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Chapitre | : Objectifs du travail

Au cours de ces derniéres années, I'extraction par les fluides supercritiques (EFSC)
se présente de plus en plus comme une alternative aux techniques classiques
d’extraction liquide-solide (macération, percolation, lixiviation, extraction assistée par
micro-ondes, extraction accélérée par solvant, ...) pour la préparation d'échantillons
d’'origines diverses. En effet, ces dernieres possédent un certain nombre d’inconvénients
tant au niveau de la toxicité des solvants, de la durée, du colt que de la pollution de
'environnement. De plus, 'EFSC peut apporter une amélioration nette du rendement
d’extraction et, compte tenu de la sélectivité du fluide supercritique, une amélioration tout

aussi significative de la pureté de I'extrait.

Par ailleurs, le potentiel de couplage de I'extraction par les fluides supercritiques a
différents systéemes de détection semble trés prometteur pour I'analyse en ligne d’'une ou
de plusieurs molécule(s) cible(s) présente(s) dans le fluide supercritique pendant le pro-

cessus d’extraction.

L'objectif principal de ce travail sera le couplage de la spectrophotométrie infrarouge
a transformée de Fourier a I'extraction par les fluides supercritiques et ensuite le dévelop-
pement et la validation d’'une méthode originale de dosage en ligne d’'une molécule cible
dans le CO, supercritique (CO, SC) aprés passage de celui-ci au travers d’'une cartouche

d’extraction contenant une matrice végétale.

A cette fin, nous avons choisi un composé d’intérét thérapeutique d’origine naturelle,
la tagitinine C présente dans les parties aériennes de Tithonia diversifolia, comme molé-
cule cible et la spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) comme
systeme de détection compte tenu de sa spécificité, de son universalité et de son carac-

tére non destructeur.

Nos travaux débuteront par la mise au point d'une méthode de dosage en différé de
la molécule cible dans des extraits bruts de Tithonia diversifolia. Pour ce faire, nous
comptons utiliser la vibration d’élongation de la fonction diénone comme marqueur.
Ensuite, nous étendrons son champ d’application aux extraits obtenus par I'extraction en

phase supercritique et au Soxhlet.
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Compte tenu du pouvoir solvant a géométrie variable du fluide supercritique en
fonction de sa température et de sa pression, le procédé d’extraction de la molécule cible
sera optimisé en prenant comme critere son rendement d’extraction. Afin d’améliorer la
perception du processus d’extraction et de diminuer le nombre d’expériences et par
conséquent la quantité de matiere premiere végétale qui sera consommeée, nous appli-
querons la méthodologie des plans d’expériences. Sur la base des conditions optimales,
une étape de comparaison de I'extraction au CO, supercritique aux méthodes classiques

d’extraction sera ensuite meneée afin d’évaluer ses performances.

Parallélement a ces travaux, la formation de complexes d’inclusion entre la tagiti-
nine C et les cyclodextrines en milieu aqueux sera investiguée et ce, dans le but de ralen-
tir ou d’empécher la photo-dégradation de la tagitinine C. Plusieurs méthodes analytiques
seront envisagées pour caractériser les complexes formés au niveau de la stcechiométrie
et de la constante de formation. Cependant, nous serons extrémement attentifs a la sen-
sibilité des méthodes choisies compte tenu du fait que la quantité de matiére premiéere
végétale disponible est limitée. Quant & leur structure, elle sera déterminée par deux ap-
proches complémentaires pour permettre linterprétation des résultats obtenus lors de
I'étude de la photo-dégradation. La premiére sera expérimentale et réalisée a l'aide de la
spectrométrie de résonance magnétique nucléaire. La seconde sera théorique et fera

appel a la modélisation moléculaire.

La conception de l'interfacage entre I'lRTF et 'TEFSC constituera trés logiquement la
deuxiéme partie de ce travail. Pour ce faire, nous utiliserons des fibres optiques en chal-
cogéne d’arsenic, matériau amorphe et chimiquement inerte offrant une large plage de
travail (10000 et 900 cm™) et possédant une température de transition vitreuse nettement
supérieure a la température critique du CO,. Cette étape critique de notre travail menée a
bien, nous nous attacherons a étudier I'influence de la température et de la pression sur le
profil d’extraction de I'analyte et nous tenterons d’optimiser ces conditions en ayant re-
cours de nouveau a la méthodologie des plans d’expériences. Une approche qualitative
de la composition des extraits en fonction des caractéristiques physico-chimiques du
fluide supercritique sera également réalisée en se basant sur les vibrations d’élongation
de type C-H.
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Finalement, notre derniére préoccupation sera d’évaluer les performances du cou-
plage EFSC/IRTF pour le dosage en ligne de la tagitinine C a partir de sa matrice vége-

tale en appliquant la nouvelle stratégie de validation basée sur le profil d’exactitude.
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Chapitre Il : Les fluides supercritiques

I1.1 Introduction

L’existence d’'un état supercritique fut découverte par le Baron Cagniard de la Tour
en 1822. Il constata la disparition de la frontiere gaz-liquide de certaines substances

chauffées en milieu fermé.

En 1879, le pouvoir solvant des fluides supercritiques fut décrit par Hannay et
Hogarth. lls observérent la solubilité élevée de liodure de potassium dans I'éthanol
supercritique (T,=243°C et P.=63 atm) et montrérent que la réduction de la pression pro-
voquait la précipitation du sel a partir du fluide homogeéne [1]. lls étudiérent ensuite le
pouvoir solvant des fluides supercritiques avec d’autres sels (chlorure de cobalt (ll), chlo-

rure ferrique et le bromure de potassium).

Une des applications les plus connues au niveau industriel de I'extraction par fluide

supercritique (EFSC) fut la décaféinisation de grains de café en 1971.

En 1989, l'agence américaine de protection de I'environnement langca un pro-
gramme de développement des méthodes EFSC en vue de diminuer de 95% la

consommation de solvants organiques chlorés.

La technologie utilisant les fluides supercritiques suscite actuellement beaucoup

d’intérét dans différents domaines : industriel, pharmaceutique et agroalimentaire.

[I.2 Principe

Le diagramme d’un corps pur présente les différents états de la matiére (solide, li-
quide et gazeux) en fonction de la pression et de la température (Figure 1l-1). Les
domaines d’existence de ces trois états sont délimités par les courbes d’équilibre (solide-
gazeux, solide-liquide et liquide-gazeux).

Par définition, I'état supercritique est caractérisé par la disparition de l'interface sé-
parant l'état liquide et I'état gazeux au-dessus d'une certaine température et d'une
certaine pression. Si seulement 'un de ces deux paramétres satisfait a cette définition, on

parle de I'état subcritique.
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Figure 1l-1 : Représentation bidimensionnelle (Pression, Température) du diagramme de phases
d’un corps pur.

[1.3 Propriétés des fluides supercritiques

Les propriétés des fluides supercritiques sont intermédiaires entre celles des liqui-
des et celles des gaz. Le fluide supercritique présente une viscosité faible et une
diffusivité élevée comme les gaz et une masse volumique se rapprochant de celle d’'un
liquide. Un ordre de grandeur de la masse volumique, de la viscosité et de la diffusivité

pour les gaz, les fluides supercritiques et les liquides est repris dans le tableau II-1.

Tableau II-1 : Propriétés physiques pour les gaz, le CO, supercritique et les liquides [2].

Propriétés Gaz CO, supercritique Liquide
(30°C et 1 atm) (Te et P) (30°C et 1 atm)

Masse volumi-

que, p 10 0,47 0,6-1,6

(g/cm?®)

Diffusivité, 1 -3 -

D(cm2/s) 10 10 510

Viscosité, 107 10" 102

n (g/cms)
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Comme le montre le tableau II-2, les paramétres critiques (pression et température)

varient fortement suivant le choix du fluide supercritique.

Tableau I1-2 : Paramétres critiques des fluides a I'état supercritique [2].

Constantes critiques

Fluide Pression Température Masse volumique
(atm) (°C) (g/cm’)
Dioxyde de carbone 73,8 311 0,468
Ethane 48,8 32,2 0,203
Ethyléne 50,4 9,3 0,200
Propane 42,5 96,7 0,220
Propyléne 46,2 91,9 0,230
Benzéne 48,9 289 0,302
Toluéne 41,1 318,6 0,290
Chlorotrifluorométhane 39,2 28,9 0,580
Trichlorofluorométhane 441 196,6 0,554
Protoxyde d’azote 71,0 36,5 0,457
Ammoniac 112,8 132,5 0,240
Eau 220,5 374,2 0,272

[1.4 Le CO, supercritique

Le dioxyde de carbone présente de multiples avantages qui en font de loin le fluide
le plus utilisé. Il est peu colteux, peu toxique, ininflammable et chimiquement inerte. Sa
température critique et pression critique facilement accessibles sont compatibles avec les
composés thermiquement instables. En outre, son état gazeux a pression atmosphérique
permet de le séparer spontanément du produit final et d’éviter ainsi la présence de sol-

vants résiduels.

[1.4.1 Le pouvoir solvant a géométrie variable

La solubilité d'une substance dans le CO, supercritique dépend de la masse volu-
mique du fluide. Compte tenu de la compressibilité du CO, SC, la température et la
pression de travail influencent la masse volumique et par conséquent la solubilité des
composés. Ce changement de masse volumique du fluide supercritique est a I'origine du

pouvoir solvant "a géométrie variable" [3].
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L’influence de la température et de la pression sur la masse volumique du CO, su-

percritique est illustrée a la figure 11-2.

400

400

e

300

Pression (atmy)

200

////////

0.400 0200 0.400 0.E00

0.800 1.000
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Figure 1I-2 : Influence de la pression et de la température sur la masse volumique du CO, supercri-

tique.

Dans des conditions isothermes, une augmentation de la pression provoque une

augmentation de la masse volumique (Figure II-2), et donc une augmentation du pouvoir

solvant. L’augmentation de la solubilité d’un soluté ne sera effective qu’au-dessus de la

« pression seuil ». Celle-ci est définie comme la pression a partir de laquelle le soluté

commence a se solubiliser dans le fluide supercritique. Stahl et al. déterminérent la pres-

sion seuil de stéroides diversement substitués [4] (Tableau II-3).

Tableau 11-3 : Pression seuil de stéroides diversement substitués.

Substitution des stéroides

Pression seuil (bar)

1 groupement OH

2 groupements OH

3 groupements OH

4 groupements OH

1 groupement carbonyle

1 groupement OH + 1 carbonyle

1 groupement OH + 1 phénol

2 groupements OH + 1 acide carboxylique

3 groupements OH + 1 acide carboxylique

80
120
150
Pas soluble
80
90
100
200

Pas soluble
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L’influence de la température sur la solubilité d'une substance dans un solvant su-
percritique est plus difficilement prédictible que celle de la pression. A pression élevée, le
fluide est difficilement compressible et donc la solubilité augmente avec la température
suivant ainsi 'augmentation de pression de vapeur du soluté. Par contre, a des pressions
intermédiaires proches de la pression critique, le fluide est hautement compressible et
une faible augmentation de la température entraine une forte diminution de la masse vo-
lumique et parallelement la solubilité du composé diminue dans le fluide supercritique. La
pression a laquelle s’effectue le changement de l'influence de la température sur la solubi-
lité du composé a été définie comme la pression de croisement ou de « crossover » : au-
dessus de celle-ci, la solubilité du composé est favorisée par une augmentation de la
température, en dessous de celle-ci, I'effet inverse se produit. La figure II-3 représente

I'évolution de la solubilité du naphtaléne dans I'éthyléne supercritique a 12°C et 35°C.
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Figure 1I-3 : Solubilité (en fraction molaire) du naphtaléne dans I'éthyléne supercritique en fonction
de la pression a 12°C et 35°C. (T, éthyléne = 9,3°C) [95].

La polarit¢ du CO, supercritique est estimée par le paramétre de solubilité
d’Hildebrand. Ce paramétre, calculé a partir de I'équation de Giddings, est fonction de la
pression critique du fluide et du rapport des masses volumiques du fluide a I'état supercri-

tique et a I'état liquide [6].
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ou P, est la pression critique du fluide, p + la masse volumique du fluide a I'état su-

125.4P, .py,

H

Pliq

percritique et p ji; la masse volumique a I'état liquide.

La polarité du CO. supercritique varie entre celle d’'un alcane et celle de la pyridine
(Figure 1l1-4). Par conséquent, le pouvoir solvant est limité aux composés apolaires ou peu
polaires. Il est toutefois possible de remédier a cet inconvénient en ajoutant un co-solvant

(modificateur ou entraineur) en faibles quantités (5 a 15%) qui va conférer au mélange les

propriétés idoines pour la molécule visée.
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Figure 1l-4 : Paramétres de solubilité de différents liquides et fluides supercritiques [2].
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[I.5 Les applications des technologies supercritiques

Les fluides supercritiques proposent désormais au monde industriel et pharmaceuti-
que une vaste gamme de technologies innovantes dans des secteurs d’application trés
diversifiés. Un de leurs atouts majeurs est d’étre une alternative a l'usage de solvants
organiques et donc, de rencontrer des normes de plus en plus strictes en matiére
d’environnement. Dans certains cas, ils offrent des solutions que ne peuvent apporter les

techniques traditionnelles.

[1.5.1 L’extraction par fluide supercritique

L’extraction par fluide supercritique constitue le secteur d’application le plus ancien.
L’EFSC prend de plus en plus d’importance par rapports aux techniques conventionnelles
pour I'extraction de matrices solides. Parmi les applications industrielles, I'extraction de la
caféine des grains de café [7-9] est la plus célebre. Elle permet de réduire le pourcentage
de caféine d’'une valeur comprise entre 0,7 et 3% a un taux final de 0,02% et ce, sans
extraire les composés conférant 'ardme. A coté de cette application, on trouve de nom-
breux exemples de I'extraction de substances naturelles d’'intérét biologique: I'extraction
de la nicotine [10-11], de la digoxine [12], du paclitaxel [13-14], de la coronaridine et de la
voacangine [15], de I'artémisinine [16], de I'acétate d’aurentiamide [17], de la vinblastine
[18], du parthénolide [19], de la cocaine [20], de la tagitinine C [21], des pyréthrines [22],

L’EFSC est utilisée également dans le domaine agroalimentaire pour I'extraction de
colorants naturels [23-24], d’antioxydants [25-26], d’acides gras polyinsaturés [27-28],
pour la production de boissons sans alcool [29-31], de denrées alimentaires délipidées
[32-33], de bouchons en liége traités [34], ...

Le domaine des ardbmes et parfums est un secteur offrant également un large éven-
tail d’applications. On trouve désormais des installations de capacité moyenne permettant
de produire des extraits (jasmin, rose, vanille, citron, eucalyptus, bergamote, romarin,
thym, paprika, poivre, ...) de qualité supérieure et exempts de toutes traces de solvant
[35-38].
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[1.5.1.1 L'influence de la matrice

Les caractéristiques physico-chimiques de la matrice jouent un réle important dans
le processus d’extraction en influengant la durée et le rendement d’extraction du ou des
composé(s). Le processus d’extraction d’'un composé comporte plusieurs étapes (Figure
11-5) :

e désorption (A — B);
o diffusion hors des pores (B — C);

¢ solubilisation dans le fluide supercritique (C — D)

e transport du composé (D — E).

couche organique poreuse

Fluide

Noyau imperméable E

Figure 1I-5 ;: Représentation schématique du processus d’extraction de matrices solides par fluide
supercritique (A — B : désorption du composé ; B — C : diffusion, C — D : solubilisation dans le
fluide supercritique et D — E : transport).

La solubilité du composé dans le fluide supercritique (C — D) n’est donc pas une
condition suffisante pour garantir I'efficacité de I'extraction a partir de matrices solides
réelles. Dans la mesure du possible, 'TEFSC doit étre réalisée sur des échantillons réels
afin de prendre en compte les interactions composé-matrice et la répartition du composé

dans la matrice [39].
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En général, le profil d’'une extraction par fluide supercritique est un processus dy-
namique qui se divise en trois phases. La phase initiale est limitée par la solubilité du
composé dans le fluide supercritique, la phase intermédiaire est contrélée par la diffusion
du composé au sein de la matrice et la phase finale est liée a la désorption du composé
[40-41]. Un exemple de I'évolution du rendement d’extraction en fonction du temps est

illustré dans la figure I1-6.
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Figure 11-6 : Profil théorique de I'extraction par fluide supercritique d’'un composé a partir d’'une
matrice solide.

Lorsque le rendement n’est pas satisfaisant ou lorsque la durée de I'extraction est
trop longue, il est possible d’améliorer les résultats en jouant sur différents parametres.
Comme abordé précédemment dans le chapitre 11.4.1, le pouvoir solvant a « géométrie
variable » du fluide supercritique peut étre mis a profit en faisant varier la pression et la
température de travail. Une augmentation de la pression influence positivement le pouvoir
solvant du fluide par accroissement de sa densité. Une augmentation de la température a
pression élevée permet a la fois d’augmenter la tension de vapeur de la substance et de
diminuer les interactions soluté-soluté. A coté du pouvoir solvant a « géomeétrie variable »,
une réduction de la taille des particules de la matrice permet d’augmenter la surface de
contact avec le fluide supercritique réduisant ainsi la phase de diffusion ou rendant le

composé accessible au fluide. Parfois, de faibles quantités de solvant sont ajoutées direc-

12
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tement a la matrice avant I'extraction afin de favoriser des modifications physico-
chimiques comme la dilatation des pores et la réduction des interactions composé-

matrice.

11.5.1.2 La collection

L’extraction quantitative d’'un composé a partir d’'une matrice peut étre considérée
comme un processus a diviser en deux étapes. La premiére consiste a définir les condi-
tions optimales qui permettront I'extraction du composé par le fluide supercritique. La
deuxiéme, quant a elle, doit assurer une récupération efficace du soluté lors de la dépres-

surisation du fluide supercritique.

Il existe différents procédés de récupération : la condensation, le barbotage dans un

solvant et la fixation sur une phase stationnaire.

[1.5.1.2.1 Condensation

La détente du fluide supercritique provoque la précipitation de I'extrait dans le gaz
résultant contenu dans un tube en verre ou dans une cellule en acier inoxydable refroidie.
En effet, le passage du fluide supercritique au gaz est responsable de la diminution de la

densité et donc du pouvoir solvant.

Cette méthode a été utilisée avec succés pour des échantillons de taille relative-
ment importante de I'ordre de 10 a 20 g. Mais, elle reste inadaptée pour l'analyse de

traces en raison des pertes dues a la formation d’aérosol.

11.5.1.2.2 Barbotage dans un solvant

La méthode de collection la plus simple et la plus largement utilisée dans 'EFSC est

la décompression du fluide supercritique directement dans un solvant (Figure 1I-7).

13
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Restricteur

‘ Détente du fluide

Solvant — © o

Figure 11-7 : Schéma de la collection par barbotage dans un solvant.

Dans les situations les plus favorables, I'extrait se dissout dans le solvant tandis que
le fluide supercritique décompressé se dilue dans I'atmosphére. Le volume du solvant
devra également étre pris en compte lors de I'optimisation de la collection. Le volume et le
choix du solvant seront dictés par I'extrait et la méthode d’analyse [42-43]. En effet, le
solvant devra permettre la solubilisation de I'extrait et étre compatible avec la méthode

d’analyse.

L’utilisation de ce type de collection ne permet pas l'utilisation d’'un débit de fluide
supercritique supérieur @ 1mL.min™" afin d’éviter la perte de I'extrait sous forme d’un aéro-

sol.

11.5.1.2.3 Fixation sur une phase stationnaire

Dans ce mode de piégeage, les substances extraites précipitent sur une phase sta-
tionnaire située aprés le restricteur. La nature de la phase stationnaire est tres variable
(billes de verre, phase normale, inverse, ...) et dépendra des caractéristiques physico-
chimiques des composés a piéger. Les substances extraites seront récupérées par élu-

tion a l'aide d’un solvant organique (Figure 11-8).
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Figure 11-8 : Schéma de la fixation sur une phase stationnaire.

Le choix et le volume de I'éluant peut entrainer une désorption incompléte de
I'extrait (Tableau 1l-4). Ashraf-Khorassani et al. étudierent le taux de récupération des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) piégés sur des billes de verre en fonction
de deux solvants d’élution : le dichlorométhane et le méthanol. lls démontrérent que le
dichlorométhane était le solvant de choix pour la désorption compléte de la majorité des

HAP testés [44]. Les résultats sont repris dans le tableau ci-dessous.

Tableau II-4 : Taux de récupération des hydrocarbures aromatiques polycycliques suivant le sol-
vant de ringage avec comme piége des billes de verre (80-100 mesh).

Dichlorométhane Méthanol

1-Méthyl naphthalene 94 84
2-Méthyl naphtaléne 93 87
1-Méthyl fluorine 100 104
Phénanthréne 100 78
Anthracéne 102 67
Fluoranthéne 101 67
Pyréne 100 71

Chryséne 107 51

Contrairement au barbotage dans un solvant, le piégeage sur phase stationnaire au-
torise l'utilisation de débits supérieurs & 1 mL.min"' et offre également la possibilité

d’introduire une sélectivité supplémentaire.
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Néanmoins, lors du piégeage sur phase stationnaire, les pertes peuvent étre
d’origines trés variées. En effet, les composés peuvent étre chassés par le CO, gazeux.
Dans ce cas, il convient de limiter le débit du fluide supercritique ou de réduire la durée de
I'extraction. Les composés sont parfois entrainés par I'aérosol formé lors de I'ajout d’'un
modificateur au fluide supercritique. L'utilisation d’'un support plus absorbant améliorera
I'efficacité de la collection. Enfin, les composés sont directement élués par le modifica-
teur condensé. Par conséquent, il faudra éviter le dopage dans la cartouche d’extraction

ou diminuer le pourcentage du modificateur [45-47].

[1.5.1.3 Le couplage

Le couplage de I'extraction par fluide supercritique avec un systéme de détection
présente 'avantage de ne pas manipuler I'échantillon entre I'extraction et 'analyse. De cet
avantage, il résulte que les risques de dégradation, de perte ou de contamination lors du
transfert sont minimisés et que la durée d’analyse est réduite. Au niveau des inconvé-
nients, il est important de souligner que le développement de ce type d’appareillage doit
tenir compte des conditions de pression et de température imposées par I'état supercriti-
que, que la réponse du détecteur peut étre affectée par la variation de la densité du fluide

et que la taille de I'’échantillon doit étre adaptée a la technique d’analyse.

L’extraction par fluide supercritique a été couplée avec un grand nombre de syste-

mes de détection. Une liste non exhaustive des couplages est reprise dans le tableau 11-5.
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Tableau II-5 : Exemples de couplage de I'extraction par fluide supercritique.

Systéme de dé-

tection Analyse Réference
Détermination des hydrocarbures aromati- [48]
Chromatographie ques dans des sediments marins.
gazeuse Détermination de substances organiques [49]
présentes sur des cheveux humains.
Détermination de la sulfoquinoxaline dans [50]
des denrées alimentaires.
Détermination du lorazepam, temazepam, [51]
Chromatographie flurazepam et medazepam en mélange.
liquide haute per- Détermination des caroténoides dans des [52]
formance denrées alimentaires.
Déterminations des hydrocarbures aromati-
ques polycycliques dans des huiles [53]
végétales.
Spectrophotométrie  Détermination de la caféine dans des grains [54]
uv de café torréfiés.
Détermination du fluoréne. [55]
Fluorimétrie Détermination des hydrocarbures aromati- [56]
ques polycycliques dans de la terre.
Absorption atomi- Détermination de I'As, Cd, Cu, Mn, Pb, Se ou
P ue Zn a l'aide du tétrabutylammonium dibutyldi- [57]
q thiocarbamate en milieu aqueux.
Détermination de mycotoxines dans des
. ) [58]
Spectrométrie de échantillons de froment.
masse Suivi du processus d’extraction de la carvone [59]
a partir de la menthe.
Résonance maané- Suivi du processus d’extraction de la caféine
; nag du cafeé torréfié et de la pipérine du poivre [60]
tique nucléaire noir
Spectroscopie Suivi du processus de dégraissage de la [61]
proche IR limaille et de pieces métalliques
Détermination du polyuréthane, du polyamide 62]
et de 'aramide dans des fibres textiles
Spectroscopie Détermination quantitative des hydrocarbures
P b dans de la terre et qualitative de la caféine a [63]
moyen IR ; .
partir du café
Détermination des hydrocarbures dans de la [64]

terre
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[1.5.2 La chromatographie en phase supercritique

La chromatographie en phase supercritique (CPS) est un hybride entre la chroma-
tographie gazeuse et la chromatographie liquide. Elle a été appliquée avec succes a une
large variété de composés, comprenant les produits naturels, les médicaments, les ali-
ments, les pesticides et herbicides, les combustibles fossiles, les explosifs et les gaz

propulseurs [65].

La phase mobile la plus répandue pour la CPS est le dioxyde de carbone. D’autres
fluides ont été utilisés comme phase mobile, a savoir I'éthane, le pentane, le monoxyde

d’azote, le dichlorofluorométhane, 'ammoniac, 'hexafluorure de soufre et le xénon.

Les colonnes capillaires de la chromatographie gazeuse aussi bien que les colon-
nes remplies de la chromatographie liquide a haute performance ont été utilisées pour la
chromatographie en phase supercritique. Toutefois le choix du type de colonne sera dicté

par la nature des composés a séparer.

Un grand nombre de détecteurs utilisés en chromatographie gazeuse et en chroma-
tographie liquide a haute performance peut étre couplé a la CPS : spectrophotométrie UV-
visible [66], spectrophotométrie IR-TF [67], spectrométrie de masse [68], détection par
ionisation de flamme [69], émission atomique [70], la résonance magnétique nucléaire
[71], ... Cependant, lorsque la phase mobile contient un modificateur, le couplage avec
les détecteurs employés en chromatographie gazeuse est proscrit et on optera pour

I'utilisation d’'un détecteur évaporatif a diffusion de la lumiére [72-73].

Depuis plusieurs années, la chromatographie en phase supercritique est aussi em-

ployée pour la séparation des substances chirales [72-75].

[1.5.3 Réactions chimiques en phase supercritique

Le remplacement des solvants organiques par un fluide supercritique comme milieu
réactionnel est en parfait accord avec le concept de la chimie verte ou « green chemis-

try » soucieuse de I'environnement [76].

La haute diffusivité des milieux supercritiques comparée a celle des milieux liquides

conduit a une accélération notable de la vitesse de réaction.

Les milieux supercritiques ont été utilisés dans différents types de réaction : enzy-
matique (décarboxylation, estérification énantiosélective, ...) [77-79] et non-enzymatique

(hydrogénation, oxydation, polymérisation, ...) [80].

18



Chapitre Il : Les fluides supercritiques

Un autre axe de recherches en plein essor est 'utilisation de I'eau a I'état supercriti-
que en mélange avec de I'oxygéne ou du peroxyde d’hydrogéne ou son pouvoir oxydant
est mis a profit pour le traitement des déchets organiques (hydrocarbures polycycliques
aromatiques, dérivés phénoliques, ...) dans diverses matrices (eau usée, sédiments, ...)
[81-82]. Selon les conditions opératoires, I'élimination des polluants peut étre réalisée
dans un intervalle de temps trés court. Cependant, la forte agressivité de ce milieu réac-

tionnel nécessite I'utilisation d’alliages pouvant résister a la corrosion [83].

11.5.4 Le traitement de solides

Au cours de ces derniéres années, le traitement de solides a connu un important
développement dans le secteur de l'industrie pharmaceutique. Ce domaine d’application
offre beaucoup de perspectives et une valeur ajoutée indéniable aux molécules mises en
ceuvre. Les applications peuvent étre réparties en trois grandes catégories :

'imprégnation, la micronisation et I'encapsulation [84].

[1.5.4.4 L’'imprégnation

La propriété mise a profit est la diffusivité de I'état supercritique qui va permettre a
un soluté comme I'acide salicylique de pénétrer profondément le réseau poreux de matri-
ces solides inertes telles que la silice colloidale, le silicate de magnésium ou de
phosphate d’aluminium [85].

Dans le cas des polyméres, la capacité des fluides supercritiques a provoquer le
gonflement de la matrice sera également exploitée afin de faciliter la diffusion du soluté au
sein du réseau. Elvira et al. étudierent le profil de libération du cholestérol a partir de par-
ticules formées d'un copolymére de polyméthylméthacrylate et de poly-s-caprolactone
[86]. Guney et al. et Gong et al. réalisérent respectivement I'imprégnation de p-estradiol et
de 5-fluoro-uracile dans un copolymére biodégradable d’acide D,L-lactique et d’acide gly-

colique [87] et de I'indométacine dans du chitosane [88].
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[1.5.4.5 La micronisation et I’encapsulation

Les fluides supercritiques offrent une palette trés diversifiée de procédés pour réali-
ser I'encapsulation et la micronisation. Le fluide supercritique peut jouer le role de solvant,

d’anti-solvant ou d’agent d’expansion [89].

Le procédé RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solution) est dédié aux compo-
sés solubles dans le fluide supercritique. Le solide est solubilisé par le fluide supercritique
et la solution est ensuite détendue au travers d’'une buse d’atomisation dans une enceinte
maintenue a basse pression. La forte chute de pression réduit considérablement le pour-
voir solvant du fluide supercritique et dés lors provoque la précipitation du solide sous
forme de fines particules. De nombreuses applications ont été décrites dans la littérature
scientifique : micronisation de I'acide acétylsalicylique [90], de l'ibuproféne [91-92], de la
carbamazépine, ... Une autre variante du procédé RESS appelé RESS-SC (Rapid Ex-
pansion of Supercritical Solution-Solid Cosolvant) permet de contourner la faible solubilité
des principes actifs dans le CO, supercritique par I'ajout d’'un cosolvant solide comme le
menthol. Thakur et al. utilisérent avec succés ce procédé afin d’obtenir de la phénytoine
micronisée [94].

Les méthodes anti-solvant sont quant a elles dédicacées aux molécules non solu-
bles dans le fluide supercritique. Le solide est initialement dissous dans un solvant
organique et la solution liquide est ensuite mise en contact avec le fluide supercritique.
Deux phénoménes participent a la cristallisation du soluté : la perte du pouvoir solvant de
la solution et le transfert du solvant dans la phase supercritique. Aprés expansion de la
solution, une étape de lavage au CO, permet d’éliminer les traces de solvants organiques
du produit fini. Selon la nature du dispositif de dispersion de la phase liquide, on distingue
plusieurs variantes : SAS (Supercritical Anti-Solvent), ASES (Aerosol Solvent Extraction)
ou SEDS (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical fluid). Reverchon et al. investi-
guerent l'influence de plusieurs paramétres (pression, température, concentration, ...) sur
la taille des particules de céphalosporines (0,2 a 50 uym) obtenues par SAS [95-96]. Lors-
que I'on dissout un agent de revétement ou d’encapsulation dans le solvant organique, on
peut, en jouant sur les conditions opératoires, gérer I'ordre chronologique des précipita-
tions et ainsi réaliser des enrobages successifs de principes actifs comme

I’hydrocortisone [97], la félodipine [98] et méme un herbicide [99].
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Le procédé appelé PGSS (Particles from Gas-Saturated Solutions) est particuliére-
ment intéressant pour microniser des composés a bas point de fusion comme les
polyméres. Le fluide supercritique est solubilisé dans la substance. Ensuite, le mélange
obtenu est détendu au travers d’'une buse pour produire des particules de la taille du mi-
cron. Cette technique est également efficace lorsqu’'un composé est en suspension dans

un polymére liquide, permettant la réalisation aisée d’encapsulations [100-101].

[1.6 Conclusion

Comme nous avons pu le constater tout au long de ce chapitre, les propriétés des
fluides supercritiques ont été mises a profit dans des secteurs d’applications trés diversi-
fiés et ce, plus particulierement, dans le secteur de I'extraction de matrices solides ou le
pouvoir solvant a géométrie variable offre des possibilités en terme de rendement et de
sélectivité de [I'extraction que ne peuvent apporter les techniques traditionnelles
d’extraction a l'aide de solvants organiques. De plus, l'utilisation du dioxyde de carbone
supercritique qui ne laisse aucune trace de solvant résiduel dans les extraits est égale-

ment un atout important lors de la réalisation d’études d’efficacité thérapeutique.

Au niveau de I'étape de pieégeage de I'extrait, le procédé consistant a faire barboter
le fluide supercritique directement dans un solvant a retenu toute notre attention car celui-
ci est assez simple a mettre en ceuvre et offre la possibilité de collecter directement

'analyte dans un solvant compatible avec la méthode d’analyse.

D’autre part, le développement de couplages de I'extraction par fluide supercritique
avec différents systémes de détection semble étre trés promoteur car il permettrait
d’atteindre les objectifs fixés par le nouveau concept intitulé « Process and Analytical
Technology » qui prévoit de comprendre, d’analyser et de contréler un procédé de fabri-
cation par I'analyse non destructive et en temps réel de ses différents paramétres. Le

chapitre suivant traitera du choix du systéme de détection.
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Chapitre lll : La spectrophotométrie infrarouge a transformee
de Fourier

I11.1 Introduction

La spectrophotométrie dans l'infrarouge moyen a transformée de Fourier (IRTF) est
utilisée depuis de nombreuses années dans lindustrie pharmaceutique pour identifier

directement les composés organiques et inorganiques purs.

Les avantages majeurs de I'|RTF sont sa spécificité et son universalité. La spécifici-
té réside dans le concept de « fréquences caractéristiques ». Les groupes fonctionnels
absorbent a des fréquences relativement constantes, donnant ainsi la possibilité d'obtenir
des informations structurelles détaillées sur les molécules étudiées a partir de ces spec-
tres. On peut donc considérer un spectre infrarouge comme I'empreinte unique d'un
composé chimique. Dés lors, la concordance exacte entre le spectre d’'un composé de
structure connue et celui d’'un analyte permet d’identifier ce dernier sans aucun doute
possible. A I'exception de quelques molécules homonucléaires telles que O,, N, et Cls,

toutes les espéces moléculaires absorbent dans l'infrarouge.

[11.2 Principe

Les radiations infrarouges de fréquences comprises entre 4000 et 400 cm™ sont ab-
sorbées par une molécule en tant qu’énergie de vibration moléculaire. Il existe deux

grands types de vibrations moléculaires : les élongations et les déformations [1-3].

[11.2.1 Vibrations d’élongation

Quand deux atomes s’associent pour former une liaison covalente, il s’établit un
équilibre entre les forces d’attraction et de répulsion. La distance qui sépare les deux
atomes est telle que I'énergie est minimale. La liaison va se comporter comme un oscilla-
teur non-harmonique. En d’autres termes, les atomes vont se rapprocher et s’éloigner en

fonction de la variation de la distance inter-atomique (Figure Il11-1).
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Energie de dissociation du lien X-Y

Energie

J—
Distance interatomique
entre deux atomes X-Y

Longueur de liaison

Figure 1lI-1 : Puits de potentiel d’un oscillateur non-harmonique.

Les attributions des fréquences d’élongation peuvent étre estimées par I'application
de la loi de Hooke. C’est ainsi que deux atomes et leur liaison se traitent comme un sim-
ple oscillateur harmonique composé de deux masses reliées par un ressort. L’équation
suivante, dérivée de la loi de Hooke, établit la relation entre la fréquence d’oscillation, les

masses atomiques et la constante de force de la liaison.

1 [f(M, +M,)
22C\ MM,

VvV =

y = fréquence de vibration (cm™) ;

C = vitesse de la lumiére (cm sec™) ;

f = constante de force de la liaison (dyne cm™) ;
M, et My = masse (g) des atomes X et Y.

ou
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Ainsi, les liaisons simples, moins énergétiques que les doubles liaisons, auront une
constante de force moins élevée, donc une fréquence de vibration inférieure a celles des
liaisons doubles entre atomes identiques. Par contre, les liaisons X—H, ou X est un atome
quelconque (C, N, O, ...), auront une fréquence d’élongation plus élevée que celle des

liaisons C-X.

Dans le cas d’'un groupement triatomique, la vibration d’élongation peut ou non
conserver son élément de symétrie. La vibration sera alors symétrique (en phase) ou

asymétrique (déphasage) (Figure 111-2).

Elongation symétrique Elongation asymétrique

Figure 111-2 : Vibrations d’élongation du groupement méthyléne (CH,)
(Richard Giasson, Spectroscopie infrarouge).

Les élongations requierent généralement de plus hautes énergies que les déforma-

tions angulaires.

I11.2.2 Vibrations de déformation

Les vibrations de déformation angulaire consistent en une variation de I'angle formé
entre deux liaisons successives ou en un mouvement d’'un groupe d’atomes par rapport

au reste de la molécule.
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Les vibrations de déformation peuvent s’effectuer dans le plan ou hors du plan et

également de maniére symétrique ou asymétrique (Figure II-3).

Déformations angulaires dans le plan

Cisaillement (symétrie)

Déformations angulaires hors le plan

P

(A g S

P

Torsion (symétrie)

Balancement (asymétrie)

Hochement (asymétrie)

Figure 1lI-3 : Vibrations de déformation du groupement méthyléne (CH;)
(Richard Giasson, Spectroscopie infrarouge).

[11.3 Appareillages

La radiation contenant toutes les longueurs d’ondes IR comprises entre 4000 et 400

cm™ est divisée en deux faisceaux grace & un miroir semi-transparent. Un des faisceaux

parcourt un chemin optique fixe, 'autre un chemin optique de longueur variable suivant la

position du miroir mobile, avant d’étre recombinés, de traverser I'échantillon et d’atteindre

le détecteur.
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Quand la différence de chemin optique entre les faisceaux correspond a un multiple
entier de la longueur d’onde, on parle d’interférence constructive. Une interférence des-
tructive apparait quant cette différence est un multiple entier impair d’'une demi de la
longueur d’onde. L'ensemble des interférences produit un interférogramme. La transfor-

mée de Fourier convertit cet interférogramme en un spectre IR.

La figure 1ll-4 présente le schéma d’un spectrophotomeétre IRTF.

Electronics

Source E’

Sample Compartment

[Catectar

aniis \ 7

Intedferometer

Figure 111.3-4 : Spectrophotomeétre infrarouge a transformée de Fourier
(Bruker, IR introduction).

Les systémes utilisés comportent les parties suivantes :

¢ Interférométre de Michelson qui divise la radiation IR en deux faisceaux
(séparateur de faisceau) et différencie leurs trajets optiques suivant la posi-

tion du miroir mobile ;

e Laser (He-Ne) qui permet de suivre la position du miroir mobile et sert de
standard interne de nombre d’onde (v=15798,637 cm™) assurant ainsi une

répétabilité de la mesure inférieure a 0,01 cm™;
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Détecteurs. Il en existe deux grands types :

o MCT (Mercure Cadmium Tellurure) : il s’agit d’'un semi-conducteur. Ce
type de détecteur est nettement plus sensible et plus rapide que le dé-
tecteur DTGS et ce jusqu’a dix fois. Son utilisation est obligatoire pour
des analyses rapides (couplage ou détermination de la cinétique) et
conseillée avec des accessoires optiques diminuant l'intensité du fais-
ceau. Cependant, il doit étre refroidi a I'azote liquide et est nettement

plus cher.

o0 DTGS (Deuterated TriGlycine Sulfate) : il s’agit d’'un bolométre pyroé-
lectrique. Ce détecteur présente comme avantages d’étre simple, peu
colteux, robuste et de travailler a température ordinaire. Mais, il est

moins sensible et plus lent que le détecteur MCT.

1.4 Avantages

La spectrophotométrie a transformée de Fourier présente deux avantages par rap-

port aux techniques dispersives :

e |’avantage de Fellgett: le passage simultané de la gamme com-
plete des radiations a travers I'échantillon est a I'origine du premier avantage
[1-2]. A facteurs égaux, cet avantage permet de prendre un spectre plus ra-
pidement, de I'ordre d’'une seconde au lieu d’'une quinzaine de minutes. La
prise d'un spectre résulte souvent de la moyenne de plusieurs balayages
successifs. Dans ces conditions, le rapport signal sur bruit (S/B) augmente
car le bruit a une longueur d’'onde est inversement proportionnel a la racine
carrée du temps passé a l'observer. De plus, les absorptions aspécifiques
sont réduites jusqu’a une limite qui dépend de l'instrument utilisé et des pa-

rameétres choisis.

e |’avantage de Jacquinot: pour des spectres mesurés a la méme
résolution, l'intensité du faisceau émergeant est plus élevée aprés le pas-
sage dans un interférométre que dans un monochromateur [4-5]. En effet,
'ouverture d’entrée d’'un spectrométre dispersif est assurée par une fente
verticale qui posséde un angle solide beaucoup plus petit que I'ouverture cir-

culaire dans le cas du spectrométre a transformée de Fourier.
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I11.5 Limitations

Les principales limitations sont :

Seules les vibrations provoquant une variation du moment dipolaire de la

molécule absorbent en IR.

Dans le cas de mélanges complexes, il faut généralement réaliser la sépara-
tion des composés avant la prise du spectre ou opérer par soustractions
successives en se basant sur une, voire plusieurs vibrations spécifiques.
Toutefois, I'analyse d’un mélange par soustractions successives reste déli-
cate car elle peut provoquer deux grands types d’artefacts: des pics en
forme de dérivée causés par un léger déplacement (chimique ou spectral) de
nombre d’onde entre le spectre du mélange et celui de référence ou des pics

produits par une soustraction incorrecte car ils ne suivent pas la loi de Beer.

Compte tenu de leur forte absorption, les solutions aqueuses et alcooliques
sont analysées au moyen d'une cellule a réflexion totale atténuée (Figure
[11-5).

Incidence angle

Figure 111-5 : Réflexion totale atténuée (RTA ou « ATR »)
(Bruker, IR introduction).

37



Chapitre Ill : La spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier

La spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier est une technique a
simple faisceau. Donc, le milieu ambiant et les balayages sont enregistrés a des temps
différents. Si les concentrations en dioxyde de carbone et/ou en vapeur d’eau ou de sol-
vants varient dans I'atmosphére, elles seront détectées sur le spectre et entraineront des
modifications de celui-ci. Pour remédier a ce probléme, le compartiment dans lequel se
trouve I'échantillon est purgé a 'azote ou équipé d’un systéme de navette qui place tour a
tour I'échantillon et le blanc dans le faisceau lumineux. Dans ce dernier cas, on se re-

trouve dans un systéme a double faisceau.

[11.6 Mesure en infrarouge

[11.6.1 Echantillons gazeux

Le spectre de gaz ou de liquide a bas point d’ébullition est obtenu par I'expansion
de I'échantillon dans une cellule qui, si nécessaire, peut étre placée sous pression réduite.

Le trajet optique d’'une cellule a gaz est généralement de 10 cm (Figure 111-6).

Figure 111-6 : Cellule a gaz.
(Bruker, IR introduction).

Les spectres sont caractérisés par des pics fins car les interactions intermoléculai-

res sont faibles dans les gaz.

De plus, pour des analyses quantitatives [6-7], il est nécessaire d’ajouter un gaz
inerte afin de toujours obtenir la méme pression totale au sein de la cellule. En effet, les
coefficients d'extinction d'un signal sont fonctions non seulement de la pression partielle

du gaz mais également de la pression totale au sein de la cellule.
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[11.6.2 Echantillons solides et liquides

111.6.2.1 Pastille de KBr

La réalisation d’'une pastille de KBr est I'une des techniques les plus utilisées pour
les échantillons solides. Une quantité de solide comprise entre 0.5 et 1mg est mélangée
intimement avec environ 250 mg de KBr. Le mélange est ensuite soumis a une pression

allant de 5 a 15 tonnes/cm? pour former la pastille.

Compte tenu des propriétés hydrophiles du KBr, on observe souvent les bandes de
I'eau atmosphérique absorbée sur celui-ci vers 3500 (v o) et 1650 cm™ (8 on). Il faut étre
toutefois conscient que l'eau absorbée dans le KBr peut catalyser certaines réactions
chimiques (racémisation, hydrolyse, ...) conduisant a la formation d’'un nouveau produit.
L’apparition de ce produit, qui n'existe pas dans I'échantillon initial, perturbe les rensei-

gnements obtenus lors de la prise du spectre IR.

D’autres problémes physico-chimiques peuvent intervenir lors de la réalisation de la
pastille dis aux effets conjugués de la pression et de I'échauffement (dégradation de cer-
tains sucres fragiles, formation d’entités métastables, modifications polymorphiques de
certains réseaux cristallins). La taille des particules joue également un réle important. Elle
doit étre dix fois plus petite que la longueur d’onde incidente pour éviter des phénoménes

de réflexion ou de lumiére diffuse.

[11.6.2.2 Travail en solution

Le travail en solution présente quant a lui un certain nombre d’avantages. Premié-
rement, la diminution des interactions moléculaires provoque un affinement des pics et
une augmentation de la résolution spectrale dans le cas de solvants peu polaires.
Deuxiéemement, l'influence due a I'état cristallin ou amorphe du composé est absente.
Finalement, les spectres en solution présentent une ligne de base remarquable. Cepen-
dant, le travail en solution est limité par le fait que le solvant doit solubiliser le produit et
que ce solvant doit absorber le moins possible dans les zones de fréquences intéressan-

tes.
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Il existe plusieurs types de cellule pour travailler en transmission/absorbance (cellu-
les scellées, démontables, micro-cellules,...). Un exemple de cellule a transmission

démontable et a épaisseur variable est repris dans la figure ci-dessous (figure Il1-7).

Figure 1ll-7 : Cellule a transmission démontable et a épaisseur variable.

Une liste des différents matériaux pouvant étre utilisés comme fenétre est présentée

dans le tableau IlI-1.
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Tableau llI-1 : Liste des matériaux couramment utilisés en IR pour la fabrication des fenétres.

Matériaux Plage Indice de Propriétés générales
d’'utilisation  réfraction a
encm? 1000 cm™
NaCl 40000-625 1,49 Soluble dans l'eau et la glycérine, Ié-

gerement soluble dans I'alcool.
Matériau couramment employé en IR.

KBr 40000-385 1,52 Soluble dans I'eau, I'alcool et la glycé-
rine, Iégérement soluble dans I'éther.
Hygroscopique.

Csl 33000-200 1,74 Soluble dans 'eau et 'alcool.
Malléable et trés hygroscopique.

CaF, 50000-1100 1,39 Insoluble dans I'eau, résiste a la plu-

(2000 cm'1) part des acides et des alcalins.
Grande résistance mécanique utile
pour les opérations nécessitant de
fortes pressions.
BaF, 50000-770 1,42 Insoluble dans l'eau, soluble dans les
acides et NH,CI.
Trés sensible aux chocs mécaniques
et thermiques.
ZnSe 10000-515 2,41 Insoluble dans I'eau. Les solvants or-
(Irtran-4) ganiques, les acides et bases diluées
n’ont aucun effet.
Du fait de sa faible absorption en IR, il
convient parfaitement pour les travaux

d'RTA.
ZnS 10000-715 2,2 Insoluble dans I'eau, les bases et aci-
(Cleartran) des et virtuellement dans tous les

solvants organiques.
Bonne résistance aux chocs mécani-
ques et thermiques.
Convient pour les travaux dans la
gamme de température de 200 a
800°C.

AgBr 20000-285 2,2 Insoluble dans Il'eau, soluble dans
NH,CI.
Malléable, trés sensible aux chocs
mécaniques et aux rayonnements UV
Bonne résistance aux chocs thermi-

ques.
Poly- 625-30 1,54 Matériau économique pour IR lointain.
éthyléne (2 5000 cm'1) Insoluble dans l'eau, tend a gonfler et
a se contaminer avec certains solvants
organiques.

Ne peut étre utilisé pour des travaux
nécessitant de fortes températures.
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[11.7 Applications qualitatives

[11.7.1 La spectroscopie infrarouge

Depuis des années, la spectroscopie infrarouge est une méthode trés répandue
servant a identifier une grande variété de matiéres organiques et inorganiques. Cette mé-
thode donne rapidement un apergu des composantes d'un échantillon tout en garantissant

I'intégrité de celui-ci [8-13].

[11.7.2 La spectroscopie infrarouge de corrélation (2D IR)

Parmi les approches qui contribuent a faciliter I'interprétation des spectres IR des
biomolécules, la spectroscopie infrarouge de corrélation peut étre utilisée. Elle permet de
construire un spectre infrarouge en deux dimensions (2D IR) et améliore la résolution
spectrale des pics en les dispersant dans les deux dimensions, facilitant I'analyse des
informations sur la structure, sur la nature des interactions intra et intermoléculaires et
également sur l'identification des groupements protonés comme l'aspartate et le gluta-

mate des molécules.

La spectroscopie infrarouge de corrélation a été développée pour la premiére fois

en 1990 par Noda [14], puis elle s’est généralisée a partir de 1993 [15].

De nombreux exemples d’applications de la spectroscopie de corrélation pour
'analyse des spectres complexes de macromolécules ont été publiés [16-21]. Cette ap-
proche peut étre non seulement utilisée pour caractériser les changements de structures
produits au cours d’une perturbation physique ou chimique périodique mais également au

cours de processus irréversibles ou cinétiques [22-26].

Récemment, les équipes de Chan et de Noda ont utilisé la spectroscopie de corréla-
tion dans l'identification de matrices végétales et ce, plus particulierement pour I'analyse

de la composition de ces matrices et de leurs extraits [27-29].
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[11.8 Applications quantitatives

L’analyse quantitative par IRTF s’est fort développée depuis ces 20 derniéres an-
nées. Les premieres approches quantitatives commencérent par le dosage de substances
dans des pastilles de KBr [9,30-32]. Cependant, les problémes rencontrés lors de la réali-
sation de pastilles, tant au niveau de 'homogénéité et de I'épaisseur de celles-ci qu’au
niveau de la nature de I'échantillon, en ont limité la portée et orienté vers I'analyse en so-

lution ou vers les couplages.

[11.8.1 Dosage en solution

Comme nous I'avons déja signalé, le travail en solution présente un certain nombre
d’avantages par rapport a celui en pastille. Parmi ces avantages, il convient de rappeler la
diminution des interactions moléculaires pour les solvants peu polaires provoquant un
affinement des pics et la disparition de l'influence due a I'état cristallin ou amorphe du
composé.

Comme le montrent les tableaux 1ll-2 & [lI-3, nombreuses sont les applications

quantitatives qui ont été développées et ce, dans des domaines trés variés.

Tableau l11-2 : Exemples de dosage en solution par IRTF.

Application quantitative Référence
Dosage du polydiméthylsiloxane [33]
Dosage du 17 p-cestradiol et du phénobarbital marqués a l'aide [34]

de ligands organométalliques de type Cr(CO); et Coy(CO)s a

I'état de trace
Détermination de la caféine dans des grains de café [35]

Analyse quantitative d’huiles essentielles de thym, d’origan et de [36]

camomille par réflexion totale atténuée

Détermination de la buprofézine et du malathion dans des pesti- [37-38]
cides
Dosage de I'eau lourde dans un réacteur nucléaire [39]
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Tableau 111-3 : Exemples de dosage en solution par IRTF.

Application quantitative Référence

Détermination du succinate de doxylamine dans des [40]

préparations pharmaceutiques

Détermination de l'urée dans des cremes et des pom- [41]
mades
Détermination des intermédiaires de synthése de [42]

'azodicarboxamide

Détermination de la teneur en éthanol dans de la biere [43]

[11.8.2 Les couplages

A cbté des couplages EFSC/IRTF ou CPS/IRTF abordés dans le chapitre précé-
dent, les avantages de I'|RTF ont été également mis a profit avec la chromatographie en

phase gazeuse et I'analyse thermique.

[11.8.2.1 Le couplage entre I'|RTF et la chromatographie en phase gazeuse

Le couplage entre I'IRTF et la chromatographie en phase gazeuse a été utilisé pour
analyser directement des mélanges complexes. En effet I'|RTF, permet d’obtenir des in-
formations tant qualitatives au travers des fonctions chimiques des molécules que

quantitatives en fonction de I'absorbance d’une fréquence spécifique [44-48].

On peut distinguer trois types d’interfagages qui rendent possible le couplage d’un
chromatographe en phase gazeuse avec un spectrométre infrarouge a transformée de

Fourier :

o La cellule appelée « light-pipe » qui autorise I'enregistrement des spectres en

phase vapeur directement dans I'effluent chromatographique ;

e Le disque rotatif, maintenu a la température de I'hélium liquide, qui permet de pié-

ger les solutés ;

e La fenétre en séléniure de zinc qui est refroidie par de I'azote liquide et sur la-

quelle I'effluent chromatographique est directement déposé.
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[11.8.2.2 Le couplage entre I'|RTF et I'analyse thermique

L’analyse thermique, dont la thermogravimétrie et 'analyse calorimétrique font par-
tie, est une technique qui a pour objet I'étude de I'évolution d’un paramétre physique ou
d'une propriété d’'un matériau en fonction de I'élévation de température au cours du
temps. Couplée a I'RTF, I'analyse des gaz émis lors de la transformation ou de la dé-
composition pourra étre réalisée. Par conséquent, ce type de couplage peut apporter une
meilleure compréhension des réactions chimiques en fonction du temps. De nombreuses
applications ont été décrites dans la littérature comme I'étude des mécanismes de dégra-
dation de chélates formés entre le cuivre ou le nickel et I'aminoimidazole-5(4)-
carboxamide [49], des produits de dégradation de dérivés chlorés du latex [50] et de la

décomposition de I'hexafluorophosphaste de lithium [51].

111.9 Conclusion

La spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier permet d’obtenir des in-
formations tant sur la structure d’un composé au travers du concept de fréquences
caractéristiques des fonctions chimiques que sur la teneur de celui-ci en fonction de
I'absorbance d’'une vibration spécifique tout en garantissant I'intégrité de I'échantillon ana-
lysé. Par conséquent, 'IRTF est un candidat intéressant pour la réalisation de couplages
selon le concept PAT. Il convient également de signaler que I'IRTF est une technique de
choix pour I'étude de molécules cibles possédant une fonction carbonyle mais également

pour celles qui ne possédent pas de chromophores.

Comme nous avons pu le constater dans le chapitre précédent, peu de publications
relatives a I'extraction par fluide supercritique de matrices solides font mention du cou-
plage a I'IRTF afin d’assurer le suivi en temps réel du processus d’extraction. Cependant,
le développement de ce type d’interfacage utilisant des fibres optiques en chalcogéne
d’arsenic, matériau amorphe et chimiquement inerte offrant une large plage de travail
comprise entre 10000 et 900 cm™ et ayant une température de transition vitreuse nette
supérieure a la température critique du CO,, semble prometteur et a guidé notre choix

dans le cadre de ce travail.
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Chapitre IX:  Conclusions générales

Les techniques de préparation d’échantillons demeurent assez rudimentaires et ceci
plus particulierement dans le cas des matrices solides. Parmi les différentes techniques,
I'extraction par le dioxyde de carbone supercritique se présente de plus en plus comme
une alternative aux procédés classiques d’extraction liquide-solide qui possedent, ainsi
que nous l'avons déja souligné, un certain hombre d’inconvénients tant au niveau de la
toxicité des solvants que de la pollution de I'environnement et de la durée. De plus,
'EFSC offre la possibilité de couplage a de nombreux systemes de détection permettant
ainsi I'analyse en ligne du processus d’extraction de molécules cibles présentes dans le

fluide supercritique.

Récemment, le concept « Process and Analytical Technology », défini comme un
systeme permettant de comprendre, d’analyser et de contrbler le procédé par I'analyse
non destructive et en temps réel de ses différents parameétres, tend a s'imposer dans le
domaine pharmaceutique et est tout au moins promu par I'administration américaine de
contrble des aliments et des médicaments (FDA). C’est notamment dans ce contexte que
nous avons travaillé sur le développement et la validation d’'une méthode de dosage en
ligne d’'une molécule cible par la spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier
dans le CO, supercritique aprés passage de celui-ci au travers d'une cartouche

d’extraction contenant la matrice végeétale.

La premiére partie de ce travail a été consacrée au développement et a la validation
d’'une méthode de dosage en différé par IRTF de la tagitinine C contenue dans les parties
aériennes de Tithonia diversifolia. A cette fin, nous avons exploité le signal trés spécifique
de la vibration d’élongation de la fonction diénone (1664.8 cm™) pour effectuer nos expé-
riences. L'absence d'interférences a cette fréquence a été vérifiée sur différents extraits
bruts éthérés et aqueux de la plante et ce, en comparant les résultats a ceux obtenus
avec une méthode chromatographique haute performance. Au terme de ce travail, il res-
sort que nous avons été les premiers a proposer une méthode IRTF quantitative pour le
dosage de la tagitinine C qui présente en plus I'avantage d’étre non destructive, spécifi-

que, sensible et rapide.
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Par la suite, la méthode de dosage par IRTF nous a permis d’étudier le processus
d’extraction de I'analyte par le CO, supercritique. A cette occasion, la méthodologie des
plans d’expériences a été utilisée pour optimiser le rendement d’extraction de I'analyte en
fonction de la pression et de la température du fluide supercritique. L'analyse des résul-
tats a mis en évidence que I'extraction du composé s’opére sur I'entiéreté du domaine
expérimental et que la zone optimale se situe a des valeurs élevées de pression (30,4-
40,5 MPa) et de température (60-80 °C).

Dans les conditions optimales de température et de pression du fluide supercritique,
nous avons pu démontrer que 'ajout de méthanol au CO, supercritique ne permettait pas

d’améliorer le rendement d’extraction de la tagitinine C.

A l'aide d’'une étude comparative avec les procédés conventionnels d’extraction,
nous avons montré que I'extraction par fluide supercritique dans les conditions optimales
extrayait plus rapidement la tagitinine C tout en conservant un rendement égal a celui de
I'extraction a I'éther et au dichlorométhane. Enfin, nous avons surtout démontré que
I'extraction par fluide supercritique présentait une sélectivité nettement supérieure aux

procédés conventionnels testés.

Grace a l'association de ces deux techniques originales, nous avons ensuite contri-
bué a la détermination de la distribution de la tagitinine C dans les parties aériennes de
T. diversifolia a savoir les feuilles, les inflorescences et la tige. Au terme de cette étude
accessoire dans le cadre de notre travail, nous avons clairement mis en évidence que la

partie la plus riche en tagitinine C est la feuille et que la tige en est exempte.

Par ailleurs, I'importance de la granulométrie de la poudre sur le rendement
d’extraction a pu étre clairement objectivé et ce, plus particulierement dans des conditions
de faible température et de faible pression. En effet, nous avons observé, lorsque la taille
des particules diminuait, des résultats comparables a ceux obtenus dans les conditions
optimales d’extraction. Par conséquent, la prise en compte de ce paramétre nous a per-
mis de réduire la pression et la température du fluide supercritique et donc de travailler
dans des conditions plus « douces » qui pourraient s'avérer indispensables dans le cas

de composés thermolabiles.
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Parallelement, nous avons étudié la formation de complexes entre la tagitinine C et
trois cyclodextrines différentes (B-, 2,6 diméthyl-p- et la y-cyclodextrine) en milieu aqueux.
Par la méthode dite de « Job-plot » utilisant la spectrophotométrie UV-visible et par la
polarographie classique, nous avons pu déterminer respectivement que la tagitinine C
forme un complexe de stcechiométrie 1:1 avec les trois cyclodextrines et que la constante
d’association la plus élevée était obtenue avec le dérivé méthylé de la B-cyclodextrine
(165 M™Y. La résonance magnétique nucléaire et la modélisation moléculaire nous ont
permis de déterminer les différentes parties de la tagitinine C incluses dans la cavité des

cyclodextrines testées.

Par la suite, nous avons comparé l'influence des complexes sur la transformation
photochimique de la tagitinine C en tagitinine F et ce, a deux niveaux de concentration en
cyclodextrine. Seul le complexe tagitinine C/2,6 diméthyl-B-cyclodextrine a montré un ra-
lentissement de la cinétique de la réaction photochimique. Cette diminution était d’autant
plus marguée que la concentration en cyclodextrine augmentait dans le milieu traduisant
un déplacement de I'équilibre entre la molécule hbte et la cyclodextrine vers la formation
du complexe. L'influence sur la cinétique a pu étre expliquée par I'encombrement stérique
des groupements 2-O-méthyles de la cyclodextrine au niveau de la fonction diénone de la
tagitinine C. Cette hypothése a été corroborée par les résultats obtenus avec de la RMN
2D montrant la présence d’interactions entre les groupements 2-O-méthyles de la cyclo-

dextrine et ceux proches de la diénone et par les résultats de la modélisation moléculaire.

Cependant, compte tenu de l'orientation au sein de la cavité des cyclodextrines et
des faibles constantes d’association, la tagitinine C ne semble pas étre une molécule

idéale pour I'utilisation des cyclodextrines comme agent photo-protecteur.

Dans la derniére partie de ce travail, nous avons construit un interfacage tout a fait
original et a notre connaissance unique entre un spectrophotométre infrarouge a trans-
formée de Fourier et un extracteur a CO, supercritique. Celui-ci est composé d’une cellule
a haute pression équipée de fibres optiques en séléniure et tellure d’arsenic (AsSeTe). La
focalisation du rayonnement infrarouge entrant et sortant des fibres optiques est assurée
par deux lentilles plan-convexes (GeAsSe) montées sur un rail optique. Ce dispositif pré-
sente une excellente résistance mécanique a la pression et a la température et a

'avantage d’étre peu colteux.
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Ce couplage nous a permis d'étudier de maniére approfondie et en temps réel le
processus d’extraction de la tagitinine C ainsi que les variations de la composition de
I'extrait en fonction des caractéristiques physico-chimiques du fluide supercritique. A l'aide
du profil d’extraction, nous avons observé qu'un plateau pouvait étre atteint pour des
pressions égales a 14.0 et 20.0 MPa endéans les 25 minutes et que les profils différaient
en fonction des conditions de travail. En effet, lorsque la pression était égale a 8.0 MPa,
aucun profil n'a pu étre constaté. L'absence de résultats s’explique par le fait que le pou-
voir solvant du fluide supercritique est insuffisant pour extraire I'analyte de la matrice

végétale.

En vue d'augmenter encore la sélectivité de I'extraction par fluide supercritique,
nous avons testé des conditions de température et de faible pression qui sont communé-
ment admises comme plus sélectives. A nouveau, nous avons utilisé la méthodologie des
plans d’expériences qui nous a permis de mettre en évidence l'influence positive et pré-
pondérante de la pression par rapport a l'influence négative de la température sur le
rendement d’extraction de I'analyte. Par ailleurs, nous avons également pu mettre en évi-
dence l'influence de ces deux parametres sur la composition de I'extrait par une approche

gualitative basée sur les vibrations d’élongation C-H.

Finalement, la méthode de dosage EFSC/IRTF développée a été validée selon
I'approche novatrice faisant appel aux profils d’exactitude. Les résultats de la validation
indiquent clairement non seulement que cette technique répond aux exigences fixées
pour le dosage de composés dans des matrices complexes mais, et surtout, permet de
quantifier les extraits produits de la sorte avec une exactitude (justesse+précision) en ac-

cord avec celle requise dans le cadre des études ultérieures.

En effet, cette parfaite maitrise en ligne du processus d’extraction en fonction du
pouvoir solvant du CO, supercritique nous permet de caractériser relativement rapide-
ment de nouveaux extraits qui pourront étre utilisés directement dans des études

ultérieures d’efficacité thérapeutique.
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Au cours de ce travail, nous nous sommes focalisés sur I'extraction et le dosage en
ligne de la tagitinine C dans les parties aériennes de Tithonia diversifolia. Toutefois, il se-
rait intéressant de tester de nouvelles molécules cibles d’origine naturelle afin d’évaluer
I'applicabilité du couplage EFSC/IRTF a d'autres matrices végétales. Cependant, des
investigations complémentaires concernant I'influence de la densité du CO, supercritique
sur les caractéristiques spectrales des différentes fonctions nous semblent encore néces-

saires pour mener a bien ce projet.

Cet outil original et rapide pourrait également étre tres utile lors de I'étude en temps
réel de I'évolution d'une réaction chimique en milieu supercritique. En effet, la mesure in
situ permettrait d'obtenir rapidement des informations sur le terme de la réaction mais
aussi sur la formation d’intermédiaires dont la stabilité ne permet pas leur caractérisation
par des techniques en différée. Une application particulierement intéressante de cet outil
serait I'investigation en ligne de la formation de complexes d’inclusion avec des cyclodex-

trines en milieu supercritique.
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Résumé

L’extraction par fluide supercritique fait partie des nouvelles techniques de
préparation d’échantillons solides qui ont émergé au cours de ces dernieres années. Elle
constitue une alternative intéressante aux techniques classiques d’extraction liquide-
solide car le pouvoir solvant du fluide supercritique est ajustable, non seulement par la

température, mais aussi par la pression.

L’extraction par le CO, supercritique de la tagitinine C, lactone sesquiterpénique
photo sensible a I'activité anti-inflammatoire, anti-malarique et anticancéreuse a partir des
parties aériennes de Tithonia diversifolia constituait une application intéressante de ce
procédé et a été sélectionnée comme molécule cible dans le cadre de ce travail. Son
optimisation a impliqué des dosages répétés de I'analyte dont la vibration d’élongation de
la fonction diénone absorbe intensément a des fréquences particuliéres dans le domaine
de l'infrarouge. Aussi, avons-nous tout d’abord développé et validé, dans la premiére
partie de ce travail, une technique IRTF d’analyse en différé sélective, rapide, non
destructrice et sensible fondée sur ses propriétés. Les différents paramétres
(température, pression, quantité de CO,, granulométrie de I'échantillon) influengant le
rendement d’extraction de l'analyte ont pu étre étudiés a cette occasion. Dans les
conditions optimales, nous avons montré que lI'extraction par le CO, supercritique
extrayait rapidement et avec une meilleure sélectivité la tagitinine C tout en conservant un

taux de récupération comparable aux techniques classiques d’extraction.

Parallelement a ces travaux et compte tenu de la photo-dégradation de la tagitinine
C en tagitinine F, la formation de complexes d’inclusion avec la B, 2,6-di-O-méthyle-f3 et la
y-cyclodextrine a été investiguée. Différentes techniques ont été employées pour
caractériser les complexes formés au niveau de la stcechiométrie, de la constante de
formation et de la structure. Aucun effet photo-protecteur significatif n’a été démontré
avec la B et la y-cyclodextrine. En revanche, nous avons mis en évidence une diminution
de la vitesse de la photo-dégradation en présence de la 2,6-di-O-méthyle-B-cyclodextrine.
Malheureusement, celle-ci reste trop limitée pour envisager [utilisation de cette
cyclodextrine pour éviter la dégradation de la tagitinine C lors de son exposition a la

lumiére directe.
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Résumé

Dans la derniére partie de notre travail, nous nous sommes plus particulierement
focalisés sur [linterfacage EFSC/IRTF qui constituait un indéniable défi. Le
développement de l'interfacage a été réalisé a l'aide de fibres optiques en chalcogéne
d’arsenic entre un extracteur a fluide supercritique et un spectrophotométre IR et a ainsi
permis d’effectuer le dosage en ligne de la tagitinine C dans le CO, supercritique aprés
passage de celui-ci au travers d’une cartouche d’extraction contenant la matrice végétale.
Par ailleurs, le développement de cet outil répond parfaitement aux nouvelles approches

(Process and Analytical Technology) préconisées par la FDA.

Le processus d’extraction de lanalyte a pu dés lors étre étudié de maniéere
approfondie et en temps réel en fonction des caractéristiques physico-chimiques du fluide
supercritique et de la durée de I'extraction. L'utilisation de la vibration d’élongation CH
comme marqueur a permis de mettre en évidence I'obtention d’extraits de composition

variable qui pourront étre utilisés directement dans des études d’efficacité thérapeutique.

Enfin, la méthode d’extraction et de dosage en ligne de la tagitinine C a fait I'objet
d’'une validation poussée selon la nouvelle approche faisant appel aux profils d’exactitude
dans un intervalle de dosage allant 500 a 2500 pg. Sur la base des différents profils
d’exactitude obtenus, le modéle de régression linéaire a été choisi pour décrire la relation
concentration-réponse. En effet, ce modéle présentait des valeurs de biais relatif
inférieures a 2%, des valeurs de coefficient de variation ne dépassant pas 4% et des
limites de tolérance comprises dans les limites d’acceptation de +15% sur toute la gamme
de concentration. De plus, le modéle de régression linéaire était en parfaite adéquation

avec la méthode des ajouts dosés.
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Summary

In the last two decades, supercritical fluid extraction processing with carbon dioxide
has emerged as an alternative to the conventional solvent extractions of solid matrices
and especially for the extraction of natural products for foods and medicines. Indeed,
carbon dioxide is an inert, inexpensive, widely available, odourless, environment-friendly
solvent and its solvent strength can be tuned by changing the pressure and temperature

conditions.

In the first part of our work, supercritical fluid extraction of tagitinin C, a known
sesquiterpene lactone which shows significant antiplasmodial and antiproliferative activity,
was investigated using an off-line FTIR method for the determination of this compound in
the aerial parts of Tithonia diversifolia. Different parameters as temperature, pressure,
solvent mass and sample granulometry governing the supercritical fluid extraction process
were optimised. Finally, we demonstrated that the optimised supercritical fluid extraction
gave extraction yields comparable to those of the classical methods of extraction but with

an improvement of the selectivity and a reduction of the extraction time.

At the same time, the formation of inclusion complexes of tagitinin C with -, 2,6-di-
O-methyl-B and y-cyclodextrin was investigated according to its photochemical conversion
into tagitinin F. Several techniques were used to characterize the tagitininC/CyD
complexes in order to understand and to interpret the data obtained from the
photochemical study. This letter mainly showed that the photodegradation rate of tagitinin
C was slowed in presence of 2,6-di-O-methyl-B-cyclodextrin while no significant effect was

observed in presence of - and y-cyclodextrin.

The second part of our work was devoted to the SFE/FTIR interfacing which was a
great challenge. This interface was constructed from a stainless steel cross cell equipped
with chalcogenide-glass infrared fibers. This hyphenated system allowed to determine on-
line tagitinin C in supercritical CO, after this one flowed through the extraction vessel
containing the plant material. Consequently, the extraction process of the analyte was
studied thoroughly and in real time according to the physicochemical characteristics of the
supercritical fluid and to the extraction time. The use of the CH stretching vibration as

tracer allowed to highlight the composition change of extracts which could be used directly
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in studies of therapeutic efficiency. In addition, the development of this tool answers
perfectly the new approaches (Process and Analytical Technology) recommended by the
FDA.

Finally, the extraction and on-line determination method of tagitinin C was
successfully validated using a new approach based on accuracy profiles as decision tool.
On this basis, a linear regression model was chosen for the calibration curve. Regarding
trueness, precision and accuracy, mean measured values were close to the theoretical
concentrations (lower than 1.6%) and the RSD values were relatively low (less than 4%
for the middle of the range). Moreover, the method was found to be accurate as the two-
sided 95 % beta-expectation tolerance interval did not exceed the acceptance limits of 85

and 115 % on the concentration range from 500 to 2500 ug
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