": une amplitude de
x

variation réduite (CI<50%) signifie un nivellement de l'information, auquel cas le composé
correspondant pourra étre exclu du test. Dans le cas inverse, il faudra examiner les «loading
plots » : seront éliminés les candidats qui s’averent étre proches a la fois :

e De lorigine du repere, ce qui traduit un faible apport d’information ;

e Des autres solutés, ce qui signifie une information redondante avec ces derniers.

Le Tableau VIII-2 regroupe les valeurs moyennes des facteurs de rétention et les
coefficients de variation relatifs a chaque soluté, sur I’ensemble des 42 colonnes testées.

Tableau VIII-2 : Moyennes et coefficients d’information des facteurs de rétention des solutés sur les 42
colonnes testées.

Soluté MeCN MeOH 2 solvants
Moyenne CI (%) Moyenne CI (%) Moyenne CI (%)
Digitoxine 0,62 38,35 1,80 47,64 1,21 71,46
Clofazimine 4,19 88,55 2,42 55,63 3,30 88,18
Amiodarone 12,28 108,46 14,17 84,79 13,23 95,61
Butylbenzene 5,34 53,57 5,39 60,72 5,36 56,95
Pentylbenzene 7,87 57,76 8,19 65,24 8,03 61,45
o-Terphényle 6,55 52,58 7,38 62,97 6,97 58,606
Triphénylene 7,67 52,67 10,81 62,19 9,24 62,07
Ampicilline 1,14 29,29 3,79 44,18 2,46 72,84
Atropine 6,75 46,79 7,15 53,81 6,95 50,42
Benzylamine 0,70 34,52 0,90 41,69 0,80 41,15
Caféine 2,57 4238 4,81 60,61 3,69 66,68
Cyanocobalamine 2,93 67,59 7,14 94,63 5,03 106,87
Strychnine 6,89 60,72 9,13 91,12 8,01 82,88
Vancomycine 0,69 39,88 1,51 42,64 1,10 58,38
d-Tubocurarine 20,74 73,33 13,88 110,34 17,31 89,87

4 Le coefficient d’information est calculé comme celui de variation, mais la qualification differe dans un souci de
clarté ; il s’agit d’employer la variation non pas au sens classique du terme, mais au sens de I'analyse multivariée, ou
variation équivaut a information. Au lieu d’estimer statistiquement une dispersion, le CI traduit une mesure
d’information. Ainsi, plus le coefficient d’information est élevé, plus le paramétre chromatographique est porteur
d’information.
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La benzylamine possédant un facteur de rétention systématiquement inférieur a 1, elle est
écartée définitivement du test. Les autres composés susceptibles d’étre éliminés sont la digitoxine
et la vancomycine a cause de leur faible facteur de rétention. Par contre, leurs cas ne peuvent
s’affranchir d’une discussion au regard des «loading plots », qui sera menée préalablement a
linterprétation des classifications.

Notons que les conditions chromatographiques s’averent remarquablement isoéluantes
pour le pentylbenzene et plus encore pour le butylbenzene, composés a partir desquels nous
avons basé notre définition du rapport isoéluant, ce qui le valide a posterior.

VIII.D Résultats et discussion

VIII.D.1 Principe

L’ajout de phases stationnaires permet d’étoffer les classifications descriptives. En outre,
les «loading plots » devraient avoir gagné en lisibilité suite a la réduction du test” et leur
utilisation peut désormais étre envisagée.

L’invariance des classifications entre le développement de la procédure de caractérisation
et celles obtenues par lapplication du test aux 42 colonnes pourra étre un argument
supplémentaire en faveur du test. D’un point de vue pratique, savoir dans quelles zones de
I'espace des composantes principales se situent les colonnes ne revét que peu d’intérét si 'on
ignore la signification physico-chimique des axes. Pour pallier ce défaut d’interprétation, nous
utiliserons les « loading plots », désormais exploitables, interactivement avec les « score plots », de
maniere a converger vers des interprétations physico-chimiques des classifications, que 'examen
des chromatogrammes permettra de valider.

A Détape dinterprétation physico-chimique des classifications succédera celle de leur
exploitation, raison pour laquelle la discussion relative aux « score plots » sera volontairement
limitée dans la section VIIL.D.2 pour étre détaillée dans la section VIIL.D.3.

A Texception du cas de 'amiodarone, comme les asymétries et les efficacités ne se sont
pas révélées étre des parameétres robustes, nous poursuivrons notre étude uniquement sur les
facteurs de rétention.

VIII.D.2 Interprétation physico-chimique des classifications obtenues par
Analyse en Composantes Principales

Avec D'ajout des nouvelles colonnes, ’ACP globale sur les facteurs de rétention semble
perdre de son pouvoir discriminant. Pour y remédier, nous avons effectué des ACPs selon la
fraction de modificateur organique, ce qui s’avere plus pertinent tout en assurant 'invariance des
classifications ainsi obtenues par rapport a celles issues du test réduit. Ce phénomene souligne les
différences au niveau des mécanismes régissant la rétention suivant la fraction de modificateur
organique mise en jeu.

Conformément a la convention du Chapitre V, le solvant de test apparait
symboliquement sous la forme d’un cercle pour le méthanol et d’un triangle pour I'acétonitrile.

VIII.D.2.a Analyse en Composantes Principales a haut niveau de solvant

VIII.D.2.a.i Description générale de Ia classification

La Figure VIII-1 représente la classification obtenue a haute teneur en modificateur
organique avec tous les solutés, y compris la digitoxine. La classification recouvre 88% de
I'information totalement disponible.

50 Initialement, l'utilisation des «loading plots » pour linterprétation n’était pas envisageable du fait de leur
organisation en forme de nébuleuse, traduisant de fortes corrélations entre les variables d’origine.
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Figure VIII-1: « Score plot » CP1-CP2 obtenus sur les facteurs de rétention a haut niveau de solvant.
Nous retrouvons des comportements similaires aux classifications précédemment

obtenues :

1. Selon CP1, les phases se répartissent en fonction de leur hydrophobie. L’ordre
observé est en effet globalement le suivant : C8 a groupement polaire enchassé<C8
haute densité ~ C18 a groupement polaire enchassé<C18<C18 haute densité.

2. Selon CP2, on observe un éclatement de la classification suivant le solvant de test,
toutes les colonnes testées dans I'acétonitrile se situant dans la partie supérieure du
plan, et celles évaluées dans le méthanol, dans la partie inférieure.

3. Dans le plan CP1-CP2, la classification possede toujours une forme de V, traduisant
un effet non linéaire du modificateur organique.

Pour mieux comprendre cette classification, il faut élucider le mécanisme qui gouverne la
séparation suivant le solvant de test, ainsi que 'origine de 'étendue différente de la répartition des
couples colonnes/solvant selon la nature du solvant. A cette fin, il nous faut compléter Iétude
par Pexamen des «loading plots », qui permettra en outre de discuter de ’éventuel rejet de la
digitoxine.

VIII.D.2.a.ii Interprétation des « loading plots » correspondants

La Figure VIII-2 présente les « loading plots » relatifs aux plans CP1-CP2 et CP2-CP3.
La digitoxine ne possédant dans son voisinage aucune autre variable, ce qui est synonyme d’une
information apportée non redondante, elle sera conservé dans la suite du test.
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Figure VIII-2 : « Loading plots » CP1-CP2 et CP2-CP3 des facteurs de rétention obtenus a haut niveau de
solvant.

Les trois premicres composantes principales traduisent a elles seules 97% de I'information
totale disponible. La premi¢re composante est définie essentiellement par des composés de
Tanaka, neutres hydrophobes (vecteurs quasi-colinéaires 2 CP1)”".

Concernant les deux premic¢res composantes principales, elles ne sont pas simplement
définies par une catégorie unique de composés : par exemple, les composés basiques participent a
la définition de CP2 de méme qu’ils contribuent aussi a celle de CP1. Ce phénomene ne fait que

51 En toute rigueur, il faudrait procéder a une légere rotation dans le sens rétrograde pour construire un nouveau

repere défini par (CP1',CP2',CP3"). Ainsi, CP7’ serait principalement calculée a partir des neutres de Tanaka et

correspondrait a la surface hydrocarbonée accessible des phases stationnaires. Cependant, compte tenu de la faible
valeur de I'angle de rotation, nous nous sommes affranchi de cette opération, qui n’apporte pas d’élément nouveau a
notre discussion et ne modifie pas notre interprétation.
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confirmer la mixité du mécanisme de rétention de tels solutés. Il valide aussi notre approche, qui
consiste a attribuer @ posteriori un sens physico-chimique aux classifications issues d’ACP : imposer
des axes a priori selon deux catégories de composés de natures différentes n’assure en rien

I'orthogonalité de la classification obtenue, condition size gua non cependant a une interprétation
fiable.

Attribuer un sens physico-chimique a CP2 et CP3, pas aussi explicites que CP1, nécessite
d’approfondir linterprétation du «loading plot». Trois composés jouent un réle prépondérant
dans les définitions de CP2 et CP3: I'amiodarone, la clofazimine (solutés basiques), et la
digitoxine, seule sonde neutre injectée a ce niveau de solvant qui soit aussi capable d’interagir par
liaisons H. Au premier abord, CP2 semble construite a partir de la projection des facteurs de
rétention des sondes basiques tandis que CP3 semble se baser principalement sur celle de la
digitoxine. A ceci s’ajoute entre CP2 et CP3 une inversion de I'influence de la digitoxine : sa
composante se soustrait a celle des basiques sur CP2 alors qu’elle s’additionne a ces dernieres sur

CP3.

D’un point de vue physico-chimique, ce phénomene peut s’interpréter de la maniere
suivante. La clofazimine et 'amiodarone sont des composés basiques, qui, dans les conditions du
test 4 haut niveau de solvant, existent sous deux formes BH' et B . Le fait que la projection de la
digitoxine, soluté neutre, se soustraie a celle des deux solutés basiques semble indiquer que I'on
ne conserve au final pour CP2 que la contribution d’une seule forme globale ionisée BH",
affranchie de sa forme conjuguée par soustraction. Pour CP3, définie essentiellement par le
facteur de rétention de la digitoxine, les composés basiques ajoutent une contribution positive,
qui par orthogonalité™, ne peut étre que de nature neutre, ce qui conduit 2 définir CP3 4 l'aide de
contributions de formes neutres uniquement.

Ainsi, partant du principe que CP2 est régie par un composé ionisé virtuel, et CP3 par un
composé neutre virtuel mais capable d’interagir par liaisons H, nous pouvons en déduire que CP2
relate des interactions™ de types ion-ion et ion-dipdle, tandis que nous pouvons attribuer 2 CP3
des interactions uniquement de type dipdle-dipole. De surcroit, CP3 ne recouvre pas qu’un seul
type d’interaction dipole-dipdle, puisqu’elle est régie par des composés capables d’interactions de
natures différentes, T et/ou H. L’ordre constaté est le suivant : les interactions de type m, dont le
domaine se recouvre partiellement avec celui des interactions de type accepteurs de liaison H,
puis celles de type donneurs-accepteurs de liaisons H. Ainsi, CP3 est aussi organisée par échelle
d’intensité d’interaction croissante.

VIII.D.2.a.iif Classifications interprétées

La Figure VIII-3 reprend les «score plots» en indiquant les significations physico-
chimiques attribuées aux trois premicres composantes principales.

52 Par construction et par définition, toutes les composantes principales respectent un critere d’orthogonalité entre
elles.

5 Le passage des facteurs de rétention aux interactions, termes d’énergie, n’est pas trivial. En effet, il faut garder a
o

Pesprit que &£ = exp( RT

j . Cependant, eu égard aux valeurs de AG®, la fonction exponentielle peut s’approximer

par un polynéme du second degré dans I'intervalle 2 a 10 de valeurs de 4. Par conséquent, méme si la relation n’est
pas linéaire, elle permet d’établir un lien assez direct entre les facteurs de rétention et les interactions.
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Figure VIII-3 : « Score plots » interprétés des plans CP1-CP2 (en haut) et CP1-CP3 (en bas).

L’interprétation physico-chimique explique aussi Iéclatement de la classification selon

CP2 suivant la nature du solvant. En effet, le méthanol, étant capable d’interagir par liaison H au
contraire de l'acétonitrile, masque par effet de compétition la majorité des interactions ion-dipole

que pourrait mettre en évidence le composé ionisé virtuel. A contrario dans l'acétonitrile, I'effet

de ces interactions n’en sera que plus prononcé. La présence d’un type d’interaction ion-dipole

dans Pacétonitrile permet d’expl

1.

iquer :

La non superposition des couples colonne-solvant suivant le modificateur organique :

il n’y a en effet aucune raison de penser que les interactions ion-ion différeront
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notablement d’un solvant a l'autre, eu égard a des permittivités relatives de méme
ordre de grandeur ;

2. Une répartition des projections des couples colonne/solvant sur CP2 plus large dans
'acétonitrile que dans le méthanol.

Ceci confere a I'acétonitrile un pouvoir discriminant plus élevé. Cependant, rendre les
sondes plus sensibles ne confére pas que des avantages, comme nous 'avons déja remarqué au
chapitre précédent : les domaines de robustesse sont aussi plus réduits.

Concernant la classification CP1-CP3, leffet du solvant n’est plus aussi clairement
observé que sur CP1-CP2. Ce phénomeéne provient certainement du recouvrement (en terme

d’intensité) des interactions T—T et accepteur de liaison H, déja constaté sur le « loading plot ».

Reste désormais a valider notre interprétation physico-chimique par l'examen de
différents chromatogrammes.

VIII.D.2.a.iv Vérification chromatographique de Pinterprétation

La vérification des interprétations physico-chimiques se fonde sur des exemples de
colonnes greffées octadécyle, possédant ou non un « end-capping », de type apolaire ou polaire.
La Figure VIII-4 montre les 3 chromatogrammes du mélange de Tanaka obtenus sur trois phases
stationnaires, distinctes selon leur projection sur CP1, mais de méme projection sur CP2.

Morm

| C18_7T: Discowery C13
2

Projection sur CP1, croissante

C18_4: Syrometsy C15 J \

C18_1: "Sphese O DS H30

3 1] 13 i} 23 ELNT]

Figure VIII-4 : Chromatogrammes des neutres de Tanaka obtenus sur trois phases stationnaires C18 avec
Pacétonitrile pour modificateur organique ; ordre de rétention : butylbenzéne, o-terphényle, triphényléne et
pentylbenzéne.

Ce mélange gouverne la premiere composante principale CP1. L’ordre croissant constaté
sur la classification entre la Discovery C18 et la J’Sphere ODS H80 ne fait que restituer le
déplacement du barycentre du groupe de composés neutres hydrophobes vers des rétentions de
plus en plus élevées, traduisant une augmentation de la surface hydrocarbonée accessible.

La Figure VIII-5 reprend le comportement chromatographique de 3 phases stationnaires
possédant une projection similaire sur CP1, mais de valeur croissante sur CP2 et sur CP3.
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Figure VIII-5 : Chromatogrammes obtenus sur 3 phases stationnaires différant selon CP2 avec ’acétonitrile
pour modificateur organique ; mélange constitué de digitoxine (1), de clofazimine (2), de neutres de
Tanaka (3) et d’amiodarone (4).

Les composés basiques, indexés sous les numéros 2 et 4, voient leur rétention augmenter,
dans le méme ordre que sur CP2. Si la clofazimine posséde une influence deux fois supérieure a
celle de 'amiodarone dans la définition de CP2 (cf. le « loading plot » de la Figure VIII-2), c’est
parce qulelle s’avere simplement plus discriminante au niveau du comportement
chromatographique : dans les deux premiers cas, elle est éluée avant le groupe des neutres de
Tanaka, tandis que pour la troisicme colonne, elle est éluée apres. Cette différence de
comportement provient certainement de la structure tridimensionnelle des composés basiques : la
clofazimine, de forme plane, est plus encline a sonder les groupements silanol que 'amiodarone,
dont la forme de type globulaire peut constituer un handicap.

Globalement, les hydrophobies constatées sont similaires. Les 3 phases stationnaires
étudiées, d’apres notre classification, posseédent des surfaces hydrocarbonées accessibles
semblables. Il faut néanmoins noter une limitation de l'interprétation de CP1. En effet, d’apres
les chromatogrammes, ’Aquasil C18 (A18_1) présente une hydrophobie inférieure aux deux
autres. Mais la forte rétention de 'amiodarone, qui participe dans une moindre mesure que les
neutres de Tanaka a la définition de CP1, explique la méme projection sur cette composante que
pour les deux autres colonnes. I’Aquasil C18 (A18_1) représente donc un cas «limite » pour
notre classification, eu égard aux interactions dipolaires qu’elle est capable de développer grice au
caractere polaire de son « end-capping ». D’apres la projection de ses coordonnées sur CP3, ces
interactions sont de type donneur-accepteur de liaisons H. Concernant 'Uptisphere NEC
(C18_9), elle se situe pour CP3 au niveau des accepteurs de liaisons H, ce qui n’est pas surprenant
pour une phase dépourvue de recouvrement terminal. Quant a la Nucleodur Gravity (C18_14),
elle ne s’avere ni donneur ni accepteur de liaison H d’apres notre classification sur CP3, ce qui est
confirmé sur le chromatogramme de la Figure VIII-5 par la faible rétention de la digitoxine.

La Figure VIII-6 illustre la diversité d’interactions incluses dans la définition de CP2.
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Figure VIII-6 : Chromatogrammes obtenus sur deux phases stationnaires de projection sur CP2 similaire
mais de projection sur CP1 croissante avec I’acétonitrile pour modificateur organique ; pour I'identification
des composés, cf. Figure VIII-5.

Dans le cas de ’Aquasil C18 (A18_1), la clofazimine est ¢luée apres le groupe de
composés de Tanaka, tandis que pour I'Uptisphere HSC, elle possede un temps de rétention
similaire a ceux des composés neutres. I.’amiodarone, quant a elle, est fortement retenue pour les
deux phases considérées. Cependant, les asymétries correspondantes laissent présager de
mécanismes de rétention différents: autant sur I’Aquasil C18 (A18_1), la faible asymétrie
constatée indique préférentiellement des interactions de type ion-dipOle, autant la forte asymétrie
constatée sur 'Uptisphere HSC** (C18_10) est le fruit d’interactions de type ion-ion.

Ces quelques exemples, qui, hormis celui de I’Aquasil C18, concernent des colonnes
purement octadécyle, illustrent la diversité des comportements qui existe au sein des phases
stationnaires dites « classiques » : la simple rétention de sondes neutres hydrophobe peut varier de
plus d’un facteur 2, pour des phases d’appellation C18, dont certaines s’averent clairement moins
rétentives que des C8 !

Les classifications a haute teneur en modificateur organique possedent désormais leur
interprétation physico-chimique, sur un total de 97% de I'information totale disponible. 1l s’agit
maintenant de procéder de la méme manicre pour les classifications obtenues a bas niveau de
solvant.

VIIL.D.2.b Analyse en Composantes Principales a bas niveau de solvant

VIII.D.2.b.i Examen et interprétation des « loading plots »

Examinons d’abord le cas de la vancomycine sur le «loading plot », représenté sur la
Figure VIII-7.

5 I’asymétrie prononcée de I'amiodarone sur 'Uptisphere dénote certainement une surcharge du mécanisme basé
sur les interactions ioniques, due au nombre réduit de groupement silanol accessibles mais capables d’interactions de
forte intensité.
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Figure VIII-7 : « Loading plots » du plan CP1-CP2 a (;)Palr(gi%’un jeu de 7 variables d’origine (en haut) et
apres élimination de la vancomycine (en bas).

Contrairement au cas de la digitoxine (cf. Figure VIII-2), le facteur de rétention de la
vancomycine est trés proche de celui de 'ampicilline sur CP1-CP2. Ceci conduit a I’élimination de
la vancomycine. En effet, non seulement ce composé est peu retenu et 'information qu’il porte
risque d’étre entachée d’erreur, mais elle s’avere de surcroit redondante par rapport a celle de
I'ampicilline. Le rejet de la vancomycine porte I'information totale disponible sur le plan CP1-
CP2 de 83% a 86%, ce qui peut laisser supposer que la vancomycine était source de bruit. En
outre, la répartition des variables d’origine n’apparait que peu affectée par I’élimination de la
vancomycine : les projections sur CP1 et CP2 sont légerement modifiées en intensité, mais pas en
terme d’ordre.

I’examen du seul « loading plot » ne permet pas d’attribuer de signification particulicre a
CP1. Par contre pour CP2, la projection des facteurs de rétention semble s’organiser par échelle
de polarité. En effet, Pampicilline est sous forme globalement neutre (zwitterion); la
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cyanocobalamine, globulaire, se comporte comme un neutre, au méme titre que la caféine, tandis
que les trois composés restants sont sous forme BH' et ordonnés suivant leur sensibilité aux
silanols. En effet, la d-tubocurarine est sans conteste la sonde la plus sensible aux silanols
résiduels, particuliecrement lorsque leur acidité est exaltée a l'occasion d’une contamination
métallique (cf. Annexe 8). Signalons que les valeurs croissantes selon CP2 traduisent une
rétention de plus en plus faible dans I'acétonitrile par rapport au méthanol : si les trois premiers
composés, neutres, sont beaucoup moins retenus ("ampicilline I’étant le moins), Patropine ne voit
pas son facteur de rétention grandement modifié par le changement de solvant tandis que la d-
tubocurarine s’avere toujours beaucoup plus retenue avec I'acétonitrile quavec le méthanol. Il est
donc vraisemblable que CP2 corresponde a des interactions d’intensité croissante, partant
d’interactions ioniques pour aboutir a des interactions dipole-dipole induit. Eu égard a la
proportion de phase aqueuse (85% a 91%), il est difficile de concevoir que les silanols puissent
étre autant engagés dans des liaisons de type ion-ion ou ion-dipole qu’a haute teneur en
modificateur organique. Cependant, on peut raisonnablement considérer que les effets masquants
de la phase mobile seront plus prononcés avec le mélange a base de méthanol (plus proche du
milieu purement aqueux en terme de liaisons H) qu’avec celui contenant de I'acétonitrile. Ainsi,
les interactions ioniques seront favorisées avec le méthanol.

VIII.D.2.b.ii Classification interprétée

Le «score plot» issu du jeu des six composés sélectionnés est représenté sur la Figure
VIII-8.
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Figure VIII-8 : « Score plot » de CP1-CP2 partiellement interprété.

A Texception des trois colonnes C8_5, C18_9 et A18_1 testées dans le méthanol, nous
sommes en présence d’une classification qui se divise suivant le solvant de test : toutes les phases
évaluées dans le méthanol se situent dans le demi-plan délimité par les valeurs positives de CP2
(axe figuré en pointillé), et inversement pour toutes les colonnes testées dans I'acétonitrile. La
classification posséde toujours une forme de V, encore plus prononcée qu’a haut niveau de
solvant. Ce phénomene valide I'interprétation que nous avons faite de CP2. En effet, avec le
mélange acétonitrile/tampon (9/91), le phénomene d’écran de charge — en terme d’interactions
H — est moins prononcé qu’avec le mélange méthanol/eau (15/85), ce dernier solvant organique
apportant une contribution supplémentaire en liaisons H : les interactions ioniques seront donc
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favorisées en milieu acétonitrile. Le sens physico-chimique de la premiere composante principale,
qui reprend 68% de l'information totale disponible, s’avere complexe a élucider. Nous avons
donc fait appel a ’Analyse Hiérarchique en Clusters (AHC), a titre de guide pour linterprétation
des classifications (cf. Figure VIII-9).
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Figure VIII-9 : Analyse en cluster effectuée sur les coordonnées des couples colonne/solvant.
L’analyse en clusters a été effectuée sur la classification relative a la fraction basse en
solvant, et les couleurs, qui identifient chacun des 10 groupes obtenus, ont été reportés sur le
« score plot » a haute teneur en solvant. Ont été ainsi identifiées plusieurs catégories de phases :

e les groupes 1 et 2, constitués généralement de phases comprenant un groupement
polaire intercalé ;

e les groupes 3, 4 et 5 représentent globalement les mémes phases stationnaires de
type purement alkyle (C8 et C18) qui different selon la présence et la nature de
leur « end-capping » (polaire ou apolaire) ;
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le groupe 6, ainsi que les 4 autres couples colonne/solvant isolés, reprend des
phases soit dépourvues de « end-capping » (C18_9 et C8_5), soit possédant un
« end-capping » polaire ou assimilé (A18_1 et A18_2).

L’analyse en clusters confirme I’éclatement de la classification selon CP2, en fonction du
solvant de test. La Figure VIII-10 reprend les « score plots » obtenus a bas et haut niveaux de
modificateur organique.
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Figure VIII-10 : ACP interprétées par AHC a bas et haut niveaux de teneur en modificateur organique ;
chaque couleur correspond a un groupe (10 au total) identifié a basse teneur en solvant.
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La Figure VIII-10 illustre la nécessité pour la procédure de test de contenir plusieurs
niveaux de fraction en solvant organique.

On retrouve donc un semblant d’organisation le long de CP1 selon la surface
hydrocarbonée accessible, avec des phases organisées dans l'ordre suivant: C8 a groupement
polaire intercalé< C18 a groupement polaire intercalé < C8 haute densité <C18. Cependant, la
surface de phase offerte a haut niveau de solvant n’est certainement pas équivalente a celle a bas
niveau en modificateur organique, du fait de différences de conformations des greffons, qui sont
solvatés différemment selon la nature et la teneur en solvant organique.

D’apres le Chapitre IV, les phases possédant un groupement polaire intercalé apparaissent
plus rigides, donc plus ordonnées que leurs homologues purement alkyles. En outre, les
regroupements similaires pour les individus des groupes 1 et 2 entre bas et haut niveaux de
solvant contrastent avec les modifications observées pour de nombreuse phases C18, classiques
ou de type Aqua. Ces dernicres se répartissent d’ailleurs dans des groupes différents, soulignant
une probable diversité des supports regroupés sous cette appellation, imprécise faute
d’information disponible. Ce phénomene sera discuté plus en détail dans la section VIIL.D.3.c.
Cependant, il est concevable que la présence d’un « end-capping » polaire, d’un traitement de
surface autorisant l'utilisation du support avec des phases mobiles 100% aqueuse et/ou d’une
base de greffon alkyle type diisopropyle puisse entrainer une perturbation supplémentaire a celle
se produisant sur des phases purement alkyles, ce qui se traduit par un accroissement du désordre
pour Porganisation des greffons.

L’ordre observé des groupes selon CP1 respecte un désordre croissant de structure locale
de la phase stationnaire. Ce phénomene nous permet donc d’interpréter d’un point de vue
thermodynamique CP1: cette composante traduit le degré de désordre — ou le degré
d’hétérogénéité énergétique des sites actifs — de la phase stationnaire (cf. Figure VIII-11).
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Figure VIII-11: « Score plot » de CP1-CP2 suivi d’une AHC (10 groupes).

Cette interprétation peut étre rapprochée des résultats d’une récente étude de Gritti et
Guiochon [255]. Ces auteurs ont en effet associé 'asymétrie de pic observée pour deux composés
neutres polaires, la caféine et le phénol, a une hétérogénéité énergétique de la structure locale de
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la couche C18. Ayant écarté tout mécanisme d’adsorption de type liaison H avec des
groupements silanol résiduels, ils attribuent ce phénomene a une interaction surfacique
supplémentaire provenant de sites d’adsorption sur les chaines alkyles.

Or, la caféine fait aussi partie de notre jeu de solutés et s’avere d’ailleurs la sonde qui
possede le plus d’influence dans la définition de CP1 (cf. Figure VIII-7). Partant du principe
quen présence d’'un mécanisme de rétention mixte™ et par analogie avec les composés basiques,
la rétention est toujours reliée a 'asymétrie de pic observée, le facteur de rétention de la caféine
pourrait donc constituer une mesure de ’hétérogénéité énergétique de la phase, dont 'ordre est
forcément plus perturbé a basse qu’a haute teneur en solvant organique. Ainsi, sous réserve d’'un
comportement des autres solutés polaires équivalent a la caféine, ce que peut laisser supposer déja
le cas du phénol, CP1 peut étre associée a une mesure du désordre, c'est-a-dire a Pentropie de la
phase.

VIII.D.2.b.iii Vérification chromatographique de interprétation

Autant la vérification d’interactions de différentes natures possede un sens
chromatographique direct, autant lorsqu’il s’agit d’une interprétation thermodynamique, le lien est
bien moins évident. C’est pourquoi nous ne proposerons une illustration chromatographique que
pour CP2. La Figure VIII-12 montre 2 chromatogrammes obtenus sur deux phases stationnaires,
de méme projection sur CP1 mais distinctes selon leur projection sur CP2.
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Figure VIII-12 : Chromatogrammes obtenus sur 2 phases stationnaires différant selon CP2; A18_3 est testée
dans le méthanol et C18_5 dans Pacétonitrile ; ordre d’élution : ampicilline, cyanocobalamine, atropine et d-
tubocurarine

La différence entre ces deux comportements chromatographiques réside en I’élévation de
la rétention des composés basiques (ici I'atropine et la d-tubocurarine) et de leur asymétrie de pic,
celles des composés neutres n’étant pas modifiées. Ce phénomene traduit I'apparition d’un
mécanisme de rétention secondaire fondé sur des interactions de forte intensité, de type ionique,
ce qui confirme notre interprétation de CP2.

55 Par association de mécanisme de natures et/ou d’énergies différentes
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VIIL.D.2.c Synthése et interprétation thermodynamique des classifications

Lors de cette synthése, nous cherchons a relier nos interprétations physico-chimiques des
ACP a des grandeurs thermodynamiques, en comparant toujours bas et haut niveau de solvant.
La Figure VIII-13 présente les analyses hiérarchiques en clusters effectuées sur 'ensemble des
composantes principales interprétées, au nombre respectivement de 3 et 2 a haut et bas niveaux
de solvant.
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Figure VIII-13 : Analyse en clusters effectuée sur les coordonnées des couples colonne/solvant.
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Les dendrogrammes ont été sectionnés a des niveaux de similitude équivalents (ligne

pointillée), conduisant chaque fois a 23 regroupements.

Ces regroupements sont reportés sur leurs classifications respectives, comme le montre la

Figure VIII-14
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Figure VIII-14 : « Score plots » de CP1-CP2 interprétés par AHC a haut et bas niveaux de solvant.
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Résultant de la projection de CP3,” sur le plan CP1,-CP2,, le recouvrement de certains
groupes sur la classification a haut niveau de solvant traduit I'apport discriminant de CP3,,
améliorant ainsi l'analyse en clusters. La Figure VIII-15 reprend cette classification en
configuration tridimensionnelle.
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CP2 (15%)

CP3 (9%)

Al8 2 £18 10

4
_ CP1 (73%)

£18 118 12

Figure VIII-15 : Représentation tridimensionnelle de la classification interprétée a haut niveau de solvant.
D’apres Iétude de robustesse, les conditions majoritairement organiques sont plus
robustes que celles majoritairement aqueuses, entrainant une meilleure qualité de I'information
obtenue et permettant d’interpréter plus d’information — 97% contre 86%. Cet écart correspond
a la quantit¢ d’information apportée par une composante principale supplémentaire: 3
composantes ont fait 'objet d’une interprétation a haut niveau de solvant contre 2 a bas niveau.
L’introduction de la troisieme composante apporte un gain en discrimination : par exemple, elle
permet de distinguer les colonnes Uptisphere HDO (A18_5), Uptisphere ODB (C18_8) et
Uptisphere NEC (C18_9) des colonnes Symmetry C18 (C18_5) et Nucleodur Gravity (C18_14),
rassemblées sur le seul plan CP1-CP2. Ce phénomene explique aussi par le nombre différents de
couples colonne/solvant isolés : I'analyse en clusters met en évidence 13 groupes constitués d’un
seul individu colonne/solvant a haute teneur en modificateur organique, contre 9 a basse teneut.

Quoiqu’il en soit, les classifications représentées en Figure VIII-14 démontrent une
grande diversité de comportement chromatographique des phases stationnaires, suivant la
fraction de solvant de la phase mobile. Ce point justifie a fortiori la nécessité pour la procédure de
test de posséder au moins deux niveaux de teneur en solvant.

Outil indispensable a 'obtention des classifications, ’ACP se révele précieuse pour leur
interprétation. Sa capacité a décomposer, selon la nature, linformation contenue dans les
variables d’origine est indispensable a lattribution du sens physico-chimique des premicres
composantes principales :

%6 Nouvelle convention : afin de pouvoir comparer les composantes principales issues de différents repéres, elles sont
désormais indicées par la phase mobile, A ou D.
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e A haut niveau de solvant, les trois premiéres composantes représentent 97% de
I'information totale disponible

1. CP1, (73%) est reliée a I’hydrophobie de la phase, donc a la surface
hydrocarbonée accessible ;

2. CP2, (15%) reflete des interactions ioniques, sans distinguer celles de type ion-
ion de celles de type ion-dipdle ;

3. CP3, (9%) se fonde sur des interactions de type dipdle-dipdle, allant des
interactions T aux liaisons H.

e A bas niveau de solvant, 86% de l'information totale est regroupée sur les deux
premieres composantes principales

1. CP1, (68%) est reliée au degré de désordre énergétique de la couche
hydrocarbonée ;

2. CP2, (18%) reflete des interactions d’intensité décroissante, de ionique 2

dipole-dipole.

Les différences constatées au niveau des classifications confirment un des résultats de
I’étude de robustesse, a savoir les différences de mécanismes mis en jeu pour la rétention selon les
fractions de modificateur organique. D’aprés notre interprétation, CP1, est relative a
I’hétérogénéité énergétique de la couche hydrocarbonée, donc a T'entropie du systeme. Ceci
confirme, en accord avec Vailaya et Horvath [366], I'existence d’un mécanisme d’adsorption a
faible teneur en modificateur organique suggérée par I’étude de robustesse. Par contre a haut
niveau de solvant, CP1, traduit une rétention plutdét de type partage, mécanisme d’origine
enthalpique, rejoignant sur ce point Ranatunga et Carr [373].

Pour chaque niveau de solvant, CP1 traduit des propriétés de rétention faisant appel aux
interactions de type Van der Waals, relatives a la surface hydrocarbonée accessible. Selon le
niveau de solvant, la rétention est gouvernée majoritairement par un processus soit enthalpique,
soit entropique respectivement a haut et bas niveaux de solvant.

VIIL.D.3 Etude des classifications et illustrations chromatographiques

Apres linterprétation physico-chimique des classifications vérifiée par examen des
chromatogrammes intervient une étape plus appliquée, qui permettra de déterminer si le test est

capable :
1. De distinguer des colonnes différentes mais de comportement proche ;

2. De visualiser des colonnes remplies de méme phase stationnaire mais de
différents lots de synthese (visualisation sur les classifications des dispersions
interlot du Chapitre VI) ;

3. De distinguer des colonnes de méme phase stationnaire mais de durée
d’utilisation différentes.

Le principe de notre étude consiste a s’intéresser aux comportements de familles de
phases stationnaires sur les classifications, en fonction de la fraction de solvant. Bien que sur les
classifications, les familles ne se détachent pas les unes des autres, nous raisonnerons sur leurs
structures apparentées :

e Les phases traditionnelles, a base de silice greffée alkyle, C8 ou C18;
e Les phases a groupement polaire intercalé ;

e Les phases possédant un traitement de surface supplémentaire, de maniere 2a
discuter des phases de type Aqua et de I'influence de la présence et de la nature du
« end-capping ».
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La connaissance que nous aurons tirée de nos classifications nous permettra alors
d’étudier le comportement d’une colonne usagée et d’expliquer le mécanisme de sa dégradation.

Les représentations pleine page des ACPs sont fournies en Annexe 11.

VIIIL.D.3.a Les phases classiques C8 et C18

Nous nous intéressons dans cette section aux phases purement alkyles de type C8 et C18,
qui soit possedent un « end-capping » apolaire, soit n’ont subi aucun traitement postérieur au
greffage.
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Figure VIII-16 : ACP illustrée pour les phases purement alkyles a haut niveau de solvant.
Sur la Figure VIII-16 (haute teneur en modificateur organique), la projection des couples
colonne/solvant sur CP1, permet de les classer par groupes répartis dans 'ordre suivant :

1. C18 L : un groupe de phases C18 se situant autour de -2, traduisant une hydrophobie
faible ;

2. (8 H: les silices greffées octyle sont distribuées dans un intervalle assez étroit [-1,8 ;
0,8], donc d’hydrophobie moyenne ;

3. (18 H: un groupe de phases C18 pour lesquelles la projection prend une valeur
positive, synonyme d’hydrophobie élevée, mais dont la distribution est étendue.

A haut niveau de solvant, les silices greffées octadécyle se répartissent donc en deux
groupes distincts d’hydrophobies ¢éloignées, encadrant celui des C8 peu dispersées. Le
comportement — inattendu — des phases C18 révélant une hydrophobie inférieure a celle de leur
homologues en C8, contribue a la diversité des phases stationnaires, rendant le choix d’une phase
dite traditionnelle non trivial.

La projection sur CP2, montre pour les deux premiers groupes une distribution resserrée,
a Pexception remarquable de la StableBond C8 (C8_5), dépourvue de « end capping », soulignant
la qualité de protection de ces supports vis-a-vis des interactions de type ioniques. Concernant le
groupe des C18 d’hydrophobie élevée — C18 H, la distribution des projections sur CP2, est
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beaucoup plus étendue ce qui traduit la encore une diversité de comportement
chromatographique qui révele des protections inégales vis-a-vis des interactions ioniques.

La Figure VIII-17 reprend PACP illustrée a bas niveau de solvant.

A18 4
Cg_zglf 14\0 ecig 10 C&S—3
8 3 c18_12
c18_ 7 P18 6 .o C18 4 o e C18_8
c18_15 plg C18_13
o)
L P18 4 P18 8/ @—C8.6 A18 3 ®.c18 10 A18_2
E8 10 P18 5 c1s 2® i 5 d
C18._ 11
P16 . 1 .\ A ® Greffon C18
P18_ 1 P8 3 §§812 c18.5 A @ Greffon C8
P8_1 P18 11
(P8 2b C18 6 XP18_ 0_ras
—_ 0 _A E8 1 P18 P18~7
S P\spf 2 = P18 6 c8_5
) ~'P18 1. 4?A /’CS 2 o
o C8_6 018 4
C18 6 ce 3
P16 1
C18_15 P8 3 C18 14 .~ A18 4
1 Cg 1/C18.7 | P18 5 c15 3
— P18 3 A18 : 3 A/
c18_ 3 , _C18_13 C18.9
A A8 2
c18_2 éé\C18 10
A18_5 N
A A18 1
9 cig 5 Cl812 €85
Al18_1\ C18 9
A
T T T T T
2 0 2 4 6

CP1,(68%)

Figure VIII-17 : ACP illustrée pour les phases purement alkyles a bas niveau de solvant.

Dans ces conditions majoritairement aqueuses, la projection sur CP1 ne permet plus
d’identifier les groupes isolés précédemment. En effet, seul le groupe des colonnes C18 peu
rétentives reste distinguable tandis que les deux autres classes identifiées a haut niveau de solvant
sont beaucoup plus diffuses et se répartissent tout au long de CP1. Il faut néanmoins remarquer
que les couples qui voient leur position relative initiale a haut niveau de solvant fortement
modifiée correspondent a des phases non « endcappées », comme la StableBond C8 (C8_5) et
I'Uptisphere NEC (C18_9). Nous discuterons de ces cas et de leur répartition a la lumiere de la
section ID3c, relative aux traitements de surface.

De surcroit, I'effet trés prononcé de la nature du solvant, qui se traduit par une forme en
V tres ouvert, semble montrer que les changements de positions relatives entre couples
colonne/solvant ne s’opérent pas uniquement selon CP1, mais aussi suivant CP2, indiquant une
possible relation de causalité entre désordre de la couche hydrocarbonée et le type d’interaction”’

Concernant le comportement atypique des C18 peu rétentives, il peut étre attribué a
diverses origines selon les cas :

e [’Uptisphere TF (C18_11) possede un greffage trifonctionnel, ce qui se traduit par
une moindre densité de greffons ; cependant, cela lui procure aussi une plus grande
rigidité en base de greffon, vérifiée par une sélectivité de forme semblable a celle des
phases a groupement polaire intercalé ;

e La Discovery C18 (C18_7) et I'Hypersil GOLD (C18_15) ne se distinguent pas par
une sélectivité de forme particuliere mais ont en commun un diamétre de pores

57 Ce phénomene souligne en outre I'imparfaite colinéarité entre CP1 et la direction interprétée : il est probable de

devoir effectuer une rotation de CP1 dans le sens rétrograde d’un angle a~15-20°.
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presque 2 fois supérieur en moyenne aux autres C18, signifiant une surface spécifique
plus réduite expliquant leur faible pouvoir de rétention ;

e La Chromolith Performance RP-18° (C18_0), de support monolithique, possede une
porosité plus élevée (0,85) que celle des homologues particulaires.

Au final, la Figure VIII-16 et la Figure VIII-17 illustrent une grande diversité de
comportement chromatographiques pour des colonnes censées étre « classiques ». Cette diversité
apparait d’autant plus élevée qu’elle s’avere aussi dépendante du niveau de solvant. Par exemple, a
haut niveau de modificateur organique, les phases Uptisphere NEC (18_9) et Nucleodur Gravity
(C18_14) sont quasiment confondues dans le méthanol sur le plan CP1,-CP2,, alors qu’a faible
teneur en solvant, elles s’averent extrémement différentes. Le fait qu’elles soient aussi séparées
suivant CP3, indique de probables corrélations entre CP1,/CP3, et CP2,/CP3,, dont ’étude
sera abordée au chapitre suivant.

VIIL.D.3.b Les phases a groupement polaire intercalé

Les phases a groupement polaire intercalé que nous avons testées possedent des
intercalants de natures différentes : carbamate, amide et éther. Ces groupements sont les plus
fréquemment rencontrés sur les phases commerciales. Quant a la phase Polaris C18-A (P18_3)
dont la nature de greffon nous est inconnue, nous rapprocherons son comportement de celui des
phases les plus proches sur les classifications.

La Figure VIII-18 reprend les classifications a haut et bas niveaux de solvant, sur
lesquelles les phases possédant un groupement polaire intercalé se voient attribuer un symbole
particulier suivant la nature du groupement.

De maniére générale, que ce soit a haut ou bas niveau de modificateur organique, ces
phases se retrouvent dans les mémes regroupements, voisins des C18 peu rétentives et des C8.
Toutes apparaissent systématiquement moins rétentives que leurs homologues purement alkyles
C8 ou C18, confirmant les résultats du Chapitre IV et en accord avec la littérature [130-133]. La
faible étendue relevée sur la deuxieme CP indique :

e A haut niveau de solvant, la faible occurrence des interactions de type ionique ; au
regard de cette classification, la quasi-absence d’interactions de type ion-dipole rend
peu vraisemblable 'implication du groupement polaire intercalé dans les mécanismes
gouvernant la rétention des solutés basiques hydrophobes ; par contre, il contribue
manifestement a une protection active des groupements silanol résiduels ;

e A bas niveau de solvant, les interactions développées restent dans un registre de faible
a moyenne intensité, dénotant la persistance de la protection vis-a-vis des silanols
résiduels, mais aussi Peffet stabilisateur que procure le groupement polaire a la chaine
alkyle dans ces conditions.

A haut niveau de modificateur organique, ces phases occupent des zones de I'espace qui
leur sont propres, permettant ainsi de les distinguer selon la nature de leur groupement intercalé™.
Par contre, a basse teneur en modificateur organique, certaines classes se recouvrent : ainsi la
phase alkyléther (P18_5) se rapproche des phases alkylcarbamate.

58 J’analyse en clusters permet de séparer P8_3 des P18_3 et P18_5 dans I'acétonitrile ; seule fait exception la P18_5
dans le méthanol, confondue avec des phases C8.
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Figure VIII-18 : ACP illustrée pour les phases a groupement polaire intercalé a haute et basse teneurs en
solvant.

Concernant les phases a groupement amide, elles exhibent des comportements divers et
ne peuvent étre regroupées. L’HyPURITY Advance (P8_2), du fait des rétentions extrémement
faibles qu’elle engendre, s’avere un cas limite pour la classification. La Polaris Amide C18 (P18_4)
révele un comportement particulier, puisque testée en acétonitrile, elle apparait dans la zone de
I'espace réservée aux phases stationnaires testées dans le méthanol. Quant a la Discovery RP
Amide C16 (P16_1), elle posséde comme attendu une hydrophobie inférieure a celle de
I'alkylamide P18_4.
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La phase dont la nature du groupement polaire est inconnue Polaris C18-A (P18_3)
s’avere posséder un comportement voisin de la Polaris C18-Ether (P18_5), a groupement éther,
pour toutes les fractions en solvant et comme le confirme la Figure VIII-19.
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Figure VIII-19 : Chromatogrammes obtenus sur les phases Polaris (a) Ether (P18_5), (b) C18-A (P18_3) et
(c) Amide C18 (P18_4) avec le méthanol pour modificateur organique ; (1), butylbenzéne, (2), o-terphényle,
(3), pentylbenzéne, (4) triphényléne, (5) benzylamine, (6), caféine et (7) strychnine.

Les phases Polaris C18-A et Ether possedent un comportement chromatographique tres
voisin, en termes de rétention et de sélectivité. Par contre, la Polaris Amide C18 se distingue par
des sélectivités différentes, a 'image de sa sélectivité de forme (entre les composés 2 et 4) et de
I'inversion entre la caféine et la strychnine (composés 6 et 7), phénomene uniquement relevé
pour cette phase parmi les 42 colonnes évaluées.

Parmi les colonnes possédant un groupement carbamate figurent celles ayant fait Uobjet
de PIétude interlot au Chapitre VI. Le report de ces résultats permet de visualiser sur les
classifications la dispersion intetlot relative aux deux phases, testées dans des conditions plus
exigeantes que celles du domaine de robustesse. Ces dispersions sont représentées en Figure
VIII-20.
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Figure VIII-20: Agrandissements des plans CP1-CP2 aux deux niveaux de teneur en modificateur
organique.

La Figure VIII-20 confirme une de dispersion interlot deux fois plus élevée pour la
SymmetryShield RP18 (P18_6, P18_7 et P18_8) que pour la XTerra RP18 (P18_9, P18_10 et
P18_11). De surcroit, autant I'interlot peut encore étre discerné a haute teneur en solvant™, autant
a basse teneur, la dispersion interlot tend a se confondre avec de la dispersion interphase, surtout
lorsque le méthanol est le modificateur organique. Cette visualisation de I'interlot au sein d’une
classification plus étoffée confirme la nécessité d’évaluer les dispersions interlot avec un
protocole aux conditions plus exigeantes, ce qui revient a dédier a ce genre d’étude un protocole
restrictif, si nécessité il y a réellement d’évaluer cette dispersion. En effet, quelques auteurs, parmi
lesquels Neue [243], n’estiment plus nécessaire de devoir I’évaluer car depuis la génération
Symmetry, elle s’avere suffisamment réduite pour ne plus étre considérée comme limitante.

VIII.D.3.c Influence des traitements de surface

Nous allons nous pencher sur linfluence des traitements de surface dans nos
classifications. Par traitement de surface, nous entendons « end-capping » apolaire et polaire, et
par extension tous les procédés visant a améliorer le comportement des phases alkyle en milieu
100% aqueux. Ces phases sont plus connues sous 'appellation Aqua.

Nous organisons notre discussion autour des cas suivants :
1. Influence de la présence de « end-capping » apolaire et de sa génération ;

2. Influence des traitements de surface des phases dites Aqua, y compris le «end-
capping » polaire.

La Figure VIII-21 présente les classifications obtenues a haut et bas niveaux de solvant.

% Les SymmetryShield RP18 se distinguent facilement des autres phases sur le plan CP14-CP24, alors que pour les
XTerra, il faut faire appel a CP35
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Figure VIII-21: ACP illustrée pour les phases Aqua et celles dépourvues de « end-capping » a haute et
basse teneurs en solvant.

Les phases dépourvues de « end-capping » et Aqua font I'objet d’un repérage particulier
dans un souci de meilleure lisibilité. D’une maniére générale, ces phases occupent des zones de
Iespace différentes suivant le niveau de teneur en solvant: a haut niveau de modificateur
organique, leur étendue couvre toute la classification tandis qu’a bas niveau, elles se situent dans
le demi-plan défini par les valeurs positives de CP1,
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VIII.D.3.c.i Effet du « end-capping » apolaire

Présence ou non de « end-capping »

Parmi les phases purement alkyle testées, certaines n’ont pas subi de traitement de
recouvrement terminal : il s’agit des Zorbax StableBond C8 et C18 (respectivement identifiées
C8_5 et C18_2). Les phases StableBond possedent cependant une base de greffon particuliere,
qui fera objet d’une discussion plus approfondie dans la section VIIL.D.3.d.

Drapres les informations du fabricant, la seule différence entre I'Uptisphere NEC (C18_9)
et PUptisphere ODB (C18_8) réside en la présence d’un « end-capping » : il s’agit en effet de la
méme phase — méme matrice de silice greffée selon des procédures identiques avec les mémes
greffons — sur laquelle est effectué un recouvrement terminal dans le cas de la C18_8.

A haut niveau de solvant, ces deux phases possedent un comportement voisin dans le
méthanol alors que dans I'acétonitrile, elles sont clairement séparéesm. Ce phénomene confirme
Ieffet nivelant du méthanol vis-a-vis des interactions ioniques, qui sont mises en évidence dans
l'acétonitrile. La phase dépourvue de « end-capping» marque une propension pour ce type
d’interactions, du fait du nombre plus élevé de silanols accessibles. Ce point ne constitue pas
forcément un inconvénient : I'ajout d’une interaction polaire, dont le mécanisme ne sera pas
rapidement saturé”', peut éventuellement apporter un gain de résolution pour I'analyse (cf. pic
peu asymétrique de ’'amiodarone sur la Figure VIII-5).

A bas niveau de solvant, ces phases se différencient plus 'une de l'autre qu’a haut niveau
de solvant : 'Uptisphere ODB reste dans les groupes des phases greffées octadécyle classiques
(cf. Figure VIII-14), tandis que I'Uptisphere NEC apparait complétement isolée sur la
classification, surtout en méthanol, ses voisins les moins éloignés étant ’Aquasil C18 (A18_1) et
la Zorbax StableBond C8 (C8_5) pour les deux modificateurs organiques.

L’absence de «end-capping» agit donc d’autant plus sur le comportement
chromatographique que la teneur en solvant organique est basse.

Génération de « end-capping »

Les procédures de « end-capping » étant en grande majorité brevetées, il nous est difficile
de les comparer faute d’information. Cependant, nous pouvons étudier linfluence de la
génération de recouvrement terminal, par analogie avec celle de synthése des phases stationnaires,
sachant que, d’aprés les informations du fabricant, les phases Nucleodur EC (C18_13) et
Nucleodur Gravity (C18_14) different uniquement par leur type de « end-capping », apolaire dans
tous les cas. Pour la C18_13, le « end-capping » repose sur le greffage « classique » d’un ligand
triméthylesilyle. Quant a celui de la C18_14, sa structure ne nous a pas été révélée.

A haut niveau de solvant, ces deux phases s’averent plus distantes que ne le sont les
Uptisphere ODB et NEC. La Nucleodur EC révele systématiquement des interactions ioniques
plus fortes que la Nucleodur Gravity, traduisant un « end-capping » moins efficace, propice au
développement d’interactions de type ionique.

A bas niveau de solvant, les écarts observés sont identiques pour les deux modificateurs
organiques. L.a Nucleodur EC se positionne dans le méme groupe que I’ Uptisphere ODB tandis
que la Nucleodur Gravity se rapproche de la Symmetry C18 (C18_4) et des C8 a haute densité de
greffage, connues pour leur degré de protection élevé, toujours supérieur a celui de leur
homologue C18.

En résumé, les phases C18 a bas niveau de solvant se répartissent sur CP1, dans l'ordre :
« end-capping » de dernicre génération<« end-capping » classique<absence de « end-capping ».

6 Des regroupements déterminés par I’Analyse en Clusters, on en déduit que ces phases appartiennent au méme
groupe dans le méthanol, ce qui n’est pas le cas dans ’acétonitrile.

¢! Le nombre suffisamment élevé de sites permet d’éviter un phénomene de surcharge, souvent a I'origine de traines
de pic rédhibitoires.

159



Chapitre VIIT
VIII.D.3.c.ii Influence du traitement type Aqua

Compte tenu du peu d’information dont nous disposons, la catégorie Aqua désigne
simplement des phases stationnaires ayant subi un traitement de surface” qui les rend aptes a une
utilisation dans des conditions purement aqueuses. Ce traitement peut consister en un « end-
capping » de type polaire, comme cela est le cas pour ’Aquasil C18 (A18_1), la YMC-Pack ODS-
AQ (A18_3) et la Synergi Hydro-RP (A18_4). Pour les deux autres, nous ignorons totalement le
traitement effectué.

A haut niveau de solvant, la projection des coordonnées des phases Aqua sur CP1,
couvre une large gamme d’hydrophobie. Sur CP2,, on note aussi une diversité des
comportements, traduisant des interactions de type ioniques d’intensités différentes. Concernant
I’Aquasil C18, étude du chromatogramme en Figure VIII-6 laisse a penser que les interactions
ion-dipdle sont prépondérantes par rapport a celle de type ion-ion, soulignant de fait la nature
polaire non ionique du « end-capping ». Signalons aussi que le passage du méthanol a 'acétonitrile
se traduit par un décalage suivi d’une dilatation de la classification obtenue dans le méthanol,
confirmant Peffet discriminant de ’acétonitrile.

A bas niveau de solvant, 'effet de décalage/dilatation s’amplifie, mais en inversant 'ordre
des modificateurs organiques : cette fois-ci le méthanol provoque une dilation de la classification
par rapport a celle obtenue dans lacétonitrile. Les comportements des colonnes YMC-Pack
ODS-AQ et Synergi Hydro-RP se révelent plus proches a basse qu’a haute teneur en solvant
organique. Leur ¢loignement de ’Aquasil C18 indique probablement des natures différentes de
« end-capping » polaire.

La diversité des comportements observés pour les phases d’appellation Aqua démontre
que ce qualificatif se révele aussi peu précis que celui de « base deactivated ».

VIIIL.D.3.d Effet de la base du greffon

Les colonnes Zorbax StableBond possedent une base de greffon particuliere : au lieu d’un
diméthylalkyle, leur greffon est constitué d’une base di-isopropyle (ligand en C8) ou di-isobutyle
(chaine C18). Cette base encombrée est censée conférer a la phase une protection stérique vis-a-
vis des silanols résiduels [125], ce qui doit leur permettre de s’affranchir d’une étape de
recouvrement terminal. Un encombrement a la base du greffon se traduit par une densité de
greffage inférieure a celle de leurs homologues diméthylalkyle, phénomene qui est vérifié sur le
plan CP1,-CP2, : les hydrophobies de C8_5 et de C18_2 font figure de bornes inférieures pour
les phases purement alkyle. D’autre part, malgré 'encombrement stérique généré par la base du
greffon, sont révélées sur CP2, des interactions ioniques d’intensité supérieures a celles se
produisant avec des phases de greffon plus traditionnel mais possédant un « end-capping ».

A bas niveau de solvant, si la Zorbax StableBond C18 se situe dans le groupe des
colonnes type octadécyle, son homologue en C8% se situe au contraire a des valeurs élevées de
CP1,. La chaine latérale en C3 provoque certainement une géne stérique sur le greffon C8
supérieure a celle engendrée par la chaine en C4 vis-a-vis du C18. Par conséquent, la base du
greffon perturbe la conformation de ce dernier, qui, désorganisé, exhibe alors une hétérogénéité
énergétique plus importante. La base en C4 s’avére moins déstabilisante pour le greffon C18, qui
maintient sa position dans les C18. Quant a la phase Zorbax Stable Bond Aq (A18_2)*, résultat
du couplage d’'une base de greffon encombrante a un traitement de type Aqua (différent d’'un
« end-capping »), un phénomene similaire a celui de la Zorbax StableBond C8 se produit dans les
deux solvants. Il peut a nouveau s’interpréter en termes de désorganisation du greffon, provenant
a la fois de la base encombrante mais aussi du traitement la rendant hydrophile. Ce dernier

62 Par opposition au groupement polaire intercalé dans le greffon

63 Suite a une contamination métallique provenant de nos solvants organiques (cf. Annexe 9), la colonne C8_5 a da
subir un traitement a base de complexants afin de neutraliser effet rédhibitoire des ions AIP* sur la rétention, sans
pour autant garantir un retour a I’état de surface initial ; cependant, I'incertitude résidant plutot sur les temps de
rétention des composés basiques, nous pouvons poursuivre notre raisonnement sur CP1p, moins affectée que CP2p.
4 Ta longueur de chaine du greffon reste inconnue a ce jour.
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semble aussi jouer en défaveur de 'organisation de la couche hydrocarbonée par effet répulsif,
alors que pour les phases sans «end-capping» possédant un greffon diméthylalkyle, la
désorganisation est plutot imputable a des différences de polarités entre la surface rendue
hydrophyle et la base de la chaine alkyle, hydrophobe. La présence d’un groupement polaire
intercalé permet de s’affranchir de ce phénomene de répulsion, qui affecte plus les greffons de
type octadécyle que ceux de type octyle.

En résumé, d’apres nos interprétations, CP1y, traduit bien le degré de désorganisation de
la phase stationnaire, provoqué par un état de surface de la matrice de silice de plus en plus
déstabilisateur, soit par effet répulsif soit par différences de polarité. Quant au réle du méthanol,
il semble que ce modificateur organique engendre une désorganisation encore plus forte des
phases stationnaires. Ce phénomene peut découler de deux origines :

1. La phase méthanol peut s’avérer trop proche de la phase purement aqueuse, auquel
cas la phase stationnaire est moins bien solvatée qu’avec une phase acétonitrile ;

2. Une association entre complexes méthanol/eau et phases stationnaire, similaire 2 un
« coating », peut engendrer des sites dlinteractions supplémentaires, faibles si
'association s’effectue avec la matrice, plus fortes si il s’agit d’une association avec les
greffons ; dans ce dernier cas, la présence de zones de solvatation discontinues
pourrait engendrer des sites potentiels d’interactions hétérogenes d’un point de vue
énergétique.

Néanmoins, les traitement de surface ne s’avérent pas tous déstabilisateurs. Ainsi, la
position de la CapellPak sur les classifications, a haut et bas niveaux en solvant, toujours proche
de phases a groupement polaire intercalé, indique probablement un effet stabilisateur de
I'encapsulation pour la base du greffon. Cet effet stabilisateur, pourvoyeur de rigidité du greffon,
était déja suggéré lors Chapitre IV par une sélectivité de forme plus élevée que celle observée sur
des silices greffées C8 haute densité. Cependant, ce résultat nécessiterait d’étre consolidé, par le
test d'une CapcellPak C18 par exemple.

VIIIL.D.3.e Etude du phénoméne de vieillissement

Nous envisageons désormais d’étudier les différences de comportements entre deux
colonnes, 'une neuve, l'autre usagée, fournies par notre partenaire industriel, et si possible de
cerner les mécanismes responsables de la perte de résolution constatée pour la seconde colonne.
L’étude a porté sur deux colonnes Symmetry C18 (250%4,6 mm), de deux lots distincts. La
colonne usagée (C18_5) a été utilisée préalablement dans des conditions d’analyse, qui si elles ne
peuvent étre qualifiées de tout a fait usuelles”, n’ont rien en commun avec des conditions
volontairement dégradantes comme dans d’autres études [116, 374-376]. Apres deux jours
d’utilisation, la colonne ne satisfait plus aux criteres de conformité pour la séparation a opérer,
mais reste cependant utilisable, condition minimale requise pour 'évaluer au moyen de notre
procédure de test. La Figure VIII-22 représente des agrandissements dans la zone d’intérét des
plans CP1-CP2 obtenus respectivement a haute et basse teneur en modificateur organique.

5 Triple gradient de mélange hydro-organique a base d’acétonitrile et de tampon phosphate 20 mM, de pH et de
concentration en agent d’appariement d’ions, débit de 2 mL/min, T=26°C
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Figure VIII-22: Agrandissements des plans CP1-CP2 aux deux niveaux de teneur en modificateur
organique.

Les échelles d’agrandissement étant conservées pour autoriser une comparaison fiable
entre les niveaux de solvant, la différence entre les colonnes neuve et usagée est plus marquée a
basse teneur en modificateur organique et d’autant plus que le solvant est 'acétonitrile. Ce
phénomene est illustré d’un point de vue chromatographique sur la Figure VIII-23.

A haut niveau de méthanol, nous n’observons pas de différence notable” pour la
rétention des composés neutres (solutés 1, 3, 4, 5 et 6), ce qui signifie une surface hydrocarbonée
accessible invariée et donc I'absence de perte de greffons au cours de I'utilisation. Par contre, les
composés basiques 2 et 4 s’averent plus retenus sur la colonne usagée que sur la colonne neuve,
traduisant un accroissement des interactions ioniques (qui incluent les types ion-dipole et ion-
ion). A bas niveau de méthanol, la différence de rétention pour la strychnine, sonde basique, est
encore plus prononcée, confirmant ainsi la contribution plus importante d’'un mécanisme
d’échange d’ions. En outre, la caféine voit aussi son temps de rétention s’élever, dans une
moindre mesure, signifiant une légere modification de I’état de surface perturbant la structure de
la phase stationnaire. Tous ces arguments sont en faveur de I'activation de groupements silanol
supplémentaires. Comme nous avons écarté I’hypothese de perte des chaines greffées octadécyle,
ce comportement chromatographique ne peut provenir que de 'hydrolyse du « end-capping ».

6 I ’étendue de la dispersion constatée est de I’ordre de grandeur de la variabilité interlot
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Figure VIII-23 : Chromatogrammes obtenus sur des colonnes Symmetry C18 a) neuve et b) usagée avec le
méthanol pour modificateur organique ; composés injectés : digitoxine (1), clofazimine (2), butylbenzéne
(3), o-terphényle (4), pentylbenzeéne (5), triphényléne (6), amiodarone (7), benzylamine (8), caféine (9) et
strychnine (10).

Ce résultat est cohérent avec ceux de Scholten [376], qui a démontré par RMN du *Si des

phénomenes de dégradation « mixte » des phases stationnaires purement alkyles. En effet, a pH
basique agressif, la dissolution de la matrice de silice n’intervient pas seule : la dégradation du
support greffé s’avere dépendre aussi de la nature du greffon, en termes de longueur, de solubilité
dans DIéluant et de fonctionnalité de greffage, conduisant a l'ordre de dégradation constaté

C8

monomérique

>C8 >C8

difonctionnel trifonctionnel

>C18. En suivant un raisonnement comparable a celui qui

régit la solubilité de paires d’ions en fonction de celle du contre-ion, les greffons triméthylsilanes,
du fait de leur meilleure solubilité dans la phase mobile que les greffons octadécyles, favorisent la
solubilisation de 'entité matrice/greffon : il apparait donc logique que le « end-capping » de la
phase Symmetry C18 soit éliminé avant les greffons C18. La solubilisation des entités
(triméthylsilane/cluster de silice) laisse localement un support vierge de greffon alkyle, ce qui se
traduit par Papparition de groupements silanols.

Au final, cette étude de vieillissement se rapporte a un probleme de traitement de surface.

L’augmentation du taux de silanols accessibles provoque a la fois une modification de I’état de
surface, qui entraine une élévation de ’hétérogénéité énergétique de la phase, mais engendre aussi
des interactions supplémentaires. Cet effet cumulatif explique probablement une plus grande
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discrimination des comportements chromatographiques a bas niveau qu’a haut niveau de solvant.
Ce phénomene souligne a nouveau 'importance de la nature du solvant et de sa fraction dans la
phase mobile pour le test, mais aussi pour le développement de méthodes chromatographiques.

VIILE Conclusion

L’application du test a un nombre plus élevé de phases stationnaires a permis d’éliminer
au final deux composés peu retenus (la benzylamine et la vancomycine) et d’alléger ainsi de
maniere ultime la procédure. Evaluer les phases selon deux niveaux de teneur en modificateur
organique s’est aussi avéré indispensable : la nature des mécanismes de rétention ne dépend pas
seulement de la nature du solvant employé, mais aussi de sa fraction, démontrant ainsi le bien-
fondé du point de vue de Rohrschneider [295].

Le couplage ACP-AHC s’est révélé décisif pour linterprétation des classifications.
Associé a une utilisation simultanée des « score plots » et de leurs «loading plots », il permet
Iattribution d’un sens physico-chimique aux composantes principales, résumée dans le Tableau
VIII-3 ainsi que les relations thermodynamiques qui ont en été déduites.

Tableau VIII-3 : Signification des composantes principales et taux d’information interprété, a haut et bas
niveaux de solvant.

. Tener en . Elevée Basse
modificatenr organique
Variance A Variance o
CP . Interprétation . Interprétation
expliquée expliquée
. Désordre de la structure
Hydrophobie de I phase
CPl 730/0 Rétention dC tpr 680/0 Réteﬂtioﬂ de type
partage gzuHV(f:mee adsorption gouvernée par
par As©
Interactions Distribution des
o . . o interactions en échelle
CP2 15% ioniques : ion-ion et 18% ) p . A
. A d’intensité : de ion-dipdle
ion-dipole 3 ionion
CP3 9, Interacu.or}s dipole-
dipdle
Quantité
d’information 97% 86%
interprétée

A bas niveau de solvant, la plus faible quantité d’information interprétée s’explique par la
moindre robustesse de la phase D par rapport a la phase A.

D’un point de vue chromatographique, les classifications permettent d’illustrer la grande
diversité de comportement de notre échantillon de phases stationnaires. Reste désormais non
plus a les classer, mais a les caractériser en leur attribuant une carte d’identité. Pour cela, il fallait
connaitre les descripteurs les plus pertinents, c'est-a-dire ceux réalisant les meilleurs compromis
apport d’information/robustesse. Connaissant ces deux contributions, le choix rationnel des
descripteurs peut désormais étre envisagé, ce qui fera 'objet du chapitre suivant.
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Chapitre IX  Construction des cartes d’identité : aide au choix

raisonné des colonnes chromatographiques

IX. A Introduction

Les ACP ont permis d’obtenir les classifications des phases stationnaires testées,
regroupées par familles de comportement. Le passage d’'une classification, effectuée a partir d’un
ensemble de colonnes, a une caractérisation individuelle nécessite la définition d’un jeu de
descripteurs fiables et informatifs. La littérature offre un nombre pléthorique de prétendants,
cependant souvent partiellement corrélés entre eux [262], signifiant une redondance de
Iinformation. Quant a leur fiabilité, treés rares sont ceux qui ont fait 'objet d’une véritable étude.
A contrario, nous connaissons la signification et la robustesse des composantes principales a la
base de nos classifications. D’autre part, orthogonalité des composantes d’'une ACP assure
I'absence de redondance de I'information. Pour toutes ces raisons, les composantes principales
sont aptes a fournir des descripteurs potentiels. Dans un souci de simplicité, nous nous
proposons donc de les comparer a des descripteurs usuels pour lesquels nous pouvons
déterminer la valeur dans nos conditions, ceci afin d’opérer une sélection de ceux qui réalisent le
meilleur compromis informativité/robustesse et qui sont aussi peu redondants que possible. A
Iissue de cette étape, il sera alors possible d’établir les cartes d’identité relatives a chaque colonne
évaluée, au moyen de descripteurs informatifs et fiables.

IX.B Sélection des descripteurs

La sélection s’effectue en plusieurs étapes. Il s’agit d’abord de choisir un jeu de
descripteurs potentiels, dont font partie nos composantes principales interprétées mais aussi
constitué de grandeurs plus classiques, telles que les sélectivités ou le taux de carbone.
Interviendra alors une étude de corrélation qui permettra de mettre en évidence d’éventuelles
redondances entre les descripteurs. Si ces dernieres sont présentes, elle permettront d’opérer une
sélection des descripteurs qui s’averent porter la méme information, dont on évaluera alors la
qualité du rendu via leur rapport informativité/robustesse.

IX.B.1 Choix des descripteurs potentiels

Les classifications issues du Chapitre VII font appel a 5 composantes principales, dont 3 a
haut niveau de solvant et 2 et a basse teneur en modificateur organique. A Iissu de I’étude de
robustesse a été ajoutée I'asymétrie du pic de 'amiodarone, seul parametre de ce type qui se soit
révélé fiable et modélisable. Nous nous proposons donc de confronter ces descripteurs potentiels
aux sélectivités méthylene et de forme, déterminées a partir des facteurs de rétention des
composés neutres de Tanaka, mais aussi au taux de carbone, parametre généralement mentionné
par les fournisseurs et réputé indiquer I’hydrophobie de la phase stationnaire.

A bas niveau de solvant, nous n’avons pas pu reprendre de descripteurs qui puissent étre
considérés comme équivalents aux notres, faute de données disponibles dans ces conditions dans
la littérature.

IX.B.2 Etudes de corrélations

Les études de corrélations sont des outils privilégiés eu égard a leur simplicité, pour
comparer différents descripteurs [192, 253, 262, 301]. L’objectif premier de notre étude de
corrélation consiste a mettre en évidence d’éventuelles liaisons, qui seront autant de redondances,
entre des parametres. L’approche que nous proposons repose en premier lieu sur une étude de
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I'ensemble de notre jeu de phases stationnaires. Si la corrélation est faible (7<<0,50), tous les
parametres pourront étre conservés. A contrario, si étude révele des corrélations partielles plus
fortes, alors nous développerons notre discussion en fonction des différentes familles de phases
stationnaires, dont nous avons démontré qu’elles ne présentent pas le méme comportement
chromatographique suivant leur nature et la fraction en solvant organique.

IX.B.2.a Etude globale

La Figure IX-1 présente le diagramme de corrélations obtenu pour tous les parameétres
étudiés, qui permet de visualiser simplement la présence d’une relation entre deux descripteurs
potentiels lorsque I'ellipse de confiance a 95% prend une forme allongée selon la premiére ou la
seconde bissectrice.

AsAmiod

TTTT1 TT
13141516 1152251015 2530135

TTT
7911

Figure IX-1: Diagramme de corrélation entre les 5 composantes principales sélectionnées, les sélectivités
méthyléne (CH2) et de forme (SS), le taux de carbone (%C) et ’asymétrie de pic de Pamiodarone.

Aucune corrélation forte ne transparait de la Figure IX-1. Cependant des tendances
apparaissent, montrant de probables relations entre :

e [Le taux de carbone %C et CP1, ;
e C(P1,,CPlyetOqy,;
e (P2, et CP2,.

Le Tableau IX-1 reprend la matrice de corrélation dont est issue la Figure IX-1.
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Tableau IX-1: Matrice des corrélations de tous les descripteurs potentiels pour toutes les phases
stationnaires testées.

r cPi, CP2, CP3, CPl, CP2,| a,, S %C As,..
CP1, 1,00

CcP2, | -001 1,00

CP3, | 0,03 002 1,00

cPl, | 067 -007 050 1,00
CP2, | 007 -0,76 020 -002 1,00
O 0,76 019 001 056 021 1,00

sS 001 -025 015 017 026 -0,01 1,00
%C 0,67 -020 -035 021 009 048 028 1,00
Asynen | 036 027 005 025 025 035 0,16 0,14 1,00

Au niveau de chaque jeu de composantes principales, relatif a une fraction en
modificateur organique, le trés faible degré de corrélation permet de vérifier 'indépendance des
composantes principales. A contrario, concernant le jeu global des 5 composantes principales, on
observe une tendance prononcée a la corrélation (|7]>0,50) pour les paires {CP1,; CP1,} et
{CP2, ; CP2,}, et dans une moindre mesure pour {CP1,; CP3,}. Si pour chaque niveau de
solvant, nous sommes assurés de 'orthogonalité des composantes principales par construction, il
n’est pas garanti qu’en effectuant des ACPs sur deux types de fraction organique, les sous-espaces
définis soient orthogonaux entre eux, ce que confirme le Tableau IX-1. CP1, et CP1, en tant que
premieres composantes principales rendent compte d’une majeure partie de la rétention ; il est
donc légitime de sattendre a ce qu'elles soient au moins partiellement corrélées”. Cette
corrélation n’étant que partielle, ces descripteurs ne sont cependant pas équivalents, ce qui
consolide notre interprétation a leur égard : CP1, traduit une rétention gouvernée par enthalpie
tandis que CP1,, reflete une rétention a contribution majeure entropique. Un raisonnement
similaire peut étre appliqué a la paire {CP2, ; CP2,}, relatant des interactions — notamment de
type ionique — qui permettent de distinguer les phases stationnaires suivant le solvant de test.
Quant a la corrélation de la paire {CPl,; CP3,}, elle était pressentic a I'examen des
classifications lors du Chapitre VIII, ces deux composantes autorisant la discrimination entre les
phases de types Aqua de celles a greffon purement alkyle.

Cependant, la plus forte corrélation est & mettre au crédit de la paire {CP1, ; dyp}®. La
présence de cette relation ¢était attendue de la part de deux descripteurs censés refléter
I’hydrophobie de la phase. Par contre, le taux de carbone ne démontre qu'une corrélation partielle
avec CP1,”: ceci démontre bien que cette caractéristique, souvent mise a disposition des
utilisateurs, n’offre qu’une image incomplete de ’hydrophobie des phases. Le cas des phases
constituées d’une matrice de silice hybride illustre d’ailleurs la limitation de cette notion. En effet,
les phases hybrides présentent un taux de carbone jusqu’a deux fois supérieur a celui des phases
en C8 tout en révélant une hydrophobie, évaluée par CP1, ou la sélectivité méthylene, qui leur est
bien inférieure (cf. Chapitre VIII). Ce phénomeéne trouve son explication dans la nature de la
mesure du taux de carbone : en tant que mesure globale de la teneur en carbone, il tient compte
aussi des atomes carbone constituant la matrice hybride mais qui ne participent pas a la rétention.
Par conséquent, cette mesure aboutit a une surestimation de I’hydrophobie de la phase. En
résumé, ce descripteur s’avere moins pertinent que CP1, ou Oy, confirmant des résultats
précédents [192]. Cette raison apparait suffisante pour écarter le pourcentage de carbone du jeu
de descripteurs.

67 La présence de cette cotrélation autotise dés lors la comparaison des positions des couples colonne/solvant sur les
classifications obtenues a haut et bas niveau de solvant.

8 Par effet de ricochet, on obsetve une corrélation pour la paire ocaz/CPlp, moindte que pour Ocrz/CPla,
confirmant nos interprétations des CP1s : CP14 refléte une notion claire d’hydrophobie alors que CP1p y est moins
liée.

0 Cette corrélation s’avere encore plus faible avec Olchz
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Concernant les deux descripteurs restants, la sélectivité de forme S§ et 'asymétrie de pic
de Pamiodarone, ils s’averent constituer des descripteurs quasiment indépendants. Ceci confirme
dailleurs la nature de l'asymétrie : 'asymétrie de pic de l'amiodarone, indépendante de la
rétention, relate le nombre de sites accessibles de haute énergie pouvant étre engagés dans un
mécanisme de rétention, principal ou secondaire, limitant en terme de capacité. De fait,
I'asymétrie participe a 'évaluation du degré de protection.

Du fait d’'un nombre significatif de corrélations partielles entre les descripteurs,
notamment les composantes principales déterminées a différents niveaux de solvant, et gardant a
Iesprit le comportement des regroupements effectués sur les classifications lors du Chapitre VIII,
selon la nature de la phase stationnaire, il est préférable d’approfondir notre investigation en
fonction de ce dernier facteur, pour vérifier le cas échéant une dépendance entre familles de
phases stationnaires et degrés de corrélation partielle de paires de descripteurs

IX.B.2.b Etude par familles de phases stationnaires

L’étude se poursuit en fonction des trois grandes familles de phases stationnaires mises en
évidence au chapitre précédent : les phases purement alkyles (Tableau IX-2), celles possédant un
groupement polaire intercalé (Tableau IX-3) et enfin les phases de type Aqua (Tableau IX-4).

Tableau IX-2 : Matrice des corrélations obtenue pour les seules phases alkyles (C).

r cPi, CP2, CP3, CPl, CP2, a,, 55  Asyuiwm
CP1, 1,00
CP2, 0,04 1,00
CP3, 006 -005 1,00
CP1, 055 012 056 1,00
CP2, 010  -0,74 032 003 1,00
O 0,76 021 -001 032 026 1,00
sS 0,28 0,28 0,01 007 027 067 1,00
ASyn | 037 036  -001 013 020 025 0,17 1,00
Tableau IX-3 : Matrice des corrélations obtenue pour les phases a groupement polaire intercalé (P).
r CP1 CP2, CP3, CP1, CP2, Ay AN} As i
CP1, 1,00
CP2, 0,35 1,00
CP3, 015  -0,66 1,00
CP1, 0,90  -029 023 1,00
CP2, 0,41 -0,91 0,76 0,40 1,00
Oy 0,65 -055 0,05 0,67 0,48 1,00
SS 047 0,74 0,67 027 0,77 029 1,00
Asyn. | 031 058 016  -026 055 -036  -033 1,00
Tableau IX-4 : Matrice des corrélations obtenue pour les phases Aqua (A).
r cPi, CP2, CP3, CPl, CP2,  a,, SS Asy
CP1, 1,00
CP2, 0,03 1,00
CP3, 023 0,06 1,00
CP1, 0,18  -038 0,79 1,00
CP2, 017 0,78 0,15 0,38 1,00
Oy 083  -039 035 023 037 1,00
SS 0,57  -0,03 040 046  -006 035 1,00
ASpo | 015 002 2031 <023 -027 007  -034 1,00

De par leur diversité, les niveaux de corrélations s’averent dépendre de la nature des
phases stationnaires. Commencons par les corrélations entre composantes principales
uniquement.
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Concernant la paire {CP1,; CP1l,}, on observe une corrélation décroissante dans
Votrdre : P > global > C > A=0. Cet ordre traduit bien une quasi invariance des regroupements

des phases P et de leur positions sur les classifications a haut et bas niveau de solvant, contre une
modification des groupes des phases alkyles (type C) et une dispersion totale des groupes Aqua
(A) entre haut et bas niveaux de modificateur organique.

Les corrélations pour {CP2, ; CP2,} respectent ordre P > A > global > C | signifiant la

présence d’une contribution dipolaire commune a la détermination des secondes composantes
principales.

La paire {CP1,; CP3,} reprend quant a elle un ordre de corrélation inverse a {CP1,;
CP1,}, avec A >C 2 global > P =0, confirmant ainsi la signification de CP3, (interactions de
type dipole-dipole) et son utilité pour distinguer les phases a groupement purement alkyle mais de
stratégies de protection différentes vis-a-vis des groupements silanol résiduels. D’ailleurs, la forte
corrélation, constatée pour {CP2, ; CP3,}" et uniquement pour les phases a groupement polaire
intercalé, prouve que CP3, n’apporte pas un gain significatif d’information pour ce type de
phases, alors que cette composante en introduit un réel pour les autres familles. Ce phénomene
démontre clairement que les composantes principales d'un méme sous-espace fournissent des
apports d’information différentiés selon la nature des phases stationnaires.

Abordons désormais les corrélations mettant en jeu des sélectivités.

La sélectivité méthylene se révele partiellement corrélée a CP1, pour toutes les familles de
phases (ordre de corrélation A > global ~C > P) et avec les composantes CP2, et CP1,"

uniquement pour les phases P. Si la corrélation avec CP1, est attendue, celle avec CP2, I'est
beaucoup moins et traduit certainement une modification de la surface hydrocarbonée accessible
en fonction de la nature du modificateur organique pour les phases P.

La sélectivité de forme est globalement peu corrélée avec les autres descripteurs, hormis
quelques cas que nous allons détailler. La sélectivité de forme n’est reliée a la sélectivité méthyléne
que pour les phases purement alkyles, qui regroupent des greffons C8 et C18. On retrouve ainsi
les résultats de Sander et Wise [377], pour qui la sélectivité de forme SS dépend de la longueur du
greffon. De surcroit, cette corrélation confirme la primauté de I'influence du groupement polaire
intercalé, mais aussi des fonctions polaires de facon plus générale, sur la longueur de la chaine
alkyle. D’autre part, la sélectivité de forme s’avére associée avec CP2,"* seulement pour les phases
comprenant un groupement polaire intercalé, soulignant 'importance des interactions dipolaires
pour Porientation et 'organisation de la couche alkyle dont dépend la sélectivité de forme.

L’asymétrie de pic de 'amiodarone ne révele pas de corrélation particuliere avec les autres
descripteurs, sauf avec les secondes composantes principales et uniquement pour les phases a
groupement polaire intercalé, exprimant ainsi effet de la nature du modificateur organique sur
Pefficacité de protection.

A ce stade d’investigation, les jeux de composantes principales s’avérent partiellement
corrélés, avec la rétention pour dénominateur commun. Néanmoins, ces relations dépendent des
familles de phases stationnaires. Dés lors, il n’est pas envisageable d’éliminer une composante
principale de 'ensemble des descripteurs présélectionnés pour cause de redondance partielle de
I'information, compte tenu de leur potentiel a discriminer certains types de phases. Au sortir des
études de corrélations sont encore en lice 8 descripteurs potentiels, dont 5 composantes
principales, une asymétrie et 2 sélectivités. Cependant reste désormais a discuter le cas CP1,,
proche de la sélectivité méthylene, au travers de leur rapport degré d’information/robustesse.

70 Les paites CP2,/CP2p et CP2)/CP34 exhibant une corrélation prononcée, et ce uniquement pour les phases a
groupement polaire intercalé, nous ne discuterons pas de la cortélation CP34/CP2p, transitivement reliée aux deux
précédentes.

" Cette detniére corrélation ocuz/CPlp découle des corrélations multiples pour les couples CP24/CP3a et
CP1p/CP34 se produisant seulement pour les phases P.

72 Ainsi que CP34 et CP2p, par effet transitif.
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IX.B.3 Rapport informativité/robustesse

La sélectivité méthyléne est connue pour une faible sensibilité apparente par rapport aux
facteurs de rétention sur lesquels elle est basée [219]. Ce phénomene est une fois encore vérifié,

via le coefficient d’information”, qui s’éleve a 5,30% pour Oy, contre 26,53% et 59,82%
respectivement pour la sélectivité de forme et les facteurs de rétention des neutres de Tanaka™.
Ainsi, la sélectivité méthylene atténue fortement les variations mises en évidence par les facteurs
de rétention, a I'inverse de la sélectivité de forme qui, pour sa part, semble tres informative.

Cependant, les sélectivités des solutés neutres possedent des coefficients de variation
environ dix fois inférieurs 2 ceux de leurs facteurs de rétention relatifs, comme le montrent les
travaux de Kele et Guiochon [103, 321-325] : les sélectivités sont aussi plus robustes.

Les informativités et les niveaux de robustesse respectifs de la sélectivité méthylene et de
CP1, conduisent donc a des rapports informativité/robustesse équivalents.

La sélectivité méthylene se déterminant simplement comme le rapport de deux facteurs
de rétention d’homologues successifs, il existe une grande diversité de définitions pour ce
descripteur. En reprenant les facteurs de rétention d’alkylbenzenes homologues du Chapitre V,
mesurés sur un premier panel de 12 phases stationnaires, le Tableau IX-5 montre quil est

IS k
. , . . DS . N S A Pentylbenze B Ethylbenze:
possible de définir deux sélectivités méthylene différentes o =0 et @f = —

2 /é CHy /é

Butylbenzéne Toluéne

bl

respectivement déterminées dans les conditions chromatographiques des phases A (70% de
méthanol ou 59% d’acétonitrile) et B (45% de méthanol ou 33% d’acétonitrile) du Chapitre V.

Tableau IX-5 : Sélectivités méthyléne déterminés lors du test en conditions étendues.

Phase stationnaire Abréviation Modzﬁc.alew a (AH a (B "

organique 2 2

Capcell Pak C8 UG 120 ES_1 Al\f;iﬁﬂe 1:1(5)(5) 1%‘?
Xerrs RPS Pl omle T2 1368

Discovery RP Amide C16 P16_1 Al\f:tfsifje 11?3 1228
T

SymmetryShicld RP18 P18_2 lerbano tjg(l) }%
T ==
T =

s Masd i o

Zorbax StableBond C18 C18_2 Al\é[éCtilr?ir;fi}e 122?8 1:2?3
Sacump | aws e s i
I — .

73 Le coefficient d’information définit I'informativité d’une variable (cf. section VIII.C page 133)
74 Moyenne quadratique des CI (%)
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4 B , ..
Non seulement les wvaleurs de a et «a  sont affectées par les conditions
’ “Hp

chromatographiques — la fraction et la nature du modificateur organique, et le choix des solutés
homologues — mais ces variations introduites par le choix des conditions s’averent aussi plus
prononcées que celles observées entre les phase stationnaires. En effet, on constate des écarts de
0,3 2 0,4 entre nos deux définitions de la sélectivité a couple colonne/solvant identique, alors
qu'entre des phases d’hydrophobie différentes, la différence observée n’excede jamais 0,3 entre
les deux phases extrémes, la ]’Sphere ODS H80 (C18_1) et la XTerra RP8 (P8_1).

De surcroit, si la sélectivité méthyleéne était équivalente a CP1,, l'ordre d’hydrophobie
attendu serait le suivant : le groupe des C18 «atypiques » peu rétentives (C18 L) < le groupe des
C8 (C8 H) < les groupes des C18 « classiques » (C18 H). Or la Figure IX-2, tracée avec toutes les
phases alkyle testées, montre une inversion entre le groupe des C18 peu rétentives et celui des C8,
défaut qui explique que la corrélation ne soit que partielle (=0,76).

1,65
1,55+
1,6
. 1
L 15- : 1,55+ :
T
|9
3 1 1,54 .
1,454 V )
1,45- @
]
1,4 1 1 1,4 1 1
C18H Ci8L C8H C18H Ci8L C8H
MeCN MeOH
Figure 1IX-2: Valeurs de la sélectivité méthylene déterminée a partir du couple

pentylbenzéne/butylbenzéne en fonction des sous-familles de phases alkyles.

Ainsi, la sélectivité méthylene ne s’avere pas aussi discriminante que CP1,, qui elle est
véritablement reliée a ’hydrophobie de la phase. Des deux descripteurs, nous ne conserverons
donc que CP1,. De plus, sélectionner CP1, au lieu de 0, permet non seulement de préserver
une dimension temporelle” qui facilite la relation caractérisation/comportement
chromatographique, mais aussi de conserver une interprétation thermodynamique plus directe
qu’avec un rapport de facteurs de rétention.

A Tissue des études de corrélations et de la discussion concernant la sélectivité méthyléne,
sont conservés au final sept descripteurs : les cing composantes principales, la sélectivité de
forme et 'asymétrie du pic de 'amiodarone. Ces descripteurs vont désormais servir de base a la
construction des cartes d’identité des colonnes.

IX.C Caractérisation des supports

IX.C.1 Visualisation des cartes d’identité sous forme de diagrammes radars

Les 7 descripteurs sélectionnés, a la fois informatifs et robustes, sont rassemblés dans le
Tableau IX-6. Le report des valeurs correspondantes pour chacune des colonnes testées sur ces
descripteurs permet de visualiser leurs caractéristiques en construisant des diagrammes similaires
a ceux utilisés par Kimata [217] ou Cruz [219], pour aboutir a la « carte d’identité ».

75 Les facteurs de rétention sont bien entendu adimensionnels, du fait de la normalisation par le temps de rétention
nulle. Cependant, cette transformation préserve la dimension temporelle de ces variables, au contraire des
sélectivités : une valeur de k élevée se traduit automatiquement par un temps de rétention également élevé.
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Tableau IX-6 : Descripteurs sélectionnés pour la caractérisation des phases stationnaires

Descriptenr Détermination Interprétation
CP1, =0,392-x,  +0,272-x, 40,2415, o ,
A Amiodarone Digitoxine Clofazi mine Rétention g ouvernée
CPl A + O) 425 : Xliﬂg'/berzzé;ze + O’ 426 : XP@;[Q*//;@;[%?”(» pat Cnthalpie,
hydrophobie
+ O’ 432 ’ Xo—Twp/ye’rgy/e + O’ 407 ’ XTﬂpé;g)'/éne Y p
cr2 ,=0,318-x, ..~ —0,458-x,,, . +0,785-x,, . .
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avec x; = - ou k= pour 7 colonnes testées (cf. Tableau IX-7).
o,
Tableau IX-7 : Valeurs de la moyenne et ’écart-type du facteur de rétention pour chaque soluté.
Ecart- Ecart-
Phase | Sotue Moo Bearthpe e Soluté Moyenne— Ecart-tpe
/uz O, /ul 0,
Amiodarone 13,226 12,645 Ampicilline 0,314 0,687
Digitoxine 1,209 0,864 d-Tubocurarine 0,373 -0,609
Clofazimine 3,300 2,91 Atropine 0,426 -0,119
A |Butylbenzéne 5,364 3,055 D Strychnine 0,450 -0,249
Pentylbenzene 8,031 4,935 Caféine 0,470 0,230
o-Terphényle 6,967 4,087 Cyanocobalamine 0,397 0,168
Triphényléne 9241 5736

Le nombre de desctipteurs pour construire ces diagrammes est équivalent a ceux déja
utilisés (six pour Kimata, sept pour Cruz). Notre caractérisation ne partage avec les
caractérisations précitées qu’un seul descripteur, la sélectivité de forme, déterminé qui plus est
dans des conditions chromatographiques différentes.

Pour des raisons d’homogénéité sur les cartes d’identité, les valeurs de CP2, sont
inversées par rapport a celles des classifications : ainsi, le descripteur correspondant traduit des
interactions d’intensité croissante, de dipolaires a ioniques.

Dans un souci de lisibilité, les valeurs relatives aux descripteurs sont codées préalablement
a leur report sur chacun des axes. Le Tableau IX-8 restitue I'intervalle de variation constaté.
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Construction des cartes d’identité...

Tableau IX-8 : Etendue des valeurs observées pour chacun des descripteurs.

Codage | CP1, CP2, CP3, CPI, CP2,

SS A‘fAmiodamﬂe

Valeur minimale 0 -3565  -1,758 -2,044  -3,067 -2,399
Valeur maximale 1 7,07 4,349 2,75 7,891 1,696

0,606 1,018
2424 10,51

Désormais, intéressons nous aux cartes d’identité de colonnes, soit remplies d’'une méme
phase stationnaire, soit de phases différentes, en organisant leur présentation et leur discussion en

nous appuyant sur les classifications précédentes.
yant sur les classificati dent

Sur les cartes d’identité, la nature du modificateur organique utilisé est signalée par les

symboles O et A, respectivement pour le méthanol et 'acétonitrile.
IX.C.2 Colonnes de méme phase stationnaire

IX.C.2.a Influence du lot

La Figure IX-3 représente les diagrammes obtenus pour les phases stationnaires de I'étude

de la dispersion interlot (Chapitre VI).

CP1A

AsAmiodarone CP2A
SS CP3A
CP2D CP1D
CP1A
AsAmiodarone - ~, CP2A
SS CP3A

CP2D CP1D

—-P18 6
—A-P18_6
—--P18 7
—A-P18 7
—-P18 8
—A-P18 8

-e-P18 9
—A—P18 9

-e-P18_10
—A—P18 10
—e—P18 11
—A—P18 11

Figure IX-3: Cartes d’identit¢é des phases SymmetryShield RP18 (symboles évidés) et XTerra RP18

(symboles pleins).
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Chapitre IX

Pour chaque phase stationnaire, le recouvrement constaté sur les cartes d’identité ne
permet pas de distinguer aisément les différents lots de phase, confirmant la faible dispersion
interlot, mais soulevant aussi la question de la pertinence a vouloir mettre en évidence d’aussi
faibles différences éventuelles [243].

Les deux phases stationnaires ne différant que par leur matrice de silice, hybride dans le
cas de la XTerra RP18, les cartes d’identité permettent une comparaison directe de I'influence de
la nature de la matrice, comme l'illustre la Figure IX-4.

CP1A

AsAmiodarone CP2A
SS CP3A
CP2D CP1D
CP1A
AsAmiodarone - ., CP2A
SS CP3A

CP2D CP1D

Figure IX-4 : Superposition des cartes d’identité de la SymmetryShield RP18 P18_6 (symboles évidés) et de
la XTerra RP18 P18_9 (symboles pleins).

Hormis leurs valeurs respectives sur CP1,, relative 2 I’hydrophobie de la phase™, ces
phases se différencient d’avantage lorsque le méthanol est employé comme modificateur
organique et aussi a basse teneur en solvant (CP1, et CP2,). Signalons en outre les valeurs prises
pour Pasymétrie du pic de 'amiodarone, a la fois faibles et trés proches.

76 Les XTerra RP18 exhibent une hydrophobie moindre que celle des SymmetryShield RP18, du fait d’une densité de
greffage inférieure, eu égard au nombre de silanols pouvant étre engagés dans cette étape.
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Construction des cartes d’identité...

IX.C.2.b Influence du vieillissement

La Figure IX-5 présente les cartes d’identités relatives aux 2 colonnes de phases

Symmetry C18 différant par leur degré d’utilisation.

CP1A

AsAmiodarone ., CP2A

SS CP3A
CP2D CP1D
CP1A
AsAmiodarone CP2A
SS CP3A

CP2D CP1D

Figure IX-5: Cartes d’identité des phases Symmetry C18 neuve C18_4 (symboles pleins) et usagée C18_5

(symboles évidés).

Quel que soit le solvant utilisé, les cartes d’identité font apparaitre des différences entre
les colonnes neuve et usagée, qui au regard des figures de la sous-section IX.C.2.a (page 173), ne
peuvent étre attribuées a la dispersion interlot. Ces différences sont d’autant plus prononcées sur
les CP2 et CP3, notamment lorsque 'acétonitrile est utilisé, traduisant pour la colonne usagée un
accroissement des interactions avec les silanols. Les cartes d’identité illustrent ainsi d’'une maniere

plus synthétique nos interprétations.

Intéressons nous maintenant a la fagon dont se traduisent des différences entre phases

stationnaires sur leur carte d’identité.
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Chapitre IX
IX.C.3 Colonnes de phases stationnaires différentes

IX.C.3.a Influence du groupement polaire intercalé

Compte tenu des phases testées, il est possible de mettre en lumiere sur les cartes
d’identités I'influence non seulement de la présence d’un groupement polaire intercalé, mais aussi
de sa nature.

IX.C.3.a.1 Présence du groupement polaire intercalé

La Figure IX-6 présente la comparaison de deux phases stationnaires ne différant que par
la présence d’un groupement polaire intercalé, la Symmetry C18 (C18_4) en étant dépourvue.

CP1A

AsAmiodarone . ., CP2A
SS CP3A
CP2D CP1D
CP1A
AsAmiodarone - ., CP2A
SS CP3A

CP2D CP1D

Figure IX-6: Cartes d’identité des phases SymmetryShield RP18 P18_6 (symboles pleins) et Symmetry
C18_4 (symboles évidés).

Ces cartes permettent de retrouver aisément des résultats précédents: la phase
alkylcarbamate révele une hydrophobie inférieure (CP1,) a celle de son homologue purement
alkyle, mais présente une sélectivité de forme accrue. Les différences mises en évidences varient
aussi en fonction de la nature du solvant, notamment en ce qui concerne I'asymétrie de pic de
I'amiodarone. Celle-ci est plus prononcée dans I'acétonitrile pour la Symmetry C18. La forme de
la carte d’identité est moins affectée par le changement de solvant sur la SymmetryShield RP18
que sur la Symmetry C18, qui passe d’une forme concave a convexe).
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Construction des cartes d’identité...

IX.C.3.a.ii Nature du groupement polaire intercalé

La Figure IX-7 reprend les caractérisations de phases possédant chacune un groupement
polaire intercalé de nature différente.

CP1A

AsAmiodarone ., CP2A

—@— Carbamate
—@— Amide
—@— Ether
Inconnu
SS CP3A
CP2D CP1D
CP1A
AsAmiodarone - ., CP2A
—&— Carbamate
—A— Amide
—A— Ether
Inconnu
SS CP3A

CP2D CP1D

Figure IX-7: Cartes d’identité des phases SymmetryShield RP18 P18_6 (groupement carbamate), Polaris
Amide C18 P18_4 (groupement amide), Poalris C18-Ether P18_5 (Ether) et Polaris C18-A P18_3
(groupement de nature inconnue).

Globalement, les cartes d’identité sont pratiquement superposables, signifiant
I'appartenance a une méme famille de phases stationnaires, caractérisée notamment par une faible
hydrophobie, une sélectivit¢ de forme prononcée et une bonne symétrie de pic pour
I'amiodarone.

La phase au groupement dont la nature reste inconnue s’avere posséder une
caractérisation voisine de celle possédant un groupement éther, semblant indiquer une fonction
apparentée. Cette hypothese reste cependant a vérifier, puisque deux fonctions différant
seulement d’un atome d’oxygeéne — amide et carbamate — ne procurent pas des caractérisations
aussi semblables.

177



Chapitre IX
IX.C.3.b Influence du traitement de surface

IX.C.3.b.i « End capping » apolaire

Présence de « end-capping »

La Figure IX-8 compare les caractérisations obtenues pour deux phases identiques de par
leur matrice, leur greffon et leur greffage, mais dont une — I’'Uptisphere NEC — n’a pas subi de
traitement de « end-capping ».

CP1A

AsAmiodarone CP2A
SS CP3A
CP1A
AsAmiodarone CP2A
SS CP3A

CP2D CP1D

Figure IX-8 : Cartes d’identité des phases Uptisphere ODB C18_8 (symboles pleins) et Uptisphere NEC
C18_9 (symboles évidés).

L’absence de « end-capping » se traduit sur la carte d’identité d’une maniére trés marquée,
surtout sur les axes CPlp, CP2,, c'est-a-dire a bas niveau de solvant, et I'asymétriec de
I'amiodarone. Le pic de 'amiodarone devient d’ailleurs beaucoup plus asymétrique en acétonitrile
qu’en méthanol avec la colonne possédant un « end-capping », alors que pour celle qui en est
dépourvue, le changement de solvant n’affecte pas I'asymétrie du pic, qui reste faible. Concernant
ce dernier descripteur, associé au degré de protection de la phase, les caractérisations indiquent
finalement un traitement plus efficace pour la phase qui en est dépourvue! Ce résultat,
apparemment contradictoire, sera éclairé a la lumiere de la discussion portant sur la définition des
phases dites protégées, ou « base deactivated », en section IX.D.
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Construction des cartes d’identité...

Génération de « end-capping » apolaire

La Figure IX-9 présente les cartes d’identité de deux phases se différenciant uniquement
par leur technologie de « end-capping », afin de montrer l'influence de la génération de « end-
capping » apolaire sur les caractérisations.

CP1A

AsAmiodarone CP2A
SS CP3A
CP2D CP1D
CP1A
AsAmiodarone - ., CP2A
SS CP3A

CP2D CP1D

Figure IX-9: Cartes d’identité des phases Nucleodur Gravity (symboles pleins) et Nucleodur EC
(symboles évidés).

La différence due au type de traitement est mise en évidence surtout pour 'asymétrie de
pic de 'amiodarone, qui cette fois-ci s’améliore dans 'ordre des générations, et par une réduction
prononcée de CP2, et CP3, dans l'acétonitrile.

Cette fois-ci, 'asymétrie en valeur absolue s’avére beaucoup plus prononcée dans le
méthanol qu’en acétonitrile, contrairement a la Figure IX-8.
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Chapitre IX
IX.C.3.b.ii Nature du « end-capping »

La Figure IX-10 illustre la différence de nature du « end-capping », polaire (Aquasil C18)
ou apolaire (Symmetry C18).

CP1A

AsAmiodarone ., CP2A

SS CP3A

CP2D CP1D
CP1A

AsAmiodarone -

SS CP3A

CP2D CP1D

Figure IX-10 : Cartes d’identité des phases Symmetry C18 C18_4 (symboles pleins) et Aquasil C18 A18_1
(symboles évidés).

L’hydrophobie (selon CP1,) et la sélectivité de forme (SS) constituent les seuls points
communs aux caractérisations des deux phases. Pour toutes les autres composantes principales,
on note des valeurs plus élevées pour I’Aquasil C18, traduisant pour cette phase une plus grande
occurrence des interactions polaires, légitime étant donné la nature du traitement. I’asymétrie du
pic de Pamiodarone, identique dans le méthanol pour les deux phases stationnaires considérées,
se différencie en acétonitrile avec encore une valeur plus basse pour la phase a « end-capping »
polaire.
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Construction des cartes d’identité...

IX.C.3.b.iii Influence de Ia nature du groupement polaire

Sur la Figure IX-11 sont superposées les caractérisations relatives aux phases Aqua, i.e.
ayant subi un traitement de surface polaire. Trois d’entre elles possedent un « end-capping » de
type polaire : il s’agit de PAquasil C18 (A18_1), de la YMC-Pack ODS-AQ (A18_3) et de la

Synergi Hydro-RP (A18_4).

AsAmiodarone

SS

AsAmiodarone .,

SS

CP1A

. CP2A

—o-Al8 1
-8-Al18 2
—o-Al18 3

A18 4

cP3A —©-Al18 5

CP1D
CP1A

. CP2A

—A—Al18 1
—A—A18 2
—A—Al18 3

Al8 4

CP3A —A-Al18 5

CP1D

Figure IX-11: Cartes d’identité des phases de type Aqua.

Le caractere Aqua des phases peut se traduire par quelques traits communs dans le
méthanol, a savoir une asymétrie assez réduite pour le pic de 'amiodarone et des valeurs élevées
pour CP3, et CP1,. Cependant, de manicre générale, on note surtout la complexité des
superpositions, ce qui confirme I'hétérogénéité de Iappellation Aqua. Les phases a «end-
capping » polaire se distinguent trés certainement par la nature de leur(s) traitement(s) au regard

des diversités de comportement.
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Chapitre IX
IX.C.3.b.iv Encapsulation

La Figure IX-12 compare les caractérisations obtenues pour la CapcellPak C8, issue d’une
encapsulation polymérique, et celle correspondant a la SymmetryShield RP8, qui possede un
groupement polaire intercalé.

CP1A

AsAmiodarone CP2A

SS CP3A
CP2D CP1D
CP1A
AsAmiodarone - ., CP2A
SS CP3A

CP2D CP1D

Figure IX-12 : Cartes d’identité des phases CapcellPak C8 E8_1 (symboles pleins) et SymmetryShield RP8
P8_3 (symboles évidés).

Bien qu’issues de procédés de synthése différents, les cartes d’identité possédent des
formes quasiment superposables, que ce soit dans le méthanol ou lacétonitrile. La seule
différence, mineure, réside en une moindre sélectivité de forme de la silice encapsulée dans le
méthanol. Ces cartes d’identité, qui ne font que traduire des comportements chromatographiques
similaires, confirment en outre notre interprétation quant a l'effet stabilisateur de encapsulation,
effet équivalent a un groupement polaire intercalé.
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Construction des cartes d’identité...
IX.D Du choix raisonné des colonnes chromatographiques

IX.D.1 Principe

L’outil de caractérisation mis en place peut servir de guide au choix raisonné des colonnes
chromatographiques. Les cartes d’identité obligent déja a prendre en compte la nature et le niveau
de teneur du solvant employé. Le choix de la phase dépend ensuite de T'objectif fixé. S’il s’agit
d’un remplacement de phase stationnaire, il suffit d’en choisir une présentant une carte d’identité
la plus proche possible de celle a remplacer dans les conditions utilisées. S’il s’agit du
développement d’'une nouvelle méthode chromatographique mettant en jeu des composés a
caractere basique, il faut alors envisager la sélection de phases stationnaires présentant cette fois-
ci des cartes d’identité différentes afin de maximiser les chances d’obtenir la séparation souhaitée.
Dans ce cas, les phases doivent aussi posséder un comportement satisfaisant vis-a-vis des
composés basiques. Ce dernier point souléve la notion des phases dites protégées, plus connues
sous la qualification « base deactivated », appellation regroupant toutes les stratégies pour réduire
’acces aux silanols résiduels.

IX.D.2 Définition des phases protégées

Comme vu sur la Figure IX-8, une colonne possédant un « end-capping » peut engendrer
des résultats moins satisfaisants qu’une colonne qui en est dépourvue. Ce résultat, interpellant,
s’explique a la lumiere de lorigine de I'asymétrie. En effet, le « end-capping » provoque une
diminution sensible du nombre de silanols accessibles (sites plus énergétiques que ceux engagés
dans le mécanisme de partage), abaissant de fait la capacité du support mettant en jeu ce
mécanisme de rétention. La limite de surcharge atteinte puis dépassée se traduit par une asymétrie
de pic croissante. Ainsi, une phase a « end-capping » trop partiel peut provoquer des traines de
pics plus importantes qu’une colonne non protégée, ce qu’illustrent les cartes d’identité en Figure
IX-8 et la Figure IX-13.

Variation de I'asymétrie en fonction du "end-capping"

9.000

8.000

7.000

6.000

5.000
0O MeCN

E MeOH

4.000

3.000

Asymétrie de 'amiodarone

2.000

1.000

BB

0.000
NEC ODB EC EC2

Génération de "end-capping"

Figure IX-13: Variation de Pasymétrie du pic de Pamiodarone en fonction de la génération de « end-
capping » ; NEC : absence de « end-capping », ODB et EC : « end-cappings » classiques, EC2 : derniére
génération de « end-capping ».
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Chapitre IX

La Figure IX-13 résume l'influence de la génération du « end-capping » sur asymétrie de
pic de 'amiodarone : la présence du traitement n’assure pas une meilleure asymétrie du pic en soi
(aspect qualitatif), faut-il encore qu’il soit efficace (aspect quantitatif).

Pour définir les colonnes possédant une protection satisfaisante, le seul critére d’asymétrie
sur ’'amiodarone ne peut donc suffire, puisqu’il peut aboutir a qualifier de protégées des colonnes
n’ayant subi aucun traitement correspondant. L’introduction d’un second descripteur relatif aux
interactions ioniques et dipolaires semble approprié pour compléter le critere d’asymétrie. Selon
les conditions chromatographiques, CP2, ou CP2j sera choisi. Ainsi, une phase devra respecter
de faibles valeurs a la fois pour I'asymétrie du pic de I'amiodarone et pour les secondes
composantes principales pour pouvoir étre qualifiée de « protégée ».

IX.E Conclusion

Les ¢études de corrélation ont montré que certains descripteurs étaient partiellement
corrélés. Les degrés de redondance observés varient suivant les familles de phases stationnaires,
confirmant ainsi nos interprétations des composantes principales. Nous avons donc ainsi pu
écarter certains descripteurs plus usités mais qui s’averent finalement moins pertinents. Une fois
le jeu final de descripteurs sélectionné, nous avons obtenu les cartes d’identité des phases
stationnaires évaluées a travers le test, cartes qui fournissent une visualisation fidéle des
classifications. Ces cartes peuvent désormais servir de guide pour la sélection d’un jeu de phases
protégées lors du développement d’une nouvelle méthode chromatographique.

Enfin, si certaines phases de type Aqua ont révélé des comportements extrémes par
rapport a des phases C18 plus classiques, les phases cyano et phényle, non reportées dans le
manuscrit montrent les limites de la procédure, non pas d’un point de vue chromatographique,
mais en terme de rendu des données : certains descripteurs pourraient se révéler plus pertinents
que ceux adoptés pour la construction des cartes d’identité.
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Conclusion générale

La procédure que nous avons développée nous a permis d’obtenir un test
chromatographique réduit, répondant ainsi a un critere de simplicité indispensable a son
application. Le test s’avere capable de distinguer des colonnes aux comportements
chromatographiques proches, et de degrés d’utilisation différents. Les classifications obtenues,
entierement interprétées, permettent de guider I'analyste dans son choix de phase stationnaire
tout en prenant en compte la composition de la phase mobile. Les représentations obtenues
mettent en effet en lumiére I'influence du solvant, en fonction de sa nature et de sa teneur. Ce
facteur, négligé jusqu’a présent, apparait comme fondamental et doit étre pris en compte pour le
choix de la colonne et des conditions chromatographiques. En outre, les classifications ont
permis de mettre en évidence des sous-catégories de phases stationnaires que les descripteurs
classiques, comme la sélectivité méthyléne, ne sont pas capables de distinguer. Les résultats
obtenus soulignent la pertinence de notre approche pour le développement de cette procédure de
caractérisation et permettent aussi d’affiner la notion de protection des phases.

Préalable indispensable a un éventuel transfert, nous avons évalué la fiabilité de notre
procédure de caractérisation au cours de son développement, ce qui nous a permis de définir les
conditions ainsi que le protocole de transfert. Le test est actuellement en cours de prise en main
par notre partenaire industriel. A terme, il permettra d’évaluer le comportement de nouvelles
phases stationnaires et de vérifier la conformité des colonnes récemment recues, avant et pendant
leur utilisation en développement de méthode comme en analyse de routine.

Outre le remplacement par une colonne équivalente, les classifications obtenues offrent la
possibilité de sélectionner des jeux de phases stationnaires possédant des comportements
chromatographiques différents tout en présentant un degré de protection satisfaisant, définissant
ainsi des jeux réduits de colonnes pour le développement de méthode.

La combinaison des aspects chromatographiques et chimiométriques du test a permis
d’approfondir la connaissance des mécanismes de rétention, en fonction du type de phase
stationnaire, de la nature et de la fraction en modificateur organique. Ainsi, I'utilisation des plans
d’expériences, sous réserve d’un modele adéquat, s’est révélé d’une ambivalence étonnante : outre
la détermination du domaine de robustesse du test, elle a apporté des éclaircissements qui se sont
révélés fondamentaux pour appréhender les phénomenes sous-tendant les classifications. La
combinaison de divers outils chimiométriques a donc été essentielle pour guider et fiabiliser nos
interprétations physico-chimiques et s’aveére constituer une aide précieuse au décryptage des
mécanismes de rétention.

Nous espérons que ces travaux décrivent de fagon suffisamment complete 'espace des
phases stationnaires apolaires pour pouvoir extrapoler au comportement chromatographique les
caractérisations obtenues. Les conditions chromatographiques non agressives de notre procédure
permettent d’évaluer un grand nombre de phases stationnaires fonctionnant en partage apolaire.
Pour approfondir la caractérisation des colonnes résistantes a haut pH, il serait intéressant
d’évaluer la pertinence d’un complément a notre procédure de test intégrant des phases mobiles a
pH 10-11. Sur le méme principe, d’autres études pourraient aussi étre envisagées quant a la
composition de la phase mobile — phase 100% aqueuse, mélange ternaire — pour déterminer les
limites en extrapolation du test en fonction de différents parametres.

Enfin, la procédure proposée connaitrait une application ultime si par la corrélation a des
séparations réelles de produits pharmaceutiques, mettant en jeu des produits principaux et des
substances apparentées, effectuées sur des colonnes appartenant a des groupes différents, elle
aboutissait a 'explication des différences de sélectivités, permettant le cas échéant de remonter
aux propriétés physico-chimiques des solutés.
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Listes des abréviations

CPL : Chromatographie en Phase Liquide
MeOH : Méthanol

MeCN : Acétonitrile

D : diamétre de pore (nm)

d, : diametre des particules (um)

S, : surface spécifique (m?g")

v, : volume de pore (cm’ g

%C : taux de carbone

MEB : microscope électronique a balayage

AS®: Variation d’entropie de distribution du soluté entre deux phases
AH® : Variation d’enthalpie de distribution du soluté entre deux phases

SAM : « Self Assembled Monolayer »

QSRR : « quantitative structure —retention relationship »

£ : facteur de rétention

As : Asymétrie du pic

As’: Asymétrie modifiée de pic

b : hauteur de plateau réduite

Ry : Résolution

o : aire du pic

2/ hauteur de pic

T : température (K)

D : coefficient de diffusion de la phase stationnaire
[+ rapport isoéluant entre le méthanol et I'acétonitrile
A : longueur d’onde (nm)

@vion - Fraction massique de méthanol

Do - Fraction massique d’acétonitrile

Ay, = Sélectivité méthylene

S5 : Sélectivité de forme (« Shape selectivity »)
%S : Teneur massique en solvant organique
Conc. : Concentration du tampon

O : écart-type estimé

X :moyenne de x

Test F : test de Fisher-Snédécor

Proba : Probabilité

r: coefficient de corrélation linéaire de Pearson
C1/: coefficient de variation

CI : coefficient d’information

ANOVA : « ANalyse Of VAriance »/Analyse de la Variance

AHC : Analyse Hiérarchique en Clusters
ACP : Analyse en Composantes Principales
CP : Composante Principale

PLS : « Partial Least Square »
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Annexe 1

Rappel sur les interactions

Les forces intermoléculaires peuvent se classer en deux grandes catégories : les forces
attractives, de portées variables mais toujours supérieures a celles des forces répulsives. Dans le
cadre de notre étude ne sont tenus compte que des forces attractives, en raison de leur portée

suffisante. En effet, les interactions répulsives, typiquement en 1/t

12 sont de nature quantique et

ne s’averent pas affectées par des variations du milieu, du fait de leur portée trop courte. Le
tableau suivant présente les différents types d’interactions attractives.
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Les gammes d’intensité de ces forces, variant suivant les milieux considérés, sont

résumées dans le tableau qui suit.

Type d'interaction

Energie typique (k] mol)

Forces covalentes 200-800
Force coulombienne 250
Ton-dipdle permanent 10-100
Liaison H 10-40
Dipdle fixe-dipdle tournant 2
Dipole induit-dip6le induit 2
Dipole tournant-dipole tournant 0,6

En rapportant ces énergies typiques a DIénergie de thermalisation, les énergies de
dispersion, d’induction et d’orientation, regroupées sous le terme d’énergies de Van der Waals,
sont inférieures a kT (T=300K) : ce sont des interactions faibles. Ainsi, les interactions dipole-
dip6le ne sont pas capables d’entrainer I’alignement des dipdles.
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Annexe 2 M¢élanges hydroorganiques et composés ionisables

A Structure des mélanges hydro-organiques

Si le méthanol et I'acétonitrile sont des solvants miscibles en toute proportion avec Ieau,
leur solubilisation ne s’effectue néanmoins pas de manic¢re homogene en substituant au hasard
une molécule d’eau par une molécule de solvant organique. En effet, il faut tenir compte de
phénomeénes d’association de ces molécules [310], en raison du caractére amphiphile du méthanol
et de lacétonitrile. La formation de complexes ou de clusters peut s’interpréter en terme
d’interactions «like dissolve like ». En premicre approximation, le mélange peut d’abord étre
considéré comme ternaire, comme lillustre la figure suivante [315].

I — %

= =
on oD

=
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-

0 1] 02 0.4 0.6 0.8 1
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.—rr—'l
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Figure 7. Estimated concentration profiles obtained by MCR-ALS
method for DCMPWVF in methanol—water mixtures (A) and acetoni-
trile—water mixtures (B). Methanol (#), acetonitrile (@), methanol—

water complex and acetonitrile—water complex (W), and water (4).
Lines joining the data points have been smoothed.

Le mélange hydro-organique est donc constitué d’une phase purement aqueuse, d’une
phase purement organique et d’une phase constituée de complexes, dont la composition peut
varier suivant les proportions relatives en modificateur organique (1 :1 jusqu’a 1:5 [311-314]).

L’évolution de la concentration en complexes va avoir un impact sur la rétention, du fait
de son influence sur la solvatation des chaines alkyle.

En sus, si la séparation a effectuer met en jeu des composés ionisables, I'ajout de
modificateur organique ne va pas étre sans conséquence.
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B Effet du modificateur organique sur les solutés et les tampons

Si le méthanol et 'acétonitrile sont deux solvants qui possedent des permittivité relatives
similaires (respectivement 33 et 36,0), elles s’averent néanmoins moins élevées que celle de 'eau
(e=80). En outre, ils ne sont néanmoins pas équivalents : le méthanol est un solvant protique,
réle que ne peut revendiquer I'acétonitrile. De fait, ces différences par rapport a I'eau vont
influencer les constantes de dissociation des composés ionisables, en fonction de la nature de

Pacide”. Considérons les réactions de dissociation: AH & A +H et BH' 2 B+ H". Pour

un acide de type AH, la dissociation se traduit par la création de deux charges, tandis que pour
lacide de type BH', il n’y a pas de création de charge. De fait, la dissociation pour AH sera plus
difficile a réaliser en milieu hydro-organique qu’en milieu purement aqueux pour cause de
moindre solvatation des charges. Le pK , des acides anioniques augmente avec la concentration de
solvant organique, d’autant plus si ce dernier n’est pas protique. Concernant les acides de type
BH", le phénoméne est plus complexe a interpréter : la dissociation est au départ favorisée par la
meilleure solubilité de la base conjuguée B ™, ce qui entraine une baisse du pK, Néanmoins,
lorsque la concentration en solvant organique devient fortement majoritaire (>70% en fraction
volumique), le pK, augmente, du fait certainement de la solubilité limitante du proton eu égard a
la faible proportion de phase purement aqueuse. De nombreux travaux ont été publiés a ce sujet
[24, 193, 297, 360, 363, 378-389], dont sont tirées les figures suivantes, qui résument les variations
des pK, suivant le solvant et la nature du composé ionisable.
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Figure 3. Variation of pk, values of acids with the methanol—water % ACETONITRILE [(Viv)

composition: (O] frichlorcacetic acid, () formic acid, () benzoic acid,  Figure 2. Variation of the pK; of acids (ApKa = IpK, — *pK,} in
(O) acetic acid, (W) anilinium, and (®) ammonium. Symbole are  acefonitrile—water mixdures with solvent compesition: () ph,, of cifric
expenimental data, and the lines are computed by eq 15 from e 5454 (@) ks of citric acid, (=) pKas of citric acid, (+) acetic acid, (0)
parameters of Table 3. benzoic acid, and (W) pyridinium.

Comme la nature et de la teneur en modificateur organique influe sur la valeur du tampon
de pH de la phase mobile et sur le pK, des solutés, il faut tenir compte de ces parameétres d’un
point de vue chromatographique non seulement pour leur conséquence sur la séparation, mais
aussi sur la stabilité de la colonne chromatographique [115, 116, 118, 119, 390]. En effet, I'emploi
de certains tampons, qualifiés d’agressifs, peut conduire a2 un pH apparent du milieu hydro-
organique qui excede la limite de stabilité de la silice, menant a la dissolution de la matrice,
comme le montre la figure suivante a pH 10 [115].

77 Plut6t que les termes d’acides faibles neutres (« neutral weak acids ») et d’acides cationiques, nous préférons
qualifier les acides suivant leur type : AH ou BH*.
78 L solvatation du proton est certainement le fait de la phase purement aqueuse.
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Ce phénomene explique aussi le succes rencontré par le tampon phosphate, réputé pour
la qualité de résolution qu’il apporte aux séparations par rapport aux autres tampons a méme pH
aqueux : une fois le mélange hydro-organique réalisé, le pH apparent s’éleve notablement, ce qui
confere un avantage indéniable pour réaliser des séparations de mélanges constitués de composés
basiques : le pH apparent dépasse leurs valeurs de pK, (qui elle a tendance a diminuer).
Néanmoins, ceci se réalise au détriment de la phase stationnaire. I.a concentration du tampon,
elle aussi, possede une influence sur la dissolution de la matrice de silice, comme le démontre la
figure ci-dessous a pH 7 [115].
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A titre d’ultime illustration, citons Peffet de la nature du tampon sur la stabilité d’une
phase stationnaire Zorbax Extend, congue pour un fonctionnement a pH élevé [119].
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Encore une fois, le tampon phosphate se révele tres agressif.

224



Annexe 3 Caractéristiques des composés

Cette annexe détaille les caractéristiques des composés utilisés lors de nos travaux. Tous
sont disponibles commercialement, relativement peu onéreux et possedent une stabilité
suffisante. Les solutés ont été choisis pour leur diversité de propriétés physico-chimiques
(présence d’un ou plusieurs hétéroatomes, large distribution de pK s, de logPs) et géométrique
(taille et forme). Ces composés peuvent se répartir en trois catégories : les neutres, les ionisables
et les globulaires.

Les composés neutres, qui incluent ceux du test de Tanaka, sont les suivants :
Pentylbenzéne

Log P=4,90 Toluene Phénol
Log P=2,73 Log P=1,46
pKa=9,99
2 OH
Butylbenzeéne Ethylbenzéne °
Log P=4,38 Log P=3,15 /
~N N Caféine
PP N/> Log P=-0,07
O Triphényléne O o-Terphényle ° ’i‘ pKa2=0,6; pKal=14,0
Log P=5,49 Log P=5,52 H
o o
OO GO XD e
Log P=0,91

¢}
Digitoxine Log P=1,85

0
o
o) 0 0 =
HO o) f0) O
HO HO HO

En plus de composés neutres, nous avons utilisés des solutés ionisables, possédant en majorité
des groupements basiques, mais pas uniquement. Ils sont rassemblés ci-dessous :

\ d-Tubocurarine /
.. O O  LogP=NF. N
N ;‘AC%H pKa2=8,1; pKal=9,1 )i&
H H -
Atropine
Log P=1,83 OH
pKa=9,43 Strychnine
Log P=1,93
pKa=8,26
Quinine
Log P=3,44 =~ M
pKa2=4,13 Benzylamine
L pKal=8,52 /Nh; ©_\NH Log P=1,09
Ampicilline 5" © a2 2 pKa=9,33

Log P=1,35 o
pKa2=3,7; pKal=7,3 -
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A ces composés s’ajoutent deux sondes globulaires, dont ’état d’ionisation est difficile a prédire :

OH
T NH, )
\?\/{ Vancomycine NH, o
0 Log P= N.F. r[L
OH pKa6=3,6; pKa5=8,2; NH,
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Log P=3,57
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Le tableau ci-dessous récapitule les caractéristiques générales de ces composés.

Nom Formule brute Masse moléculaire L ogP pKa
Toluene C.Hg 92,14 2,73 N.A.
Phénol CHO 94,11 1,46 9,99
Ethylbenzene CH,, 106,17 3,15 N.A.
Benzylamine C.-H,N 107,16 1,09 9,33
p-Ethylaniline CsH;\N 121,18 1,96 5,00
Butylbenzene C,Hy, 134,22 4,38 N.A.
Pentylbenzene C Hy 148,25 4,90 N.A.
Nortriptyline C,,H,)N 184,2 4,28 9,7
Caféine C.H,,N,O, 194,19 -0,07 0,6 ; 14,0
Primidone C,H,,N,O, 218,26 0,91 N.A.
Triphénylene CisHy, 228,30 5,49 N.A.
o-Terphényle CisHy, 230,31 5,52 N.A.
Dextrométhorphane C,H,sNO 271,41 9,20
Chlorpropamide C,)H;;CIN,O,S 276,74 2,27 513
Imipramine C,oH,,N, 280,42 4,80 9,40
Atropine C;H,;NO, 289,38 1,83 9,43
Quinine C,,H,,N,O, 324,43 3,44 4,13 ;8,52
Furosémide C,H,,CIN,O.S 330,75 2,03 3,90
Strychnine C,,H,,N,O, 334,42 1,93 8,26
Ampicilline C,H,,2N;O,S 349,41 1,35 37,73
Buspirone C,,H;,N.O, 385,51 2,063 N.A.
Diltiazem C,,H,N,O,S 414,53 2,79 8,02
Clofazimine C,-H,,CLLN, 473,41 4,30 8,51
Lopéramide C,,H;;CIN,O, 477,05 5,15 ?
Réserpine C,;H,,N,O, 608,69 3,32 6,60
Amiodarone C,sH,,LNO, 645,32 7,57 8,73
Tubocurarine CyH, N,O," 622,80 8,1;9,1
Digitoxine C,Hy Oy 764,96 1,85 N.A.
Cyanocobalamine CHgCoN,,O,,P 1356,4 3,57 7,64
Vancomycine C¢H--:CLN,O,, 1485 3,6;8,2;9;92;
10,3 ;10,8

Les composés s’averent régulierement distribués en masse moléculaire et en logP, comme
I'illustrent les figures suivantes.
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Annexe 4 Instrumentation

A Processus chromatographique et évaluation de la dispersion
entrainée par ’appareillage

Le processus chromatographique peut se modéliser de la fagon suivante: le pic
chromatographique, considéré comme gaussien, est le fruit d’'une convolution de linjection,
assimilable idéalement a un pic de Dirac, par une gaussienne. La convolution est réalisée par la
colonne chromatographique, qui peut donc étre représentée comme une fonction qui transforme
un Dirac en une gaussienne. En réalité, l'injection se modélise plutot par une fonction créneau
étroite. Mais surtout, il faut prendre en compte une fonction d’appareillage, a 'origine d’effets
extra-colonne.

t,=0,1 min
Appareillage Colonne
<+“—> <+“—> +—>
0,01 min 0,2 min 0,252 0,5 min

L’appareillage entraine une déformation asymétrique du créneau d’injection, dépendante
du soluté mais aussi du type de connectique utilisée (phénomenes d’adsorption). Pour pouvoir
négliger cette déformation, il faut que le temps de séjour dans la colonne soit assez long, ce qui
implique des facteurs de rétention supérieurs a 2 au minimum, voire 4. Cependant, les temps de
résidence ne doivent pas étre trop longs, sous peine d’étre confronté a un phénomeéne de
diffusion, donc de dilatation trop important.

Aussi, pour compléter la caractérisation de l'appareillage, il nous parait important
d’évaluer son volume mort intrinséque, qui définit le temps de séjour de 'appareillage.

B Description des appareillages
Nous avons fait appel a quatre systemes chromatographiques différents. Tous ont en

commun un systeme de thermorégulation se fondant sur une jaquette a eau Alltech reliée a un
bain thermostaté, dans laquelle est placée la colonne chromatographique.
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Annexe 5 Préparation des tampons et des phases mobiles

A pH 3 et 5, les tampons sont obtenus en introduisant dans des fioles jaugées de 2 L les
quantités de sels (respectivement 4,770 g de dihydrophosphate de potassium et 3,281 g d’acétate
de sodium pour 2 L de solution), pesées aussi précisément que possible. Une fois le volume
complété au trait de jauge avec de l'eau ultrapure fraichement produite (par un systeme de
purification Milli-Q Plus de Millipore), le pH est ajusté a sa valeur correspondante a 25 °C avec
'acide conjugué concentré.

Quant au tampon a pH 7, il se prépare en additionnant 5,840 g de sel de chlorure de TRIS
a 356,5 mg de TRIS. Une fois ces quantités introduites dans une fiole jaugée de 2 L, son volume
est complété avec de l'eau ultrapure fraichement produite. La valeur du pH est simplement
vérifiée a posteriori, en tenant compte toujours de la dérive entrainée par les variations de
température.

Tous les tampons sont filtrés (filtre 0,45 pm type HA de Millipore) et conservés a 4°C.

Les phases mobiles sont toutes préparées par pesées. Le mélange hydro-organique
obtenu est au moins dégazé 20 min aux ultrasons.
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Annexe 6 Protocole du test

A Introduction

Au terme du chapitre 5 ont été sélectionnées les conditions qui permettent de caractériser
au mieux les phases stationnaires. L’objectif avoué de ce document est de permettre le transfert
du test lors de sa mise en place dans un nouveau laboratoire. La description détaillée du protocole
opératoire doit ainsi permettre de réaliser ce test tout en minimisant les variabilités
expérimentales introduites par Popérateur (en termes de préparation et de rendu des données),
Porigine diverse des produits (solutés du test et solvants) et I'instrumentation.

B Spécifications du systeme chromatographique d’analyse

Le test est conduit sur un appareillage chromatographique a haute performance dont les
modules doivent respecter les spécifications suivantes :

e Ta pompe doit étre capable d’assurer en régime isocratique un débit de 1 mL.min' =+
0,03 mL.min™';

e Un passeur d’échantillons doit pouvoir réaliser de fagcon répétable des injections de 10 pLL
de solutions maintenues par ailleurs a 1°C ;

e La colonne testée doit etre disposée au sein d’un systeme de thermorégulation fixant la
température fixée a 40 °C £ 0,1 °C, et ceci de fagon vérifiable : seul un systeme reposant
sur un bain thermostaté, accompagné éventuellement d’une jaquette a eau, s’avere
satisfaisant, contrairement aux systemes a fours.

e e systeme de détection U.V. doit étre muni d’une cellule de volume interne inférieur ou
égala 13 ul;

e Le systeme d’acquisition des données doit posséder une fréquence d’échantillonnage
minimale de 20 Hz.

Afin d’assurer la compatibilité des mesures entre différentes instruments, il est nécessaire
de controdler le volume mort et donc d’ajuster les longueurs de connectique : 30 cm en amont et
45 cm en aval de la colonne. Par souci de simplicité et de maniére a éviter une contamination
métallique supplémentaire a celle introduite par I'instrumentation, on préférera des connectiques
de type PEEK a celles en acier inoxydable. Toutes les mesures ont été réalisées avec des tubes en
PEEK rouge de 0,13 mm de diametre interne.

C Préparation des solutés a injecter

Les solutés doivent étre de qualité HPLC. Tous sont commercialement disponibles et
d’un prix abordable. La plupart d’entre eux se conservent a température ambiante : seules
I'amiodarone, la d-tubocurarine, 'ampicilline, la cyanocobalamine et la vancomycine doivent étre
conservées entre 2°C et 8°C. Le Tableau ci-dessous indique les valeurs cibles de pesée pour la
préparation des solutions meres, ainsi que les conditions adéquates de dissolution.

L’ampicilline et la vancomycine requic¢rent un tampon acide pour une meilleure stabilité
en solution : un tampon phosphate de potassium 20mM pH=3%0,1 préparé selon [1] convient
pleinement pour limiter leur cinétique de dégradation.

Toutes les solutions meres seront conservées au congélateur, pendant un délai inférieur a
leur limite de stabilité. A la température de conservation, la clofazimine recristallise typiquement
en batonnets : il faut donc atteindre a nouveau 'ambiante pour une dissolution totale du soluté et
permettre un pipetage correct.
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Pr . . . Préparation des solutions
réparation des solutions mere Finjection
Phase Produit (flacons de 15 mL) (flacons de 2 mL) Délai de
dinjection anntl\te Solvant de | Volume a | Solvant de conservation
cible a . . . . o
. . dissolution | introduire | dilution
introduire
Thiourée 2 mg Mz%%gau 50 UL > 6 mois
Butylbenzene
Y 153@ de 1000, | MeOH- | 3 mois
Pentylbenzene chaque MeOH Eau
A o-Terphényle 4 mg 100 L 50/50 > 6 mois
. Triphénylene | lmg | ] 100pL | ] > 6 mois
Digitoxine 15 mg MeOH-Eau 100 pL. > 6 mois
. Amiodarone _ | 5mg | 75/25 | 100pl. | ] > 6 mois__
Clofazimine 15 mg MeCN pur 100 pL. MeCN- 3 mois
Eau 50-50
Atropine 60 mg 200 pL > 6 mois
Strychnine 30 mg 100 pL. > 6 mois
d-Tubocurarine 30 mg MeOH-Eau 100 pL 3 mois
Benzylamine 45 mg 15/85 400 pul. > 6 mois
Caféine 7,5 mg 100 pL > 6 mois
P | Coanocobatamine | 225mg | | 100uL | PP > 6 mois
Ampicilline 60 mg MeOH - 100 pL 3 mois
Tampon
Vancomycine 10 mg pH=3 100 pL. 3 mois
15/85

Pour la plupart des produits basiques, la limite de conservation s’explique par des
phénomenes de dégradation : la placement au congélateur permet de ralentir cette cinétique et
d’éviter d’avoir a préparer régulicrement de nouvelles solutions meéres. Concernant le
butylbenzéne et le pentylbenzene, le probleme essentiel réside non pas en leur dégradation
(méme si on peut la constater en solution pure au bout de quelques années) mais plutot en leur
volatilité, que l'on limite en placant ces produits a basse température. C’est aussi pour limiter ce
phénomeéne que I'on prépare une solution meére constituée du mélange de ces deux alkylbenzenes.

D Préparation des phases

1 Préparation du tampon acétate a pH=5 (30 mM)

Dans une fiole jaugée de 2 L, introduire 3,2812 g de CH;COONa (pesé aussi précisément
que possible). Compléter avec de 'eau MilliQQ. Apres dissolution complete, transférer dans un
bécher de 2 LL et ajuster au pH correspondant a la température de la solution avec du CH;COOH
a I'aide de I’étalonnage fourni ci-apres.

Teod | pH reog | pH reog | pH e | pH
15 5,077 19 5,046 23 5,015 27 4,985
16 5,069 20 5,039 24 5,008 28 4,977
17 5,062 21 5,031 25 5,000 29 4,969
18 5,054 22 5,023 26 4,992 30 4,962
Filtrer sur type HA 0,45 um. Le tampon peut se conserver au frais jusqu’a 3 mois apres
préparation.
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2 Préparation des phases mobiles

La préparation des phases mobiles doit s’effectuer impérativement par pesées. Ce point
est fondamental : aucune préparation volumique, que ce soit via un mélange classique a l'aide
d’éprouvettes graduées ou via un mélange effectué au niveau de la pompe, ne peut atteindre la
précision de la pesée, qui permet de s’affranchir des problémes de variations de densité des
solvants organiques en fonction de la température. Or cette précision est requise pour le transfert
du test. De manicre a éviter toute perte due au mouillage des flacons lors du transfert de chacun
des solvant, il est nécessaire d’effectuer la préparation dans un seul flacon taré pour chaque
phase mobile, en introduisant d’abord le modificateur organique puis la phase aqueuse
tamponnée afin d’éviter toute perte due au mouillage du flacon. Le mélange hydro-organique
s’effectue dans un flacon taré selon les ratios suivants :

Phase | % MeOH (m) % MeCN (m)
A 70 59
D 15 9

Pour chaque test, 4 phases mobiles sont donc a préparer.

Une fois le mélange réalisé, le dégazer aux ultrasons pendant 20 min.

E Conduite du test

En préalable a la conduite du test, la colonne nouvellement branchée doit étre rincée de
sa phase mobile de stockage (souvent a base d’acétonitrile uniquement) pour la rendre compatible
avec un mélange hydro-organique tamponné. Ceci s’effectue a I'aide de 30 mL. d’'un mélange
volumétrique MeCN-Eau 50/50.

Pour chaque nouvelle phase mobile est requise au moins une heure d’équilibrage.

Le tableau suivant résume les conditions d’injections des solutés.

Fraction
Conditions Elnant ~ Solvant  massique de Solutés
solvant (%)
Tampon acétate 30 mM McOH 70 thiourée, digitoxine, clofazimine,
pH=5,002 25 °C A amiodarone, butylbenzene*,
pentylbenzene*, o-terphényle*,
T=40°C MeCN 59 triphénylénc*
Débit= 1 mL.min" MeOH 15 _ _ »
strychnine*, benzylamine*, caféine*,
A= 254 nm pour les D d-tubocurarine, atropine, ampicilline,
solutés (); A= 230 nm MeCN 9 vancomycine, cyanocobalamine

sinon

Les mélanges injectés different suivant la colonne testée, mais aussi suivant le type de
détecteur. Quoiqu’il en soit, tous les solutés sont injectés 2 fois mélangés. Si besoin est
d’identifier les pics chromatographiques sans ambiguité, comme dans le cas du test d’une
nouvelle phase stationnaire, leur reconnaissance s’effectue un a un a 'aide d’injections séparées.

En principe, si Pappareillage permet acquisition des deux longueurs d’onde en parallele
(détecteur type DAD, bi-longueur d’onde avec une fréquence de changement du réseau
largement supérieure a celle de Péchantillonnage, ou encore deux détecteurs mono-longueur
d’onde en cascade), un mélange complet pourra étre injecté. Sinon, il faudra fractionner le
mélange complet en tenant compte des longueurs d’onde d’acquisition. Ceci est valable aussi en
cas de co-élution(s).
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Pour la phase a haut niveau de solvant organique (éluant A), a défaut de mélange complet,
on préconise d’injecter les deux mélanges suivants :

1. Thiourée, butylbenzene, pentylbenzene, o-terphényle et triphénylene (A=254 nm)
2. Digitoxine, clofazimine et amiodarone (A=230 nm)
Le premier mélange correspond en effet a PC1 et le deuxiéme a PC2 : cela permet ainsi de
relier directement le comportement chromatographique du couple colonne-solvant a ses
coordonnées dans la classification.

Quant a I’éluant D, on pourra suggérer d’injecter les mélanges :

1. Benzylamine, caféine et strychnine (A=254 nm)
2. Vancomycine, atropine, d-tubocurarine, ampicilline et cyanocobalamine (A=230 nm),
quitte a injecter séparément I'ampicilline.
A titre indicatif, sur une colonne SymmtreyShield 150%4,6 mm, des préparations de 200 g
de s’averent largement suffisantes pour chacune des phases mobiles (haut et bas niveaux de
solvant, que ce soit en méthanol ou en acétonitrile).

F Rendu des données

Par convention, le temps de rétention nulle 7, nous est fourni par le temps de rétention de
la thiourée en acétonitrile. Si deux détecteurs en cascade sont utilisés, tous les temps de rétention
seront mesurés sur le détecteur le plus proche de la sortie de colonne, réglé préférentiellement a
230 nm (longueur d’onde d’acquisition pour la majorité des composés). En effet, mesurer les
temps de rétention sur le détecteur le plus approprié reviendrait a introduire 2 #, et donc deux
longueurs de connectiques post-colonne différentes. Or, cela se traduit par un biais non tolérable
sur les facteurs de rétention qui interdit tout rapport entre eux et toute comparaison entre
classifications, comme I'illustre 'exemple suivant.

Soient Ak lerreur sur les facteur de rétention, A7 celle sur les temps de rétention nulle, 7,
le premier temps de rétention du composé et 7 le premier temps de rétention nulle ? Alors

Az, '(fR _fo)
7y '(l‘u +Af0)
pour des valeurs fixes de 7. =1,5 min et Az, = 0,05 min. II est donc impératif de n’avoir quune
seule définition du #,

Ak = ce qui équivaut a A& = 0,08 si £ = 5 min ou encore A& = 0,18 si £ = 10 min

Les autres parameétres chromatographiques tels que Pasymétrie et Iefficacité pourront
cependant étre mesurées avec le détecteur le plus approprié. Les facteurs de rétentions sont

(fx_fo).

calculés selon &=

IO

Les asymétries reposent sur la définition de 100-

la norme de la pharmacopée américaine 901

a+b 7 80

USP: As= a 5% de hauteur. Afin < 70

. . . . 3 60

d’équilibrer la définition de I'asymétrie, qui 5 50

donne plus d’importance aux traines en ‘5 401

queue de pic qua celle en téte de pic, nous T 307
préférons utiliser des asymétries dérivées ?g' 5 ;

As’: st A>T, alors A=A, 0

Temps
A, =2—-—autrement.
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Quant aux efficacités, il vaut mieux considérer la hauteur de plateau réduite / définie selon la

norme ASTM pour s’affranchir du facteur diameétre de particule 4,: 5= avec

b
Nxdp

2
I3
N =5,54x (?j ou O représente la largeur du pic a mi-hauteut.
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Annexe 8 Effet chromatographique de la contamination du
support par des impuretés métalliques

Cette annexe présente le cas auquel nous avons été confronté sur la colonne Zorbax
StableBond C8.

Durant la procédure d’évaluation, nous avons observé en phase D a 9% d’acétonitrile une
non répétabilité du comportement chromatographique a 'occasion d’injections successives du
mélange constitué de vancomycine, d’ampicilline, d’atropine, de strychnine et de d-tubocurarine
(ordre cité est celui de I’élution). Comme le montre la figure suivante, la d-tubocurarine accuse
un retard d’élution supérieur a 20 min sur la deuxieme injection.

Volts |

0.025 —

0.02 +

0.015 —

0.01 o

0.005 —

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . .
0 50 100 150 200 250 min

Ayant écarté un probléme d’origine instrumentale, il apparaissait alors clairement qu’il
s’agissait d’'un probléme de contamination métallique progressive. Un lavage de la colonne a
lacide oxalique (complexant des métaux) a permis d’obtenir un comportement
chromatographique plus répétable, comme I'illustre la figure ci-dessous.

Volts

0.035 —
0.025 —

- W“

0015 —

WL N

0.005 —

T T T T T T
20 40 60 80 100 min

Le temps d’analyse s’est aussi vu divisé par un facteur 3. L’origine de la contamination a
été identifiée : il s’agissait des bidons en aluminium contenant des solvants de qualit¢é HPLC, dont
le revétement était défectueux, eu égard aux quantités d’Al’* retrouvées dans les solvants analysés
par ICP, comme l'indique le document suivant (la lettre derriere le solvant désigne le type de
contenant : M pour bidon métallique et V pour bouteille de verre).
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Annexe 9 Etude interlot

A Synthése bibliographique

Nous nous proposons de réaliser d’abord une synthese succincte des travaux de Kele et
Guiochon [103, 321-325], qui ont porté sur les variabilités intra et interlots de 6 phases
stationnaires différentes. Ont été principalement employés 5 jeux de solutés, détaillés ci-dessous.

Solutés

Test 1 Phénol, 1-Chloro-4-nitrobenzene, Toluéne, Ethylbenzene, Propylbenzene,
Butylbenzene, o-Terphényle, Pentylbenzene, Triphénylene

Aniline, Phénol, Toluidines, N,N-Diméthylaniline, Ethylbenzoate, Toluene,

Test 2 Ethylbenzene

Théobromine, Théophylline, Caféine, Pyridine, Phénol, 2,2-Dipyridyl, 2,3-

Test 3 Dihydroxynaphthalene

Test 4 | Propranolol, Butylparaben, Dipropylphthalate, Naphtaléne, Acenaphténe, Amitriptyline

Test 5 Procainamide, Benzylamine, Benzyl alcohol, Phenol, Acide benzoique

Chaque test mettant en ceuvre des solutés aux caractéristiques proches, il nous semble
assez légitime de regrouper les résultats obtenus par classes de composés, grace a I'utilisation de la
moyenne quadratique des coefficients de variation. De cette maniere, les résultats apparaitront
plus synthétiques, ce qui en facilitera la lecture. Nous nous limiterons aux facteurs de rétention et
aux asymétries de pic.
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Les données brutes de « reproductibilité » des facteurs de rétention des composés des 5
mélanges test sont reprises dans le tableau suivant.

Symmetry C18 | Kromasil C18 Luna C18 (2) Vyda&ZSBTP
Ve 1 lot, 5 1 lot, 5 Tlot,5 | 110, 4 1lot, 5
colonnes 10 lots colonnes 6 lots colonnes | colonnes 9 lots colonnes 6 lots
Phénol 0,125 0,72 0,413 | 2,273 1,115 0,235 1,628 0,197 3,625
1-Chloro-4-nitrobenzene 0,139 | 0,969 | 0,388 | 2527 | 1,239 0,244 2,171 0,166 3,539
Toluéne 0,136 1,137 | 0378 | 2812 | 1,204 0,231 2,764 0,164 | 3,764
Ethylbenzene 0,14 1,17 0,352 | 2,848 1,266 0,236 2,893 0,168 | 3,772
Propylbenzéne 1,344 0,245 3,057
Butylbenzene 0,144 | 1,264 | 0,298 | 2,948 1,43 0,253 3233 0,157 | 3,877
o-Terphényle 0,15 1,267 | 0,281 | 2,951 1,509 0,267 3,245 0,154 | 4,033
Pentylbenzéne 0,147 1,318 | 0,283 | 3,005 0,145 3,972
Triphénylene 0,148 1,53 0,327 | 2,806 | 1,611 0,27 3,826 0,131 4,533
Aniline 0,168 | 0,933 | 0543 | 2179 | 0,953 0,32 2,302 5,785 | 12,055
Phénol 0,12 0,754 | 0,572 | 2,218 1,271 0,454 1,346 0,176 314
Toluidines 0,083 | 0,866 | 0,611 1,227 0,518 2,221
N,N-Diméthylaniline 0,08 1,23 0,611 | 3,283 1,244 0,5 2,424 2,202 | 3,905
Ethylbenzoate 0,114 | 1,114 | 0,615 | 2,659 1,475 0,599 2,053 0,229 3,235
Toluéne 0,115 1,294 | 0,541 3,05 1,327 0,52 2,797 0,179 3,804
Ethylbenzene 0,113 1,364 | 0,557 | 3,147 1,431 0,581 2,99 0,182 | 3,891
Théobromine 0,262 | 0,841 0,679 2,13 1,515 0,891 1,822 0,438 8,912
Théophylline 0,227 | 0,793 | 0,633 | 2,238 1,51 0,925 1,899 1,763 6,25
Caféine 0,283 | 0,867 | 0,687 | 2,314 0,72 0,715 2,886 0,514 | 9,775
Pyridine 0,56 5105 | 0,675 | 2,627 1,525 1,014 1,758
Phénol 0,122 | 0,755 | 0,468 | 2476 1,283 0,492 1,559 0,203 3,343
2,2-Dipyridyl 0,194 | 1,702 | 0,691 2,47 1,247 1,319 2,214
2,3-Dihydroxynaphthalene | 0,141 0,872 | 0,573 | 2,611 1,166 3,249
Propranolol 0,16 1,33 1,348 | 2,519 | 0,209 0,229 2,128 1,042 14,173
Butylparaben 0,282 | 0,828 | 0321 | 2516 | 2,022 0,55 2,016 0,518 | 2,829
Dipropylphthalate 0,252 1,043 | 0,525 | 2804 | 1,629 0,408 1,99 0,524 | 3,025
Naphtalene 0,244 | 1,146 | 0,466 | 3,006
Acénaphthene 0,269 1,247 | 0,472 312 1,894 0,435 3192 0,563 3771
Amitriptyline 0,228 1,857 1,121 | 4,061 0,834 0,121 2,904
Procainamide 15,505 4,378 12,849 | 42,777
Benzylamine load 1 3,224 0,705 9,444
Benzylamine load 2 3,233 0,501 9,846
Benzylamine 0,264 | 2,804 | 2412 | 6,272 1,727 | 6,458
Benzyl alcohol 0,18 1,528 | 0,728 | 1,911 2,005 0,303 1,643 0,374 | 3,536
Phénol 0,242 1,835 | 0,515 | 2,381 2,155 0,315 1,792 0,2 3412
Acide benzoique 0,206 1,572 0,58 2372 | 2,721 0,371 2,088 0,316 | 3,138

En réalisant une moyenne quadratique des coefficients de variations, nous obtenons le
tableau ci-dessous.

Symmetry C18 Kromasil C18 Luna C18 (2) Vydac 218TP C18
ClV(
(%) | 1 bon, 5 10 lots 1ot 5 6 lots 1ot 5 1 bot, 4 9 Jots I hot, 5 6 lots
colonnes colonnes colonnes | colonnes colonnes

Test1 | 0,141 | 1,194 | 0,343 | 2781 | 1349 | 0248 | 2,923 | 0,161 | 3,900
Test2 | 0116 | 1,101 | 05579 | 2,791 | 1,285 | 0506 | 2357 | 2532 | 5923
Test3 | 0289 | 2,151 | 0,634 | 2416 | 1,330 | 0928 | 2,069 | 099 | 6,867
Test4 | 0242 | 1,282 | 0,805 | 3,050 | 1,488 | 0381 | 2,497 | 0,697 | 7,620
Test5 | 0225 | 2,002 | 1,318 | 3,684 | 6799 | 1837 | 6267 | 5803 | 19,522
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Nous procédons de méme pour les asymétries de pic, dont les données brutes sont

fournies ci-dessous.

Vydac 218TP

Symmetry C18 | Kromasil C18 Luna C18 (2) Chromolith
CV (%) Ci8
1 lot, 5 1 lot, 5 1 lot, 5 1 lot, 5 6 colonnes =6
colonnes 10 lots colonnes 6 bots colonnes 7 bts colonnes 6 bots lots
Thiourée 0,908 | 1,561 | 1,732 | 1,988 | 3,178 | 3,178 | 1,266 | 3,802 1,375
Phénol 0,702 | 1,841 | 1,346 | 1,218 | 3,067 | 4,153 | 1,284 | 3,958 1,224
rji;rc()}llal:;(;ie 0,554 | 4,115 | 1,416 | 0,781 | 3,275 4,97 1,249 | 4,184 1,712
Toluene 0,728 | 2,799 | 1,259 | 0,838 | 3,383 | 5,199 | 1,585 | 4,349 1,921
Ethylbenzéne 0,71 2,815 | 1,338 | 0,906 | 3,229 | 5,114 | 1,595 | 3,708 2,172
Propylbenzene 2,955 | 5,129
Butylbenzene 0,65 2,937 | 1,406 1,21 2,728 | 4,851 | 1,619 | 3,167 2,435
o-Terphényle 0,607 | 2,706 | 1,388 | 1,177 2,38 4,832 | 1,321 3,24 2,657
Pentylbenzene 0,8 2,876 | 1,268 | 1,073 1,618 | 3,461 2,501
Triphénylene 0,603 3,01 1,333 | 0,882 | 2,371 | 4,998 1,28 2,034 2,368
Thiourée 0,636 | 1,592 | 0,838 | 1,504 | 2,105 | 3,073 | 1,288 | 3,859 1,718
Aniline 1,579 | 5,847 | 5,868 |55,722| 3,943 | 5,895 | 3,978 | 13,48 4,945
Phénol 0,758 | 2,272 | 0,901 | 1,483 | 3,497 | 4,374 | 1,471 | 5,807 1,366
Toluidines 1,824 | 8,519 3,421
N,N-Diméthylaniline 0,781 | 7,205 | 0,584 |25,144| 1,386 | 5,503 2,9 13,231 10,645
Ethylbenzoate 1,102 | 3,198 | 1,172 1,91 2,097 | 4,741 | 2252 | 3,794 2,774
Toluene 1,029 | 2,763 | 1,173 | 1,819 | 1,957 4,06 2,486 | 3,527 2,227
Ethylbenzéne 0,951 | 2,859 | 1,033 | 1,596 | 1,718 | 3,217 | 2,555 | 3,583 2,553
Thiourée 1,425 | 1,945 | 1,705 | 2,983 | 2,525 | 3,221 | 1,403 | 5,349 1,869
Théobromine 0,908 | 1,976 | 1,056 | 1,776 | 2,471 | 3,195 | 06,035 | 8,444 3,293
Théophylline 1,072 | 2,377 | 0,627 | 1,705 | 2,573 | 2,641 | 2,762 8,95 1,867
Caféine 1,129 | 3,612 | 0,785 | 1,969 | 2,218 | 4,075 | 1,338 | 2,953 3,797
Pyridine 1,121 | 12,452 | 2,856 | 4898 | 4,147 | 11,72 4,791
Phénol 0,977 | 2,383 0,74 1,256 | 2,147 4,25 1,626 | 5,173 2,804
2,2-Dipyridyl 16,201 | 34,723 | 18,435 | 65,839 | 24,263 | 24,446 22,59
2,3-

Dihydroxynaphthalene 5774 123,779 | 11,215 23,845 | 24,65 11,968
Thiourée 0,711 1,681 | 1,399 | 6,218 | 4,328 | 5,132 | 3,254 | 5,188 1,618
Propranol 0,506 | 9,691 223 11,316 | 2943 | 6,886 | 6,399 | 11,331 1,461

Butylparaben 0,789 2,44 3,046 7,55 3,572 | 7,816 | 2,897 | 5,304 10,498
Dipropylphthalate 0,854 | 2,572 | 3,108 | 8,685 | 3,525 | 7,988 | 2,839 | 6,043 2,089
Naphtalene 1,084 | 3,533 | 3,386 | 9,475 1,675
Acenaphthéne 1,276 | 3,106 | 3,389 | 9,641 | 3,396 | 8809 | 4,153 | 6,709 2,011
Amitriptyline 0,961 | 4206 | 7,054 |12,397| 3,069 7,76 19,386
Thiourée 1,189 | 3,895 | 5,013 | 4,645 | 9,583 | 7,177 1,165
Procainamide 0,797 | 1,948 | 5,783 | 8,233 3,72 4,157 | 8,221 | 4,701 3,628
Benzylamine (load 1) 3,981 | 3,631 2,803
Benzylamine (load 2) 3,118 | 3,662 2,985
Benzylamine 0,606 | 2,923 | 1,602 | 8,874 7,854 | 8,278
Benzyl alcohol 1,042 | 4,223 | 1,949 | 5781 | 5415 | 6,929 | 10,769 | 8,326 1,992
Phénol 1,409 | 4,125 5,652 | 6,971 8,11 10,86 1,964
Acide benzoique 2,529 | 6,667 | 2,452 | 6,745 | 5,106 | 6,832 | 9,554 | 10,046 3,287
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Les CV moyens relatifs aux asymétries figurent dans le tableau ci-contre.

Symmetry C18 Kromasil C18 Luna C18 (2) | Vydac 218TP C18 | Chromolith

C 0,
V(%) | 1ot 5 10 lots 1lot, 5 6 lots 1 hot, 5 9 Jots I hot, 5 6 lots 6 lots
colonnes colonnes colonnes colonnes

Test 1 | 0,673 | 2,945 | 1,345 | 1,024 | 2,947 | 4916 | 1,453 | 3,628 | 2170
Test2 | 1,206 | 5208 | 2,563 | 24996 | 2,610 | 4717 | 2,713 | 8,467 | 4935
Test3 | 6,682 | 15215 | 7,407 | 32,317 | 10,378 | 11,451 | 11,109 | 12,606 | 10,093
Test4 | 0,943 | 4938 | 4013 | 9,974 | 3311 | 7,876 | 4320 | 7,714 | 9,123
Test5 | 1,447 | 4281 | 3385 | 7,507 | 4,596 | 5,585 | 8,970 | 8,704 | 2,845

Les résultats s’averent nettement plus dispersés qu’avec les facteurs de rétention.

Il apparait alors intéressant de comparer ces valeurs a celles obtenues lors d’une autre
¢tude, qui se fonde sur les mesures d’asymétries de composés basiques uniquement pour estimer
les variabilités intra et interlots de différentes phases stationnaires ; ces résultats sont directement
reproduits des travaux de Stella ez a/. [238].

Phase stationnaire Fournissenr Variabilité pH =30 pH =70 pH =105
. Macherey- intra-lot 29 11,6 -
Nucléosil C18 AB Nagel inter-lot 8,5 245 -
) intra-lot 5,1 8,8 -
Supelcosil ABZ Plus Supelco interlot 5 83 3
. ) intra-lot 2.1 3.1 -
Discovery RP-C16 Amide ~ Supelco interlot 28 31 3
. . Macherey- intra-lot 3,7 6,3 —
Nucléosil C18 Nautilus Nagel interlot 11 9.7 3
Zorbax Extend C18 Agilent %ntra-lot 6 +.8 3,5
inter-lot 6,3 13,8 4.3

b

B Résultats

Dans cette partie figurent tous les résultats du Chapitre VI, regroupés par niveaux
d’exploitation pour les deux phases stationnaires étudiées.

1 Phase stationnaire : SymmetryShield RP18

a Facteurs de rétention

Au niveau 1, dans le méthanol

Lot Résiduelle

Soluté o ClV (%) o CV (%)
Digitoxine 0,0252 1,57 0,0026 0,16
Clofazimine 0,1350 4,39 0,0052 0,17
Amiodarone 0,3419 3,28 0,0096 0,09
Butylbenzene 0,0518 1,00 0,0017 0,03
Pentylbenzene 0,0671 0,89 0,0021 0,03
o-Terphényle 0,0645 0,90 0,0023 0,03
Triphénylene 0,0984 0,64 0,0043 0,03
Strychnine 0,1177 2,36 0,0160 0,32
d-Tubocurarine 0,1698 2,68 0,0566 0,89
Atropine 0,1254 2,76 0,04006 0,89
Ampicilline 0,0270 0,89 0,0105 0,35
Cranocobalamine 0-0586 123 0-0495 044
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Vancomycine 0,0332 1,83 0,0134 0,74
Caféine 0,0407 1,15 0,0126 0,36
Benzylamine 0,0333 4.41 0,0041 0,54
Au niveau 1, dans I'acétonitrile
Lot Résiduelle
Soluté o CV (%) o CV (%)
Digitoxine 0,0186 2,99 0,0006 0,09
Clofazimine 0,1796 4,63 0,0082 0,21
Amiodarone 0,2448 3,41 0,0088 0,12
Butylbenzene 0,0552 1,03 0,0017 0,03
Pentylbenzene 0,0756 0,99 0,0028 0,04
o-Terphényle 0,0681 1,02 0,0028 0,04
Triphénylene 0,0929 0,95 0,0037 0,04
Strychnine 0,0772 1,55 0,0140 0,28
d-Tubocurarine 0,3341 2,63 0,0129 0,10
Atropine 0,0866 1,74 0,0112 0,23
Ampicilline 0,0099 0,82 0,0038 0,31
Cyanocobalamine 0,0211 0,72 0,0101 0,34
Vancomycine 0,0190 2,05 0,0069 0,74
Caféine 0,0102 0,42 0,0106 0,43
Benzylamine 0,0161 2,66 0,0063 1,04
Au niveau 2, par famille de solutés dans chaque solvant
MeOH MeCN
Lot Résiduelle Lot Résiduelle
Total 2,34 0,45 2,18 0,39
Neutres hydrophobes 0,87 0,03 1,00 0,04
Polaires hydrophobes 3,29 0,15 3,74 0,15
Hydrophobes 2,25 0,10 2,56 0,10
Hydrophiles 2,42 0,61 1,77 0,52
Au niveau 3, par famille de solutés pour les deux solvants
2 solvants Lot Résiduelle
Total 2,26 0,42
Neutres hydrophobes | 0,94 0,03
Polaires hydrophobes | 3,52 0,15
Hydrophobes 2,41 0,10
Hydrophiles 2,12 0,57
b Asymétries de pic
Au niveau 1, dans le méthanol
Lot Résiduelle
Soluté Iol CV (%) o ClV (%)
Digitoxine 0,0617 5,47 0,0050 0,44
Clofazimine 0,1474 10,82 0,0096 0,70
Amiodarone 0,0653 5,36 0,0018 0,15
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Butylbenzéne 0,0710 6,81 0,0041 0,39
Pentylbenzene 0,0589 5,73 0,0050 0,49
o-Terphényle 0,0911 8,15 0,0037 0,33
Triphénylene 0,0824 7,20 0,0044 0,38
Strychnine 0,1106 6,14 0,0095 0,53
d-Tubocurarine 0,1227 4,64 0,0633 2,39
Atropine 0,3722 14,90 0,0556 2,23
Ampicilline 0,1184 12,11 0,0096 0,98
Cyanocobalamine 0,0594 5,49 0,0069 0,64
Vancomycine 0,0431 3,91 0,0028 0,26
Caféine 0,0797 7,07 0,0133 1,18
Benzylamine 0,0426 1,98 0,0181 0,85
Au niveau 1, dans 'acétonitrile
Lot Résiduelle
Soluté o CV (%) o CV (%)
Digitoxine 0,0643 5,43 0,0021 0,18
Clofazimine 0,3398 21,11 0,0062 0,39
Amiodarone 0,1673 13,10 0,0043 0,33
Butylbenzene 0,0836 8,42 0,0036 0,36
Pentylbenzene 0,0783 8,06 0,0064 0,66
o-Terphényle 0,1085 10,55 0,0057 0,55
Triphénylene 0,1077 10,35 0,0034 0,33
Strychnine 0,1939 9,71 0,0156 0,78
d-Tubocurarine 0,1319 3,58 0,0557 1,51
Atropine 0,1093 3,64 0,0283 0,94
Ampicilline 0,1053 9,96 0,0057 0,54
Cyanocobalamine 0,0563 5,22 0,0041 0,38
Vancomycine 0,0337 2,99 0,0048 0,43
Caféine 0,0794 7,14 0,0050 0,45
Benzylamine 0,0764 3,52 0,0254 1,17
Au niveau 2, par famille de solutés dans chaque solvant
MeOH MeCN
Lot Résiduelle Lot Résiduelle
Total 7,75 1,03 9,38 0,69
Neutres hydrophobes 7,03 0,40 9,41 0,49
Polaires hydrophobes 7,65 0,49 14,68 0,31
Hydrophobes 7,30 0,44 11,96 0,43
Hydrophiles 8,12 1,35 6,31 0,86

Au niveau 3, par famille de solutés pour les deux solvants

2 solvants Lot Résiduelle
Total 8,60 0,88
Neutres hydrophobes | 8,31 0,45
Polaires hydrophobes | 11,71 0,41
Hydrophobes 9,91 0,43
Hydrophiles 7,27 1,13
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c Efficacité

Au niveau 1, dans le méthanol

Lot Résiduelle
Soluté o ClV (%) o ClV (%)
Digitoxine 0,1655 3,13 0,0654 1,24
Clofazimine 0,5559 12,30 0,0571 1,26
Amiodarone 0,1042 3,21 0,0101 0,31
Butylbenzene 0,1479 6,67 0,0292 1,32
Pentylbenzene 0,1469 6,60 0,0180 0,81
o-Terphényle 0,0964 4,06 0,0251 1,06
Triphénylene 0,0741 3,10 0,0242 1,01
Strychnine 0,3969 9,77 0,0726 1,79
d-Tubocurarine < 0,1091 <141 0,7059 9,14
Atropine 3,0123 31,00 0,4691 4,83
Ampicilline < 0,0050 < 0,15 0,0937 2,77
Cyanocobalamine 0,0301 0,58 0,0328 0,63
Vancomycine 0,4216 4,16 0,2628 2,59
Caféine 0,0244 1,00 0,0411 1,68
Benzylamine 0,7826 7,24 0,2969 2,75
Au niveau 1, dans 'acétonitrile
Lot Résiduelle
Soluté o ClV (%) o ClV (%)
Digitoxine 0,2752 7,03 0,0544 1,39
Clofazimine 1,3794 31,97 0,0424 0,98
Amiodarone 0,2824 9,90 0,0092 0,32
Butylbenzene 0,0628 2,64 0,0120 0,50
Pentylbenzene 0,0294 1,18 0,0168 0,67
o-Terphényle 0,0384 1,73 0,0128 0,58
Triphénylene 0,0389 1,70 0,0082 0,36
Strychnine 0,6290 15,21 0,0485 1,17
d-Tubocurarine 0,6652 9,31 0,1185 1,66
Atropine 1,5797 14,89 0,2417 2,28
Ampicilline 0,0994 3,11 0,0420 1,31
Cyanocobalamine 0,0608 1,41 0,0781 1,82
Vancomycine 0,2658 3,83 0,0748 1,08
Caféine 0,0896 4,00 0,0364 1,63
Benzylamine 0,8199 8,30 0,1397 1,42
Niveau 2 : par famille de solutés dans chaque solvant
MeOH MeCN
Lot Résiduelle Lot Résiduelle
Total 9,71 3,09 11,06 1,27
Neutres hydrophobes 5,34 1,06 1,89 0,54
Polaires hydrophobes 7,56 1,04 19,74 1,00
Hydrophobes 6,39 1,05 13,00 0,77
Hydrophiles 11,87 4,11 9,02 1,59
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Niveau 3 : par famille de solutés pour les deux solvants

2 solvants Lot Résiduelle
Total 10,41 2,36
Neutres hydrophobes | 4,01 0,84
Polaires hydrophobes | 14,95 1,02
Hydrophobes 10,24 0,92
Hydrophiles 10,54 3,12

2 Phase stationnaire : XTerra RP18

a Facteurs de rétention

Au niveau 1, dans le méthanol

Lot Résiduelle

Soluté o ClV (%) o ClV (%)
Digitoxine 0,0230 1,84 0,0026 0,21
Clofazimine 0,0194 0,99 0,0052 0,26
Amiodarone 0,0542 0,93 0,0096 0,17
Butylbenzene 0,0454 1,47 0,0017 0,05
Pentylbenzene 0,0684 1,61 0,0021 0,05
o-Terphényle 0,0540 1,20 0,0023 0,05
Triphénylene 0,1236 1,59 0,0043 0,06
Strychnine 0,0168 0,45 0,0160 0,43
d-Tubocurarine < 0,0218 < 0,45 0,0566 1,17
Atropine < 0,0096 < 0,31 0,04006 1,28
Ampicilline 0,0253 1,38 0,0105 0,57
Cyanocobalamine 0,0238 0,67 0,0195 0,55
Vancomycine 0,0179 1,00 0,0134 0,75
Caféine 0,0317 1,25 0,0126 0,50
Benzylamine 0,0112 1,68 0,0041 0,62

Au niveau 1, dans I'acétonitrile
Lot Résiduelle

Soluté o ClV (%) o ClV (%)
Digitoxine 0,0144 2,39 0,0006 0,09
Clofazimine 0,0996 4,00 0,0082 0,33
Amiodarone 0,0692 1,70 0,0088 0,22
Butylbenzene 0,0398 1,24 0,0017 0,05
Pentylbenzene 0,0566 1,30 0,0028 0,06
o-Terphényle 0,0448 1,08 0,0028 0,07
Triphénylene 0,0603 1,06 0,0037 0,07
Strychnine 0,0120 0,28 0,0140 0,33
d-Tubocurarine 0,0909 0,80 0,0129 0,11
Atropine 0,0136 0,34 0,0112 0,28
Ampicilline 0,0105 1,05 0,0038 0,38
Cyanocobalamine 0,0273 1,02 0,0101 0,38
Vancomycine 0,0113 1,05 0,0069 0,64
Caféine 0,0114 0,58 0,0106 0,54
Benzylamine 0,0084 1,31 0,0063 0,98
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Niveau 2 : par famille de solutés dans chaque solvant

MeOH MeCN
Lot Résiduelle Lot Résiduelle
Total 1,21 0,59 1,55 0,39
Neutres hydrophobes 1,48 0,05 1,17 0,06
Polaires hydrophobes 1,32 0,22 2,86 0,23
Hydrophobes 1,41 0,15 2,07 0,16
Hydrophiles 1,00 0,79 0,88 0,52

Niveau 3 : par famille de solutés pour les deux solvants

2 solvants Lot Résiduelle
Total 1,39 0,50
Neutres hydrophobes | 1,33 0,06
Polaires hydrophobes | 2,23 0,23
Hydrophobes 1,77 0,15
Hydrophiles 0,94 0,67

b Asymétries de pic

Au niveau 1, dans le méthanol

Lot Résiduelle

Soluté o CV (%) o CV (%)
Digitoxine 0,0148 1,25 0,0050 0,42
Clofazimine 0,0465 3,47 0,0096 0,72
Amiodarone 0,0246 2,04 0,0018 0,15
Butylbenzene 0,0307 2,44 0,0041 0,32
Pentylbenzene 0,0451 3,74 0,0050 0,42
o-Terphényle 0,0176 1,44 0,0037 0,30
Triphénylene 0,0214 1,84 0,0044 0,37
Strychnine 0,0685 4,35 0,0095 0,60
d-Tubocurarine < 0,0334 < 2,04 0,0633 3,87
Atropine 0,1382 7,16 0,0556 2,88
Ampicilline 0,0137 1,23 0,0096 0,87
Cyanocobalamine 0,0105 0,96 0,0069 0,63
Vancomycine 0,0189 1,66 0,0028 0,25
Caféine 0,0289 2,46 0,0133 1,13
Benzylamine 0,0890 4,87 0,0181 0,99

Au niveau 1, dans I'acétonitrile
Lot Résiduelle

Soluté Iol CV (%) o ClV (%)
Digitoxine 0,0353 2,76 0,0021 0,17
Clofazimine 0,0480 3,35 0,0062 0,44
Amiodarone 0,0692 5,14 0,0043 0,32
Butylbenzene 0,0237 2,11 0,0036 0,32
Pentylbenzene 0,0378 3,49 0,0064 0,59
o-Terphényle 0,0205 1,77 0,0057 0,49
Triphénylene 0,0163 1,41 0,0034 0,30
Strychnine 0,1050 6,22 0,0156 0,92
e 0,1178 6,27 0,0557 2,97
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Atropine 0,1780 8,16 0,0283 1,30
Ampicilline 0,0260 2,17 0,0057 0,47
Cyanocobalamine 0,0309 2,65 0,0041 0,35
Vancomycine 0,0280 2,37 0,0048 0,41
Caféine 0,0294 2,45 0,0050 0,41
Benzylamine 0,0939 4,97 0,0254 1,34
Niveau 2 : par famille de soluté dans chaque solvant
MeOH MeCN
Lot Résiduelle Lot Résiduelle
Total 3,14 1,37 4,16 1,00
Neutres hydrophobes 2,52 0,36 2,33 0,44
Polaires hydrophobes 2,43 0,49 3,88 0,33
Hydrophobes 2,48 0,42 3,09 0,40
Hydrophiles 3,63 1,84 491 1,31
Niveau 3 : par famille de solutés pour les deux solvants
2 solvants Lot Résiduelle
Total 3,69 1,20
Neutres hydrophobes | 2,43 0,40
Polaires hydrophobes | 3,24 0,41
Hydrophobes 2,81 0,41
Hydrophiles 4,31 1,60
c Efficacités
Au niveau 1, dans le méthanol
Lot Résiduelle
Soluté o ClV (%) o CV (%)
Digitoxine 0,1820 2,29 0,0654 0,82
Clofazimine 0,5138 7,79 0,0571 0,86
Amiodarone 0,1886 414 0,0101 0,22
Butylbenzene 0,3405 9,95 0,0292 0,85
Pentylbenzene 0,3262 10,00 0,0180 0,55
o-Terphényle 0,3679 9,57 0,0251 0,65
Triphénylene 0,4220 12,35 0,0242 0,71
Strychnine 0,4080 6,71 0,0726 1,19
d-Tubocurarine < 0,1827 < 1,84 0,7059 7,13
Atropine 0,2758 2,51 0,4691 4,27
Ampicilline 0,0726 1,32 0,0937 1,71
Cyanocobalamine 0,3805 4,73 0,0328 0,41
Vancomycine 1,2432 8,33 0,2628 1,76
Caféine 0,2679 7,21 0,0411 1,11
Benzylamine 0,5281 4,83 0,2969 2,71
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Au niveau 1, dans I'acétonitrile

Lot Résiduelle
Soluté o ClV (%) o ClV (%)
Digitoxine 0,4562 6,85 0,0544 0,82
Clofazimine 0,6296 13,17 0,0424 0,89
Amiodarone 0,2390 6,46 0,0092 0,25
Butylbenzene 0,2749 9,48 0,0120 0,41
Pentylbenzene 0,2456 8,64 0,0168 0,59
o-Terphényle 0,2905 10,09 0,0128 0,45
Triphénylene 0,2858 9,94 0,0082 0,29
Strychnine 0,6201 10,44 0,0485 0,82
d-Tubocurarine 0,9400 10,43 0,1185 1,31
Atropine 0,5173 4,65 0,2417 2,17
Ampicilline 0,3172 6,14 0,0420 0,81
Cyanocobalamine 0,0382 0,57 0,0781 1,16
Vancomycine 0,3136 2,79 0,0748 0,67
Caféine 0,3260 9,57 0,0364 1,07
Benzylamine 0,7234 6,88 0,1397 1,33
Niveau 2 : par famille de solutés dans chaque solvant
MeOH MeCN
Lot Résiduelle Lot Résiduelle

Total 7,05 2,43 8,37 0,99

Neutres hydrophobes 10,53 0,70 9,56 0,45

Polaires hydrophobes 5,26 0,70 9,35 0,71

Hydrophobes 8,67 0,70 9,47 0,58

Hydrophiles 5,25 3,26 7,28 1,25

Niveau 3 : par famille de solutés pour les deux solvants

2 solvants Lot Résiduelle
Total 7,74 1,86
Neutres hydrophobes | 10,05 0,59
Polaires hydrophobes | 7,59 0,71
Hydrophobes 9,08 0,64
Hydrophiles 6,35 2,47
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Annexe 10 Comparaison régression PLS/régression MLR

Cette annexe reprend les résultats de I’étude de robustesse du Chapitre VII, pour laquelle
nous n’avions présenté que le dépouillement issu de la régression PLS. Nous nous proposons de
comparer les résultats du plan d’expérience issus des régressions MLR et PLS. Nous nous
limitons aux résultats concernant les facteurs de rétention.

Les tableaux ci-dessous reprennent les valeurs des coefficients normalisés significatifs du
mode¢le, pour le méthanol et 'acétonitrile a haute teneur en modificateur organique.

MeOH k' Clofazimine k' Amiodarone &' Digitoxine k' Butylbenzéne | &' Pentylbenzéne | &' o-Terphényle k' Triphénylene
MLR PLS MLR PLS MLR PLS MLR PLS MLR PLS MLR PLS MLR PLS
Constant | 2,98 2,98 10,14 | 10,07 1,65 1,65 5,25 5,260 7,66 7,67 7,32 7,33 15,60 | 15,62

%S -448 | -3,57 | -4,43 -3,45 -552 | 426 | -444 | -344 | 496 | -384 | -514 | -398 | -4,89 -3,79
T 148 | 1,11 -2,02 | -1,69 | -1,85 -1,53 -2,09 -1,72 | -2,16 -1,77 | -3,03 -2,46
pH 12,77 | 10,08 | 23,06 | 18,05
Conc -192 | -1,36 -1,29 -1,10
%0S*%S
TT -1,08 -0,75 -0,75 -0,63 -0,73
pH*pH 1,19 3,42 2,12
Conc*Conc
%S*T
%S*pH -0,96 -054 | -1,11 -0,69
%S*Conc
T*pH
T*Conc

pH*Conc [ -0,68

MeCN k' Clofazimine k' Amiodarone &' Digitoxine k' Butylbenzene | R' Pentylbenzgene | &' o-Terphényle k' Triphénylene
MLR PLS MLR PLS MLR PLS MLR PLS MLR PLS MLR PLS MLR PLS
Constant | 407 | 406 | 721 | 7.15 | 0,064 | 064 | 539 | 539 | 7,68 | 7,69 | 672 | 673 | 9.85 | 9.86
%S 258 | 1,99 | -153 | 1,25 | 280 | 2,19 | 328 | 258 | -356 | 2,80 | -3,77 | 298 | -337 | 2,61
T 1,62 1,42 -1,27 -1,04 -1,39 -1,14 -1,35 -1,11 -1,96 -1,52
pH 14,09 | 10,89 | 25,13 | 19,39
Conc -2,71 -1,78
%S*%S
T
pH*pH 411 | 399
Conc*Conc
%S*T
%S*pH
%S*Conc
T*pH
T*Conc
pH*Conc | -1,61

La régression MLR se traduit toujours par des coefficients plus élevés que ceux obtenus
avec la régression PLS, voire par 'apparition de coefficients supplémentaires. Il est possible que
ces nouveaux coefficients possedent une signification physico-chimique réelle. Néanmoins, la
comparaison avec la régression PLS semble indiquer qu’ils jouent essentiellement un role
compensateur, pour moduler Iinfluence des autres coefficients. Ceci se vérifie aussi a basse
teneur en solvant (cf. tableaux suivants), soulignant ainsi la pertinence d’une approche PLS pour
I'exploitation des plans d’expériences.

257



680 LST- du0DxHd
UGOU%F
H%L
200048
H48%
JIxS%
ple{olgMnilelg)
HdxHd
Lok L
Go9°1 98°0 S%xS%
91 6¢°1 201 6Z°1 #8°0 680 ou0)
€89 783 080 29°S YI°L aas YTy G8's ce'L LE€CT 20°S1 ' 918 Hd
oF°1- L6T- 6LT- €T 66°T- 9¢°C- ¥SC- ¢1¢- 60~ S9°1- 61°C L8°C- St'y- ¢¢T $0°¢- L
8- ggs- B ST6- GZ'81- | sc'ce- | 90°81- | v0°ce- | coor- | ¢LTI- 678" 98°01- 9L°8- LS'LT- 69°8- 26°01- S%
€90 €90 16T 05T 860 L60 S0°¢ 20 Tl Tl 81°G 61°S 8+°0 [aRal LIS 81°G 1UBISUO))
S1d TN S1d TN S1d TN S1d TIN S1d YIN S1d TN S1d TN S1d YN
auviEusg ks oy K ounluosuy /| Y aurttIrqoIouv(y £ w&w\\.ﬁ&&\v\\w\ NQ.NQ@&W\Q HULDINIOGHT P Y aungoiyg k% NDIN
S9°0- 050~ LST- S¥C- du0DxHd
U0 T,
H%L
200,48
L9°0- S50 8L°0- cy0- HI4%S%
690 JI5S%
U0, dU0))
HdHd
ST'1- LxL
¢zl S%xS%
'l 9¢C 617 00C 680 €91 ou0)
819 ¢LL YLV L6'S 890 €T ¢6C 65°S L69 LECT 0591 989 798 Hd
¢11- 9¢°1- €61~ 8¢‘C- 16°C- 19°¢- 0¢°¢- €0y~ 65°1- 06°1- 9.1~ €TT L8°C- 1y y1°C 1L°C- I
Y1°C- ¥8°C- ' 69°6- 9¢°6- Y11 L1°6" 9811~ Ch- ¢LG- ¥Sh- 00°9- 9L°8- ¢TI 6L 1€°9- S%
SL0 GL0 19°¢ 09°¢ €81 €81 68t 88t ¥0°¢ ¥0°¢ ¥SY 96y 849 259 10°S €0°S uBISuO))
S1d TN S1d TN S1d TN S1d TN S1d YIN S1d TN S1d TN S1d YN
auviEusg ks oy K ounluosuy /| Y aurttIqoIouv(y £ w&w\\.ﬁ&&\v\\w\ NQ.NQ@&W\Q HULDINIOGHT P Y aungoiyg £ HOIN

258



ées

/4

ACP interprét

Extension de la base de données

Annexe 11

5 (%€2) 1dD
e 9 v ¢ 0 ¢
0 | | | |
g} = — —
E A 7 81V g0 \ /M 81V y7grg 980 QL 8Id gy
5 2T 810 17810 m\ vT 810 K 2_80
E 017810 6 810 e Lo, £
- o - A m mumﬁ__wﬁw& q\
€17 810 _
E 87810 I 8ld~  pgy  °
\M V leHO
8 . Oy Dlw)m w._”n_/ﬂﬁ
g _ /) Tsm T 8lv— v 5 8¢
g arqoydoIpAy ¢t 810 v 819 “e7e10
E vT 810, _& 8IV
5 v )77 a _ N
8 § 810 9.81d = 6 8Td "/~
g g 8TV L8|l [ L 8I9) oty 28TV
2 __ 7 Z 81d
= 6 810 _
=2 € 80 — ¢
5
v o
5 . _ S 80
3 p 27810
5 £178T0 ¢
2
< d[odip-vor
: UOI-UOT
g Y T 8TV suopovioyu] [V
g it Ny .
g 0T 810

(%ST) 2dD

ACP interprétée du plan CP1-CP2 — Haut niveau de solvant

259



(%€L) TdD

9 v 4 0 z
_ - _ _ _
/ — <// — NI
2T 810 - _
1 810 ooty §81d )
B - L 8Td| _— 9 80_
V1819 v 810 Z8ld | £.81d
¥ 8TV « v - T 80 B
4 819 ¥ 83/ //5 81d ST 8ID
_ € 81V - L 810 /183 T
S ﬂwuwﬁo ¢ @ 9 810
T 810 _ v € 81D ._HHIw._”O
m wH</< Voo 80~'_  ygrd 18d |y SUONOEINU]
b2 0T 810 ¥T78T0 _ 01gTd— =99y | <\ ¢ 8dg .
42181 O Q 6 819 H.%Im%m%\u@@/ﬁ/w.ﬂn_ ¢ 8d 0
_ h 2810 € w._”n_\mu\C&mlw._” T 91d 0
__F €T 810 /., — - 9 g1 I 8d 3
_ v Ty ¥ 81D « ¥ 8Td 810" =55
0T 8TO _ mlw._un_ ST 81O _ \.ROW
_ 5§81 978Td v 80 - — V¢ 8TV S
€1 810 /_81d ¢ 8o/ [if B9\ T 8id =
arqoydoIpAl 87 8Td € 8D \_ T 91d H vosieq
e 7 8T 18D S 80 —op Jnouuo(]
8 81D 1T 81d
m|m8\o m|$<\oﬁ - 0T_8Td
o Z 81D 678Td N
_ P _
G 8TV € 810 G 8D
v N |N
/ T 81V
d10dip-oodip | 2P FNIULOP
suonoeruy |/ mdodoy

ACP interprétée du plan CP1-CP3 — Haut niveau de solvant

260



(9689) TdD

9 % z 0 z-
_ _ _ _ _
Q/ _ v o
6 810 N8IV
99U0qFEd0IPAY 3
2Y2N0D ¥ le?b 580 CT 8T~ 5 810 —C-
OP 1UBSSIOID IPIOSI(J v Q\ STy
) 204 815
N ¢ 8TV, _ sonbruor
67810 €T 81O 8 810
m 8TV ¢~
oo 7 S mmawﬁw a1, 82 L1
v 8Tv—V 3 810 ¢ gq mﬁﬁwwwa
€ wo/ Z an_ 9 8ID
v 81OV 585 O
T wHU \._”._” 81D M
P y wo 1 8d - =
$78D 9” wHa R S
Z 8d— S
L8td— 6 mE H 63 Jho
8 8Td~ 0T _8TdX 9 wHo <ﬁm ~8d
1T 8Td
€ 8Td ¢ mE
_ T80 | - mn_ H 81d
g mﬁo/o Z 8Td 2 “91d
ey _ B : 81D
e _ Yy ¢ 819 _ S 8ld ol &3 T
Z 81V 0T 81O | Qm 8TV 980C /g 814 v aTd
U e T . 81d GT 810 srodip
g 810 _ O 7810 P @ ' 81d L 81D od
A wﬁod \o € 80 o o/ ~[0¢Ip
T 8T0-O O 4 wo
€ 810 ¢ wH< ¥T 81D SUOROLINU]

261

ACP interprétée du plan CP1-CP2 — Bas niveau de solvant



262



	Manuscrit
	Sommaire
	Résumé
	Liste des publications
	Introduction
	Partie A
	Chapitre 1
	Chapitre 2
	Chapitre 3

	Partie B
	Chapitre 4
	Chapitre 5
	Chapitre 6
	Chapitre 7

	Partie C
	Chapitre 8
	Chapitre 9

	Conclusion
	Références bibliographiques
	Liste des abréviations
	Liste des tableaux
	Liste des figures
	Annexes
	Annexe 1
	Annexe 2
	Annexe 3
	Annexe 4
	Annexe 5
	Annexe 6
	Annexe 7
	Annexe 8
	Annexe 9
	Annexe 10
	Annexe 11





