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Analyse par chromatographie
gazeuse de mélanges
racémiques au moyen de
cyclodextrines peralkylées

Claude Saturnin®) , Raffaele Tabacchi?)* et Andreas Saxer®)

Abstract. Chromatographic performances of chiral capillary columns obtained by
dilution in OV 170] of permethylated and perpropylated B-cyclodextrine or the mixture
of the two are compared. Attention has been paid to reproducibility of chromatographic

properties after long storage under He.

Introduction

L’importance de la chiralité dans les
systémes biologiques, ajoutée aux exigen-
ces légales visant  vérifier les différences
d’activités entre les émantiomeres, impo-

sent la disponibilité de moyens fiables et
rapides, 2 méme d’établir la pureté opti-
que.

L’avenement des colonnes chirales a
base de cyclodextrines substituées, a mar-
qué un progres décisif, grice aux travaux
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de Schurig et son groupe [1][2], Konig et
son groupe [3-3], Armstrong et son grou-
pe [6][7] entre autres. De telles analyses
sont de ce fait devenues routiniéres.

Cependant, des problémes subsistent.
Le mécanisme de la résolution reste mal
connu [8][9], et un changement de colon-
ne demeure nécessaire pour réaliser cer-
taines séparations. Enfin, se pose la ques-
tion de la reproductibilité des résultats, en
particulier aprés le stockage plus ou moins
prolongé€ des colonnes. S’agissant de ce
dernier point, Bicchi er al. [10] font état de
variations parfois notables en ce qui con-
cerne le temps de rétention, la température
minimum de travail, et la faculté de sépa-
ration. Ils constatent 1’indépendance de
ces phénomenes du pourcentage de cyclo-
dextrine perméthylée présent dans la co-
lonne et de I’épaisseur du film.
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Fig. 1. Gaz vecteur He, colonne B, longueur 25 m, d.i. 0,2 mm, épaisseur de film 0,15 um. a, b) 107 KPa, 409; ¢) 83 KPa, 459, d) 107 KPa, 70°; ¢) 83
KPa, 450; f) 63 KPa, 700, Temps de retention en min
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Fig. 2. a) Gaz vecteur He, colonne A, longeur 25 m, d.i. 0,3 mm, épaisseur de film 0,3 mm, 105 KPa, 709; b) mémes conditions que a sauf la température
750; ¢) gaz vecteur He, colonne B, 105 KPa, 400; d) gaz vecteur He, colonne A, 62 KPa, 800; ¢) gaz vecteur He, colonne B, 60 KPa, 70°; f) gaz vecteur
He, colonne A, 62 KPa, 1009; g) gaz vecteur He, colonne B, 60 KPa, 709
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Resultats et discussion

De toutes les j3-cyclodextrines (j3-CD)
peralkylees, la permethylee (colonne A, v.
partie exper.) est de loin la plus utili see
[11[1]0a2].

Les colonnes realisees au moyen de
cette substance diluee dans OV 1701, en
general draison de 10% par poids, presen-
tent l'inconvenient d'avoir une mauvaise
efficacite en dessous de 75°, due @ son
point de fusion eleve. Pour obvier d ce
defaut et aussi obtenir d'autres selectivi-
tes, Konig etal. [13] proposent l'usage du
derive perpentyle.

Nous avons pour notre part choisi la
perpropylation  (colonne B). Les colonnes
ainsi obtenues possectent une bonne selec-
tivite et efficacite des 25°, ce qui constitue
un avantage pour l'examen des produits
tres volatils. Ainsi, un grand nombre de
melanges racemiques deviennent analy-
sables d des temperatures n'excedant par
70° (jig. 1). Ces colonnes se pretent a
I"'examen de composes non ou difficile-
ment separes sur la j3-CD permethylee
(colonneA)  (jig. 2). Lesfig. 2a, 2bcompa-
rees d 2c mettent bien en evidence le
manque d'efficacite de la colonne A aux
basses temperatures. Un exemple remar-
quable de la selectivite de laf3-CD perpro-
pylee est celui du 2-(hydroxymethyl)-5-
methy Itetrah ydrofurane.

Pour son analyse, Romer et al. [14]
utilisent des colonnes de 50 m renfermant
I'0;- ou la j3-CD permethylee, ou un me-
lange des deux. Des quatre pics attendus,
seuls trois sont obtenus par I' usage de laj3-
CD permethylee.

La colo nne B permet une meilleure
resolution @ 45° (jig. 3).

Dans une tentative d'associer les parti-
cularites de la j3-CD permethylee d'une
partet perpropylee d' autre part, nous avons
procede au melange de ces deux entites en
quantite equimolaire dans un meme co-
lonne (colonne C, dite mixte).

RelativemenU\ 1'OV j 701, nous intro-
duisons en poids 17,3% de permethyleeet
25,24% de perpropylee. A titre d'illustra-
tion, trois exemples de separation sont
presentes (jig. 4).

Dans un but comparatif, differents me-
langes racemiques ont ete examines sur
les colonnes A, Bet C. Lesfig. 5-8 repre-
sentent quelques-uns des resultats obte-
nus. La consideration de I'ensemble des
substances  soumises d chromatographie
surces trois colonnes permetd'etablirque
les melanges racemiques resolus sur la
colonne A le demeurent sur la mixte. Par
contre, parmi les melanges separes sur B
mais pas sur A seuls ceux qui I'etaient
avec un grand facteur de separation le
restent.

Le tableau fournit I'explication de ce
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.30

Fig. 3. Ga:. I'ecteur He,
eolonne B. 83 KPa. 450

Fig. 4. Gaz veeteur He, colonne C, longueur 25 m, d.i. 0,2 mm, epaisseur defilm 0,] 51Im; a, c) 104
KPa, ]30°; b) /05 KPa, 1000

Tableau

% en polds de ~

% en poid~ de ~

molalit;

D penneth I'e
D perpropyl~e

penn.:thylce
Perpropylee

olonne lonne B Colonn
10 17,
42, 25,24
0.070 0.12
0.212 0D
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Fig. 5. Gaz vecteur He; a) colonne A, 65 KPa, 130°C; b) colonne B, 107 KPa, 1300C; c) colonne C, 104 KPa, 1300
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Fig. 6. Gaz vecteur He; a) colonne A, 65 KPa, 130°; b) colonne B, KPa, 1300; c) colonne C, 104 KPa, 1300
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Fig. 7. Gaz vecteur He; a) colonne A, 66 KPa, 1300; b) colonne B, 45 KPa, 709; c) colonne C, 105 KPa, 1200
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Fig. 8. Gaz vecteur He; a) colonne A, 65 KPa, 120°; b) colonne B, 107 KPa, 900; c) colonne C, 104 KPa, 115

comportement. La molalité de la f-CD
perméthylée dans la colonne C est 1,78
fois celle dans A, d’ou le maintient du
pouvoir séparateur. A I’inverse la concen-
tration de la B-CD perpropylée est 2,4 fois
inférieure dans la colonne C comparée ala
B.

Il en résulte une moindre aptitude a
séparer les mélanges présentant un faible
o sur la colonne B.

En conclusion, un ajustement judicieux
de la proportion des cyclodextrines utili-

sées, devrait permettre de conjuguer les
performances des colonnes A et B en une
seule. Les colonnes a base de B-CD per-
propylée, mixte ou non, montrent une bon-
ne reproductibilité des performances chro-
matographiques: temps de rétention, réso-
lution, température minimale admissible.
Ces performances se révelent non affec-
tées apres usage prolongé ou stockage
répété pendant un, deux mois, Sous atmos-
phére d’hélium.

Compte tenu des fluctuations signa-

1ées par Bicchi et al.[10], on peut attribuer
ce comportement a une meilleure solubili-
té et stabilité de la B-CD perméthylée dans
le mélange OV 1701, 3-CD perpropylée.

Conclusion

L’usage du dérivé perpropylé élargit Ia
possibilité d’analyser des mélanges racé-
miques volatiles. Son association au per-
méthylé en proportion convenable ouvre
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d'interessantes perspectives. D'autres
combinaisons  de cyclodextrines  substi-
tuees peuvent etre envisagees. De telles
investigations  sont poursuivies dans nos

laboratoires.

Partie experimentale

Generalites. La f3-CO et les solvants utilises
dans Jes syntheses ont ete seches prealablement,
et Jes purifications chromatographiques realisees
sur gel de silice 60 Merck (0,06-0,2 mm). Les
spectres RMN ont ete enregistres dans COCI3 sur
Brucker AMX 400, en utilisant Je TMS comme
reference interne.

Preparation des colonnes. Les colonnes en
verre Pyrex, longueur 25 m, d.i. 0,2 mm et 0,3 mm
sont preparees (traitement acide, rinyage, deacti-
vation au moyen d'un melange HMDS/OPTMDS
111) selon le protocole etablit par Grab etal. []2].
Le depot de la phase stationnaire est fait par la
methode statique, a partir d'une soln. de f3-CO

temperature suivante: 50-230°, 1°/min. La temp.
max. est maintenue pendant] O h.

Synthese de la [3-CDperrnethylee et perpro-
pylee. Ces syntheses sont faites selon Jamethode
decrite par Szejtti et al. [15], en utilisant le iodure
de methyle et le bromure de propyle respective-
ment.

La [3-CDpermethylee, est purifiee par recris-
tallisation dans CHC]lligroine,  puis cyclohexa-
ne (85%) (p.f. 151-153°). IH-NMR: 5]3 (d,
1(1,2) = 3,5, 7 H-C(I »; 3,65 (s, 7 CHp-C(2));
3,5] (s, 7 CHp-C(3», 3,39 (s, 7 CHP-C(6».
13C-NMR: 99,55 (CO », 82,65 (C(2»;, 82,36
(C(3)); 80,90 (C(4»; 72,00 (C(5»; 71,52 (C(6»;
62,03 (CHp-C(3»; 59,54 (CHP-C(6»; 59,09
(CHp-C(2)).

La purification de la f3-CD perpropylee est
realisee au moyen de gel de silice Merck 60
(0,06-0,2 mm), avec pour eluant le melange
acetone/ligroine  1/5 (vlv), et]a caracterisation par

NMR: IH, 13C,DEPT ]35, DEPT 90, COSY
H,H. Il s'agit d'une huile tres visqueuse: 80%.
IH-NMR: 5,21 (d, 1(1,2)= 3,4, 7 H-C(1»; 4,0-

3,36 (n, 7 H-C(3), 7 H-(4), 7H-C(5), 7 CHy6),

peralkyll~e et d'OV 1701 [1] dans CH,C1, en 2] CHp '»; 3,23 (dd,1(23) =9,7,1(122) =34,
concentration  appropriee. Trois colonnes sont 7 H-C(2»; 1.7-1.52(m, 2 CHil'»; 0,95-0,82
conyues: (8t,J =7,4 chacun, 2] CHP'».  13C-NMR: 98,60
¢ 1 llne 10~ 8- D pennethylee dans [70/.  £0.3.Itl. d.i. 0.3 mm

col nn 42% f3- D perpropylee dan. 0 /70/.df 0.1 131 d.L 0,2 mm

¢ lonne 2 %f3- Dperpr pyl .17. %f3- Dpennelhyl edan~OV/70/.dfO,15

Jui d.i. 0,2 mm

Les analyses sont realisees au moyen d'un
chromatographe HP 5890, equipe d'un detecteur
FIO avec pour gaz vecteur He. Chaque colonne
estconditionnee  en utilisant]a programmation de

(C(1)); 81,06 (C(2»; 80,87 (C(3»; 78,83 (C(4»;
76, 1 (C(5)); 73,70, 73,64, 71,95, 70,11 (C(I ',
(C(6)); 24,07, 23,99, 23,5] (C(2»; 11,26, 11,10,
10,97 (C(3.
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Nitrogen-Containing Aromatic

Compound from

the Culture

Medium of Penicillium
chrysogenum THOM

Meilleko C. Dai, Raffaele Tabacchi*'and Claude Satumin

Abstract. Investigation of the culture medium of Penicillium chrysogenum THOM
(contaminant  of two strains of Ceratocystis fimbriata) led to the isolation of the
sesquiterpene PR toxin (1) and 2-[(2-hydroxypropionyl)amino]benzamide (2) which

have never been isolated as a natural product.
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Introduction

Fungal contamination of Ceratocystis
ulmi, responsible for the Dutch elm dis-
ease, with Penicillum brevi-compactum
was observed to inhibit the growth of
Ceratocystis ulmi [I). We have recently
observed fungal contamination of two
strains of Ceratocystis fimbriata platani
which is responsible for the plane tree
cancer disease. The fungal contaminant
was later identified as Penicillum ChlYS-
ogenumTHoM. Althoughitis not yet known
whether P. chrysogenum THOMid inhibit
the growth of C.fimbriata, its propagation
was far more rapid and, therefore, had
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