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Introduction

Les médicaments chiraux sont constitués de molécules de méme structure chimique mais
avec un arrangement tridimensionnel différent, appelés énantiomeres. L’examen des
Oéme

différents médicaments chiraux commercialisés au 2 siécle, montre qu’il s’agit le plus

souvent de mélanges racémiques constitués d’égales proportions des deux énantiomeres.

Les deux énantioméres dun médicament chiral peuvent avoir des propriétés
pharmacologiques, toxicologiques et pharmacocinétiques (absorption, distribution,
métabolisme et excrétion) différentes. L'exemple le plus marquant de ces différences
d’'activité est celui de la commercialisation de la Thalidomide (mélange racémique) dans les
années 1950. Médicament prescrit comme anti-nauséeux et sédatif chez la femme enceinte,
il engendra de nombreuses malformations chez les nouveau-nés. Cet effet tératogéne a été

attribué a un des énantioméres de la thalidomide.

Aprés cette tragédie sanitaire, une sensibilisation de I'industrie pharmaceutique se fit sentir
et les autorités reglementaires du médicament mettent alors en place des lignes directrices
pour introduire 'analyse des propriétés de chaque énantiomére par les industriels du secteur
pharmaceutique. Si cette analyse conduit a des différences de comportement
pharmacologique, toxicologique et / ou pharmacocinétique significatif, le développement de
I'énantiomére seul devient évident. De plus, un essoufflement du développement de
nouveaux médicaments est observeé, lié certainement au colt de la recherche et
développement qui a doublé entre les années 1950 et le début des années 2000. La plupart
des brevets des médicaments expirent et pour lutter contre la concurrence du marché des
génériques, les laboratoires pharmaceutiques développent la stratégie du « chiral switch ».
Le « chiral switch » consiste a développer un énantiomére d’'un médicament racémique déja

commercialisé dont le brevet arrive a expiration.

Ainsi, pour des raisons thérapeutiques mais également reglementaires et économiques, les
composés chiraux ont joué un rdle important dans le développement de nouveaux
traitements dans les vingt derniéres années. Entre 2000 et 2009, 85 % des médicaments
chiraux qui ont été approuvés pour étre commercialisés sont des médicaments sous forme
d’un seul énantiomére. Cing des six médicaments les plus vendus dans le monde en 2007
sont des médicaments sous forme d'un seul énantiomere : Lipitor® (R,R), Plavix® (S),
Nexium® (S), Advair® (S) et Diovan® (S).



Pour répondre a la demande de mise sur le marché d’énantiomére seul, les industries
pharmaceutiques ont di investir dans le développement de techniques de fabrication a
grande échelle. Deux grands procédés sont aujourd’hui sur le marché : la séparation chirale
a partir de techniques chromatographiques continues (le procédé du lit mobile simulé et le
procédé Varicol® notamment) et la synthése asymétrique, particulierement la catalyse

asymeétrique avec l'utilisation de catalyseurs naturels (enzymes) ou artificiels (métalliques).
Pour rester compétitifs, ces systémes ont connu de nombreuses améliorations pour

augmenter leur performance en termes de pureté et de productivité et pour réduire les colts

d’utilisation de ces méthodes a I'’échelle industrielle.
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Partie I : La notion d’« énantiomere » et
intéret de la fabrication de principes
actifs sous forme d’un seul énantiomere

1. Chiralité et énantiomeres

1.1. Chiralité et carbone asymétrique

La chiralité dérive du grec ch[e]ir, qui signifie main.
La chiralité constitue la propriété géométrique d’'un objet (ou d’'une molécule) de ne pas étre
superposable a son image dans un miroir. Deux exemples de chiralité pour des objets (les

mains) et des molécules (I'acide tartrique) sont présentés en Figure 1 et Figure 2.

Figure 1 : La chiralité appliquée aux mains

COOH COOH
H=——0H HO=—H
HO H H OH
COOH LCO0OH
acide L-[+j-tartrique (naiurel] acide D-{-}-artrigue

Figure 2 : La chiralité appliquée a I’acide tartrique

Dans le cas des molécules organiques, si un atome de carbone posséde quatre atomes ou
groupes d’atomes tous différents, ce carbone est dit « asymétrique » et constitue un centre
de chiralité. Ainsi une molécule chirale posséde toujours au moins un carbone asymétrique.
Ce carbone est toujours marqué d’une étoile pour le différencier des autres atomes de
carbone (exemple des carbones asymétriques du glycéraldéhyde, marqués d’une étoile en

Figure 3)
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H-C=0
H-*C-0H
CH.OH

- Glycéraldéhyde

II |
| H-C=0
|

|
| HO-*C-H
| | |
[ CH,OH

|
1
|
= LeGlveérnldéhyde

Mirair

Fiqure 3 : Les carbones asymétriques du D- et L- glycéraldéhyde

Par définition, une molécule chirale ne possede donc aucun élément de symétrie (ni centre

de symétrie, ni axe de symétrie, ni plan de symétrie).

A linverse, si un objet est superposable a son image dans un miroir et s’il posséde un
élément de symeétrie, il est qualifié d’achiral [PANICO R. & al., 1995]. Dans la molécule de 2-
méthoxypropane (Figure 4), le plan de la page divise la molécule en deux parties identiques
et les deux représentations de la molécule sont I'image miroir 'une de l'autre. Ainsi, le 2-

methoxypropane est une molécule achirale.

5
=
cHyC— OCH:

H

£
CH0—C
\"CH;
CH;,

Figure 4 : L'achiralité appliquée au 2-méthoxypropane

1.2,

Les énantiomeres : caractérisation et propriétés

En effet, de la définition de chiralité découle la notion d’énantioméres : « Se dit d’'une des

entités moléculaires qui sont I'image l'une de l'autre dans un miroir et qui ne sont pas
superposables » [PANICO R. & al., 1995]. Le terme « énantiomére » s’emploie uniquement
pour des molécules, le terme « énantiomorphe » se référe a des objets. Dans les exemples

présentés en Figure 1 et en Figure 2, la main gauche et la main droite forment un couple
un couple

d’énantiomorphes,

d’énantioméres.

lacide L-(+)-tartrique et

lacide D-(-)-tartrique sont

Les énantioméres sont des stéréoisomeéres, c'est-a-dire des molécules ayant la méme

formule moléculaire mais dont I'arrangement dans l'espace est différent [SWEET M.J.,
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2009]. Dans la plupart des cas, deux énantioméres possedent les méme propriétés
physiques (température de fusion et d’ébullition, masse volumique) et chimiques. La seule
différence entre ces deux molécules est I'activité optique ou pouvoir rotatoire qui a la méme
valeur numérique pour les deux entités mais de signe opposé, propre aux molécules

chirales, les molécules achirales ne possédant pas d’activité optique.
Par exemple, dans le Tableau I, on voit que la température de fusion TF, la densité d et la

solubilité¢ des deux énantiomeéres de l'acide tartrique sont identiques alors que le pouvoir

rotatoire [a] est différent (méme valeur numérique mais de signe opposé).

Tableau | : Quelques propriétés physico-chimiques de I’acide tartrique

[DUPUIS G., 2012]

Composé TF (°C) Densité d | Solubilité (2/100 g) | [4] (>.dm™.g " .em’)
(2R, 3R)-tartrique 170 1,76 147 +12
(25, 35)-tartrique 170 1,76 147 _12

1.2.1. Définition de I'activité optique (ou pouvoir rotatoire)

L’activité optique est la capacité d’'une molécule a modifier l'orientation d’'un plan de
polarisation de la lumiéere. Dans la lumiére polarisée plane, le vecteur champ électrique varie
périodiquement en amplitude mais demeure dans un plan qui posséde une orientation
constante. Apres la traversée d’'un « milieu optiquement actif » (exemple : un énantiomeére),
l'orientation de ce plan est modifiée d'un angle a (Figure 5). Dans des conditions

expérimentales données, cet angle a est caractéristique de chaque composé optiquement

actif.
o
= — S = 1
y 4 \ \ ’ \ 1/
/[ \ 7 \ 7 ' / A
\v :’/ \ ' \ ' \ 1IN
| [/ \ I \ ] \ N e
/ i | 1 \ i W LA To
\ 1 i 1 | r 1 s
N / \\ | \ i \ i Vi r
o \ \ I \ : NI
& / \ 7 ’ XN/
.6 5 &S 7 AN
S 4 -~ ~r
source lumiére polariseur lumiére cuve contenant I'échantillon lumiére analyseur
monochromatique non polarisée polarisée du composé chiral polarisée

Figure 5 : Mise en évidence de I’activité optique d’'un composé chiral

Deux énantioméres ont des activités optiques identiques en valeur absolue mais de signe

Opposé.
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L’angle de rotation a permet de définir le pouvoir rotatoire spécifique avec la loi de Biot :
o

[a]=1=%c¢

3

Equation 1 : Loi de Biot

Avec : [a] = pouvoir rotatoire spécifique dans des conditions expérimentales données
(température, nature du solvant, longueur d’onde de la lumiére utilisée)
a = angle de rotation observée
| = longueur du trajet de la lumiére dans la solution (en dm)
¢ = concentration en substance active (en g/cm®)

1.2.2. Découverte de I’énantiomérie

En 1811, ARAGO initie I'étude des milieux chiraux en découvrant ce qu’on appelle
aujourd’hui l'activité optique du quartz cristallin [ARAGO F., 1811]. Quatre ans plus tard,
Jean-Baptiste BIOT met en évidence le méme phénomene dans des liquides organiques
(comme l'essence de térébenthine, des solutions de camphre ou des huiles de citron), et
prouve que l'activité optique peut avoir une origine moléculaire [BIOT J.B., 1815]. Par la
suite, il observe cette propriété sur de nombreux autres produits, parmi lesquels des
solutions de la seule forme d’acide tartrique connue a I'époque, 'acide tartrique droit (a cette
époque, on qualifiait les deux énantioméres d’'un mélange racémique de composé « droit »
et « gauche ») [BIOT J.B., 1832].

En 1820, KESTNER, un industriel spécialisé dans la fabrication de I'acide tartrique a partir
de sous-produits du vin, obtient accidentellement, un produit jusqu’alors inconnu, de méme
composition que l'acide tartrique mais sans activité optique [BIOT J.B, 1832]. Ce produit
inconnu sera appelé acide racémique (« acide du vin ») par GAY-LUSSAC. En 1848,
KESTNER confie un échantillon d’acide racémique a Louis PASTEUR. En faisant cristalliser
le sel de sodium et dammonium de cet acide, Pasteur obtient deux types de cristaux
dissymétriques et images 'un de I'autre dans un miroir mais non superposables. En testant
leur pouvoir rotatoire en solution, il s’apergoit que les cristaux droits ont les mémes
propriétés de rotation que l'acide tartrique droit [PASTEUR L., 1848]. Il identifie alors le
composé droit extrait de I'acide racémique a I'acide tartrique droit. |l s’apercoit de plus que
les cristaux gauches ont une rotation exactement opposée a celle des cristaux droits. |l
suppose alors que les deux composés de I'acide racémique qu’il a séparés ne different que
par des structures images l'une de lautre dans un miroir : il introduit le concept de

dissymétrie moléculaire.
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1.2.3.

Représentation et nomenclature

La représentation de la configuration des énantiomeres fait appel a la convention de Fischer

et de Cahn-Ingold-Prelog (ou régle des séquences) :

La convention de Fischer : les liaisons horizontales et leurs substituants sont au-
dessus du plan alors que les liaisons verticales et leurs substituants sont en-dessous
du plan

La regle des séquences de Cahn, Ingold et Prelog : les substituants fixés sur le
carbone asymétrique sont classés dans un ordre de priorité : OH>CHO>CH,OH>H
par exemple pour le glycéraldéhyde (Figure 6). On obtient des dérivés R (Rectus) si
les substituants sont dans le sens des aiguilles d’'une montre et S (Sinister) s’ils sont

dans le sens inverse.

cHO
H=—Z—=0H

CH,OH
@

CHO

Hjl—OH

CH,OH

D-{+)-glycéraldéhyde

®

b
CHO
d | (A}
H (51

i 2%
aH0”  CH,OH
R-{+)-glycéraldehyde

@

HO =

1y
I
o
=

Qm

=4
&)

[=]

= =

®

CHO
HO—'— H
CH,OH

L-{-}-glycéraldehyde
@
/—

CHO

|
rs:c M/

o
HOH,”  Noy
&-{-}-glycéraldéhyde

®

Figure 6 : Représentation des énantiomeéres du glycéraldéhyde selon la convention de

Fisher et selon la regle des séquences de Cahn, Ingold et Prelog

Il existe deux nomenclatures possibles pour qualifier deux énantiomeéres :

Une nomenclature rend compte du pouvoir rotatoire des énantiomeéres :
'énantiomére déviant la lumiére polarisée a droite est dit « dextrogyre », il est
représenté par (+) ou (d) et I'isomére déviant la lumiére polarisée a gauche est dit
« lévogyre », il est représenté par (-) ou (l)

Une nomenclature reflete la configuration absolue de la molécule définie selon la
regle des séquences de Cahn, Ingold et Prelog. Les préfixes R et S sont utilisés pour
rendre compte de la configuration absolue de la molécule en ce qui concerne ses

centres chiraux [CLAUDE M. & BARGMANN-LEYDER N., 2001]
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Le mélange équimolaire des deux énantiomeres en quantités égales, appelé mélange
racémique, ne dévie pas la lumiere polarisée ; il est représenté par (+), (d,l) ou (R,S).

1.3. Diastéréoisomeres

Si une molécule posséde deux carbones asymétriques, chacun d’eux peut se retrouver dans
la configuration R ou S, ce qui implique qu’il existe quatre combinaisons donc quatre
stéréoisomeres possibles : R,R; R,S; S,R; S,S. Les molécules R,R et S,S constituent un
couple d’énantioméres ainsi que R,S et S,R car elles sont I'image I'une de l'autre dans un
miroir. En revanche, les autres couples possibles qui ne sont pas I'image I'un de 'autre dans
un miroir, constituent des cas de diastéréoisomérie : RR et R,S; RLRet SR; S,SetR,S;
S,S et S,R (Figure 7).

[R &} #——= |5 R|

Ay v B

i "

L L

-

c” *o =& @ gnantioméres
[AA] #—— = [55 = = digstéraoisomares
Emample

Kliroir
Hyt H / [l R/Cr*

Mirair
H CH, HaC: H
el / E‘E/
C i ey
e R/ OH Hye 577 OH
c =

Figure 7 : Relation existant entre les quatre confiqurations absolues d’une molécule

comportant deux centres d’asymétrie

[CLAUDE M. & BARGMANN-LEYDER N., 2001]
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2. Les énantioméres dans I'industrie pharmaceutique

2.1, Propriétés pharmacologiques et activité biologique

Au début du 20°™ siécle, Ehrlich démontre importance des rapports entre la structure d’une
substance médicamenteuse et son activité avec lintroduction de la notion de récepteur
chimique. Les récepteurs chimiques présentent une configuration spatiale tridimensionnelle
bien définie et asymétrique, si bien que dans le cas de médicaments chiraux, les interactions
entre le médicament et le récepteur sont favorables pour I'un des deux énantioméres et non
pour les deux [KIRKIACHARIAN S., 2005].

Souvent un seul énantiomére, I'énantiomére actif, a une activité pharmacologique alors que
lautre énantiomére est inactif et peut au contraire conduire a lapparition d’effets
secondaires. Ainsi, cet énantiomére toxique peut étre considéré comme une impureté
importante (50 %) d’'un mélange racémique selon ARIENS (1984). Ariens (1918-2002),
pharmacologiste hollandais et professeur a l'université catholique de Nijmegen (Pays-Bas)
apporta une contribution importante dans la compréhension des fonctions des récepteurs
biologiques et des interactions ligands-récepteurs et dans le domaine de la stéréochimie en
thérapeutique.

En effet, les activités biologiques de deux énantioméres peuvent étre différentes comme le
montrent les différents exemples de la Figure 8 [KAGAN H., 2003].

i L_E 3 CHy : C!.l-lv. QH¢
; /\aﬁ\/N CHy | HyC™ \"'“)"'\ CoHls
: T CeHP beoeH, : t.H000" CTaHs
propoyphand 5. & )-propoxyphens
(R} (S )=limonéana
analgésigus anti-toux
e odaur da citron :
thalidomide { R Hhalidomide
sian! teratoodne

Figure 8 : Activités biologiques différentes de couples d’énantioméres, quelques
exemples

[KAGAN H., 2003].
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2.1.1. Nomenclature : eutomere et distomere

Sur le plan thérapeutique, un eutomére (E) définit 'énantiomére dont I'activité biologique est

la plus forte ou dont I'affinité relative de liaison a un récepteur biologique ou une enzyme est

la meilleure ; par opposition, un distomére (D) représente un énantiomere dont I'activité

biologique est la moins forte ou dont l'affinité relative de liaison a un récepteur biologique ou

une enzyme est la plus faible ou nulle.

Ainsi, différents cas de figure peuvent se présenter au cours de I'étude des relations entre la

chiralité et I'activité biologique d’'un médicament ou de tout autre principe actif :

Les énantiomeres présentent qualitativement et quantitativement la méme activité
(Prométhazines (+) et (-), Antihistaminiques H1)

Les énantioméres possédent qualitativement le méme type d’activité mais
d’intensités différentes : lls ont la méme activité biologique mais I'affinité de fixation
au récepteur est plus importante pour un des énantiomére, on parle donc
d’interactions stéréosélectives (exemple : L’énantiomére (R) de I'adrénaline est plus
vasoconstricteur que I'énantiomére (S))

Un des deux énantioméres est 'eutomere tandis que l'autre est inactif (exemple :
dans le cas de l'ibuproféne, l'action antalgique et antirhumatismale est présente
exclusivement chez I'énantiomére (S), I'énantiomére (R) ne posséde pas ces actions
mais n’est pas toxique, d’ou la commercialisation du mélange racémique)

Un des deux énantioméres est 'eutomére tandis que l'autre est toxique (exemple :
dans le cas de la Iévodopa, précurseur de la dopamine utilisée dans le traitement de
la maladie de Parkinson, seul 'énantiomeére (S) est retenu car I'énantiomere (R) est
toxique (risque d’agranulocytose), cas de la thalidomide développée en 2.1.2)
[KAGAN H., 2003].

2.1.2. Latragédie sanitaire de la thalidomide

La thalidomide (mélange racémique) est un médicament utilisé durant les années 1950 et

1960 comme sédatif et anti-nauséeux notamment chez les femmes enceintes. Apres

quelques années de commercialisation, de nombreuses malformations chez les nouveau-

nés ont été attribuées a 'usage de la thalidomide (Figure 9).
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Figure 9 : Photographie d’enfants atteints de malformations suite a la prise du

médicament thalidomide par leurs méres

[LINGHAM, 2000]

Une étude pharmacologique sur des animaux a démontré que cette activité tératogéne était
essentiellement due a I'énantiomere (+) alors que I'activité anti-nauséeuse et sédative était
portée par I'énantiomére (-). Des études plus récentes ont démontré que la thalidomide se
racémise (transformation en mélange racémique) aisément dans le sang, ce qui montre que

méme I'emploi thérapeutique de la (L)-thalidomide était voué a I'échec [KAGAN H., 2003].

La thalidomide (mélange racémique) est aujourd’hui utilisée dans le traitement de
nombreuses tumeurs cancéreuses. Cependant le rapport européen public d’évaluation de la
Thalidomide (CELGENE) énonce clairement les précautions d’emploi de la thalidomide liées
a ses effets tératogénes : pas de prise de ce médicament ni pour les femmes enceintes, ni
pour les femmes susceptibles de devenir enceintes si elles ne prennent pas les mesures
nécessaires pour s’assurer de ne pas étre enceinte avant, pendant et peu aprés la prise du
traitement, ni pour les femmes qui ne respectent pas les mesures de contraception exigées
[EMA].
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2.2, Fabrication industrielle de principes actifs sous forme d’un

seul énantiomere

2.2.1. Législation autour de I'activité pharmacologique et toxicologique

des énantiomeéres

La tragédie sanitaire de la Thalidomide a eu des répercussions importantes sur l'industrie
pharmaceutique en mettant I'accent sur la prudence nécessaire a la commercialisation d’'un
médicament racémique. La Food and Drug Administration et 'Agence Européenne des
Médicaments, autorités sanitaires réglementaires américaine et européenne, ont mis en
place des lignes directrices au début des années 1990 pour définir les conditions d’analyse
des énantioméres [FDA, 1992] [EMA, 1993]. Dans le cas ou l'étude des propriétés
pharmacocinétiques (absorption, distribution, biotransformation et excrétion), des activités
pharmacologiques (qualitatives et quantitatives) et des effets toxicologiques conduisent a
des différences importantes, le développement de I'énantiomére seul devient évident. Avec
le développement des technologies de fabrication d’énantiomére par séparation chirale a
grande échelle et par synthése asymétrique, la production commerciale d’énantioméres

devient possible.

Cette législation incite les laboratoires pharmaceutiques a commercialiser les médicaments
sous forme d’'un énantiomére et donc a savoir préparer un principe actif sous forme d’un seul
énantiomeére. Diverses méthodes ont été mises a disposition et améliorées au fur et a

mesure des années pour permettre cette pratique [KAGAN H., 2003].
2.2.2. Le « chiral switch »

Depuis une dizaine d’années, les brevets couvrant les médicaments sous forme de mélange
racémique expirent, laissant place a la mise sur le marché des génériques de ces
médicaments. Pour lutter contre cette concurrence des génériques, les entreprises
pharmaceutiques ont commercialisé un des énantiomeres du médicament racémique Cette
stratégie est appelé « chiral switch » et a été entreprise par les laboratoires Astra Zeneca
pour la spécialité Prilosec® (Oméprazole sous forme de mélange racémique). Ces derniers
gardent ainsi le monopole de leur produit en développant le médicament gastrointestinal
Nexium®, Esoméprazole, énantiomeére (S) de 'Oméprazole (Figure 10). L’énantiomére (S)
de 'Oméprazole est plus efficace que 'Oméprazole (mélange racémique) en raison de son
métabolisme hépatique, plus faible que celui de 'Oméprazole. Cette technique permet de

rester compétitif face a la mise sur le marché des différents génériques.

20



MeD

Me

{S)-cnantiomer
Mexium

MeO

O M. .=
Me

{5 }-raccmate
Prilosec

Fiqure 10 : « Chiral switch » de ’'Oméprazole commercialisé par AstraZeneca® : sous

forme de mélange racémique (Prilosec®) et sous forme de I’énantiomére S (Nexium®)

[SWEET M.J., 2009].

Les raisons du « chiral switch » sont diverses :

e Des effets indésirables génants voir graves peuvent étre observés dans le

médicament racémique mais pas avec I'’énantiomere seul

e Le développement des technologies de fabrication des énantioméres purs peut

encourager les

d’énantiomére seul

laboratoires a commercialiser

le médicament sous forme

e L’activité est portée par un seul des énantioméres

e Seules des études de

bioéquivalence

notamment pharmacologiques et

toxicologiques sont nécessaires pour la mise sur le marché de I'énantiomére seul

[HUTT A.J., VALENTOVA J., 2003]

Quelques exemples du « chiral switch » sont présentés dans le Tableau Il, Tableau Il et en

Figure 11.
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Tableau Il : Quelgues médicaments du « chiral switch » et raisons associées

[HUTT A.J., VALENTOVA J., 2003] [NERKAR A.G. & al., 2011]

Médicament

énantiopur

Actions / Indications

Raisons de la commercialisation de I'énantiopur

Dexketaproféne
(Enantiomeére S)

Anti-inflammatoire
non stéroidien (AINS)

Action pharmacologique réside dans I'énantiomére S.
Réduction de la dose administrée par rapport au
mélange racémique

Dexibuproféne
(Enantiomeére S)

AINS

Action pharmacologique réside dans I'énantiomére S.
Réduction de la dose administrée par rapport au
mélange racémique

Esoméprazole
(Enantiomére S)

Inhibiteur de la

pompe a proton (IPP)

Diminution du premier passage hépatique et
augmentation de la biodisponibilité par rapport a
I'énantiomere R. Durée d’action plus longue qu’avec le
mélange racémique. Réduction de la variabilité de

réponse « inter-patients »

Levofloxacine
(Enantiomére S)

Antibiotique

Activité plus importante de I'’énantiomére S par rapport

au mélange racéemique

Levobupivacaine
(Enantiomére S)

Anesthésique local

Réduction de la cardiotoxicité liée a I'énantiomére R

(S)-Kétamine
(Enantiomére S)

Anesthésique

Enantiomére S plus actif et réduction des effets
secondaires liés a I'énantiomére R (effets post-

anesthésique : hallucinations, agitation)

Levocetirizine
(Enantiomeére R)

Antihistaminique H1

Inactivité pharmacologique de I'énantiomére S et

réduction des effets indésirables liés a 'énantiomére S

Cisatracurium
(Enantiomére
1R,2R,1'R,2'R)

Relaxant musculaire

L’énantiomére seul est trois fois plus actif que le

mélange racémique. Réduction de la dose administrée

(R)-Salbutamol
(Enantiomeére R)

Agoniste B2

Activité bronchodilatatrice supérieure a celle du

mélange racémique

(R,R)-
Méthylphénidate
(Enantiomeére R,R)

Trouble
d’hyperactivité

Action dix fois plus importante qu’avec I'énantiomére
(S,S). Méme activité qu'avec le mélange racémique
mais avec une dose deux fois moins importante.
Rapidité d’action plus importante, réduction de

'apparition d’effets secondaires.

D-pénicillamine

Maladie de Wilson

Toxicité de I'énantiomeére L (perte de poids, pouvoir

mutagéne, mort)

22




Tableau lll : Quelgues médicaments du « chiral switch » et raisons associées (suite)

[HUTT A.J., VALENTOVA J., 2003] [NERKAR A.G. & al., 2011]

Médicament . o ‘
Actions / Indications

énantiopur

L-dopa
. Maladie de Parkinson
(Enantiomere R)

Raisons de la commercialisation de I'énantiopur

Réduction des effets indésirables observés avec le
médicament racémique (nausée, vomissements,
anorexie, mouvements involontaires,

granulocytopénie)

Levonorgestrel Contraception orale

Activité pharmacologique réside dans I'’énantiomére L.

Escitalopram

. Antidépresseur
(Enantiomer S)

Méme profil pharmacologique et toxicologique mais

activité cent fois plus importante de I'énantiomeére S

Anti-dépresseur
(Inhibiteur de la

Levomilnacipran
recapture de la

(Enantiomeére 1S,2R) ) ]
sérotonine et de la

noradrénaline)

Enantiomére actif du milnacipran. Réduction de la

dose administrée par rapport au mélange racémique

Drug Name Class

1. Dexfenfluramine Anoretic

2 .Levofloxacin Antimicrobial
3. Dilevalol -blocker

4. Dexibuprofen NSAID

5 .Dexketoprofen NSAID

6 .Levobupivacaine Local anesthetic
7. (S)-Ketamine Anesthetic

8. Esomeprazole H™-pump inhibitor
9. (R)-Salbutamol B,-agonist

10. (R)-Fluoxetine Aﬂlidepressam

11. Cisatracurium

12. Levocetirizine
13.(R.R)-Methylphenidate
14 .Escitalopram

15. (S)-Amlodipine

16 Eszopiclone

17 Arformoterol

I8 Armodafinil

Neuromuscular blockade
Antihistamine

ADHD

Antidepressant
Dihydropyridine
Insomnia

B,-agonist
Antinarcoleptic

Figure 11 : Liste des médicaments approuveés issus du « chiral switch »

[NERKAR A.G. & al., 2011]

23




2.3. Mise en ceuvre

Parmi les différents procédés de fabrication d’'un seul énantiomére, deux techniques sont

mises en avant pour la synthése a I'échelle industrielle de cette entité :

o Une méthode de synthése asymétrique permettant la synthése orientée d’'un seul
énantiomeére

e Une méthode séparative chromatographique permettant la séparation des deux
énantioméres d’'un mélange racémique.
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Partie II : Obtention d’énantiomeres
purs en industrie pharmaceutique

1. Obtention d’énantioméres purs par synthése énantiosélective

1.1. Définition et principe de la synthése énantiosélective

1.1.1. Définition

La synthése énantiosélective est une réaction chimique (ou séquence de réactions)
conduisant a la formation préférentielle d’'un énantiomére plutdt que l'autre. Elle est

également appelée synthese asymétrique et synthése chirale.

Les synthéses énantiosélectives sont évaluées quantitativement par 'excés énantiomérique,
ee, qui représente I'écart (en valeur absolue) entre la fraction molaire (ou massique)

d’énantiomére (+), F(+), et la fraction molaire (ou massique respectivement) d’énantiomére (-

), F() :

ee=|F(+)—-F()| exces énantiomérique

ee=100x | F(+) = F(-) | pourcentage d’exces énantiomérique

,

Equation 2 : Excés énantiomérique

Par exemple, un excés énantiomérique de 98 % correspond a 99 % de I'énantiomére
majoritaire et a 1 % de I'énantiomére minoritaire.
[PANICO R. & al., 1995]

1.1.2. Principe

Les synthéses asymétriques reposent principalement sur les méthodes suivantes :
o Utilisation d’auxiliaires chiraux. Il existe deux types d’auxiliaires chiraux :
o Les réactifs naturels qui sont déja énantiopurs (ils ne comportent qu’'un seul
énantiomere) et qui peuvent étre modifiés tout en préservant leur chiralité
o Les catalyseurs naturels (enzymes) ou artificiels (métal) qui sont liés a des
ligands chiraux
L’auxiliaire chiral oriente la synthése chimique vers un des énantiomeéres, il impose la
configuraton R ou S selon la molécule attendue a la maniére d'un « chef
d’orchestre » [KAGAN H., 2003].
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e Utilisation de phénoménes physiques tels que la lumiére polarisée ou les champs
magnétiques pour favoriser la formation d’'un énantiomére. Cette voie reste
aujourd’hui un sujet purement académique car elle est complexe a mettre en ceuvre

et les rendements obtenus sont généralement faibles.

Une autre voie utilisant des monocristaux du précurseur de la molécule chirale
(communément appelé « prochiral ») est en cours d’étude : ces molécules sont mises en
contact d’'un deuxiéme réactif et suivant la face du cristal impliqué (les autres faces étant
protégées par un polymére), la molécule « prochiral » ne réagit pas du méme cbté
conduisant ainsi préférentiellement a 'un des deux énantioméres. La sélectivité obtenue
avec cette méthode n’est pas encore de 100 %, cependant elle permet d’obtenir un des
meilleurs excés énantiomériques comparé aux autres approches de synthése asymétrique
[KUHN A. & FISCHER P., 2009].

1.2. Du laboratoire a I’échelle industrielle

Les réactifs chiraux sont employés en quantités stoechiométriques par rapport au substrat.
De nombreuses classes de réactifs chiraux trés efficaces existent et sont utilisées au
laboratoire. H.C Brown (Prix Nobel 1979) utilisa les dérivés du bore comme réactifs chiraux.
Un exemple de réactif chiral de Brown est le chlorodiisopinocamphénylborane (DipCl). Ce
borane est utilisé dans la réduction de nombreuses cétones en alcool ayant des exceés
énantiomériques compris entre 95 et 99 %. Les deux énantiomeres de DipCl sont
disponibles commercialement et sont couramment utilisés en synthése asymétrique [KAGAN
H., 2003].

Ce type de réaction peut impliquer la formation de diastéréoisomeres. Les diastéréoisomeres
sont caractérisés par des différences de propriétés physiques et par quelques différences de
comportement chimique vis-a-vis des réactifs achiraux et chiraux et peuvent ainsi étre

séparés par des techniques telles que la cristallisation [PANICO R. & al., 1995].

Cette technique est longue car elle nécessite deux étapes de réactions : une réaction entre
l'auxiliaire chiral et les énantiomeéres et une réaction pour le séparer des diastéréoisoméres
obtenues apres séparation [GABRIEL R.L & SWANSON D.A., 1999]. De plus, étant donné
que les réactifs chiraux doivent étre en quantités stoechiométriques par rapport au substrat,
des quantités importantes de réactifs sont nécessaires. Pour ces raisons, [utilisation

industrielle des réactifs chiraux semble limitée.
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A Tlinverse, les catalyseurs chiraux sont utilisés en faibles quantités pour produire des
grandes quantités de produit désiré. Cette solution est donc celle retenue pour la synthése a
I'échelle industrielle [KAGAN H., 2003].

1.3. La catalyse asymétrique comme méthode de synthése a
I’échelle industrielle

1.3.1. Historique

En 1968, W.S KNOWLES de la compagnie Monsanto (Saint-Louis, USA) montre qu’un
catalyseur chiral métallique peut rendre chiral un substrat achiral aboutissant a un produit
chiral contenant un énantiomeére en excés. Dans le milieu des années 1960, des études sur
la synthése de tels catalyseurs sont réalisées. OSBORN et WILKINSON découvrent le
complexe Rhodium [(PPh3);RhCI] utile dans les hydrogénations catalytiques des oléfines et
HORNER et MISLOW découvrent un catalyseur pour la préparation de phosphines
optiqguement actives. Les excés énantiomériques obtenus avec ces catalyseurs sont
modestes (de I'ordre de 70 %) et donc inutilisables a grande échelle, cependant la preuve
est apportée que ces catalyseurs rendent possible I'hnydrogénation catalytique asymétrique
[AHLBERG P., 2001].

La premiere synthese asymétrique industrielle a été la préparation de la (L)-Dopa chez
Monsanto en 1975 par W.S. KNOWLES, utilisant un catalyseur chiral (Figure 12). La
réaction utilisée est une hydrogénation asymétrique, qui permet la formation d’aminoacides a
partir de déhydroaminoacides ayant de forts exces énantiomériques. Le catalyseur est un
complexe de rhodium ayant une diphosphine chirale (dipamp) comme ligand chélateur. La
(L)-dopa préparée chez Monsanto est ensuite commercialisée par les laboratoires Hoffmann-
La Roche comme médicament antiparkinsonien [KAGAN H., 2003].
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Figure 12 : Synthése industrielle de la (L)-Dopa

[KAGAN H., 2003]

L’époxydation asymétrique d’alcools allyliques selon la méthode de Sharpless (prix Nobel
2001) est egalement utilisée dans les synthéses énantiosélectives utilisant un ester de

I'acide tartrique qui fait partie d’'un complexe de titane comme catalyseur.

Ces exemples laissent entrevoir la grande variété d’auxiliaires chiraux disponibles pour les
chimistes désirant effectuer des synthéses asymétriques. Depuis ces années, de nombreux
scientifiques se sont penchés sur ces synthéses et notamment sur le développement de
nouveaux catalyseurs chiraux pour la synthése asymétrique a I'échelle industrielle [KAGAN
H., 2003].

Le prix Nobel de Chimie 2001 a récompensé trois ténors de la synthése asymétrique : W.S.
KNOWLES (Etats-Unis), R. NOYORI (Japon) et K.B. SHARPLESS (Etats-Unis) dont les
recherches se sont principalement axées sur la catalyse asymétrigue notamment en
hydrogénation catalytique. D’aprés les chimistes industriels, ce prix récompensait
principalement le développement du procédé de synthése de la L-dopa par W.S. KNOWLES
[BLASER H.U. & SCHMIDT E., 2004].

1.3.2. Principe de la catalyse asymétrique en industrie

De fagcon générale, un catalyseur possede deux propriétés importantes qui justifient son
utilisation en industrie : il augmente considérablement la vitesse des réactions chimiques et il
n’est pas altéré (a I'inverse des réactifs) [GUISNET M., 2012].

En général un substrat prochiral A est traité par un réactif non chiral en présence d’une faible
quantité de catalyseur chiral. Deux autres processus compétitifs entrent en jeu pour la
formation du produit désiré (exemple : (+)-B) (Figure 13) : la réaction directe du réactif non
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chiral avec le substrat qui méne au mélange racémique et la « mauvaise » reconnaissance
du substrat par le complexe réactif/catalyseur, qui conduit a la formation du produit non
désiré (-)-B. Ce phénomeéne compétitif modifie la pureté énantiomérique et pour le limiter, il

faut ko>>ks et ko[catal] >> k.

k4 ko

reagent reagent
(B 29 09, (+)B
catalyst*
reagent
9 l catalyst”
k3
(-) B

Figure 13 : Principe de la catalyse asymétrique

Au regard de ce phénoméne compétitif, le développement de catalyseurs chiraux efficaces
s’avere complexe. Le complexe réactif / catalyseur doit étre plus réactif avec le substrat A
que le réactif seul et doit faire preuve d’'une extréme sélectivité et mener préférentiellement

ou exclusivement vers un seul énantiomére [FARINA & al., 2006].

On peut alors différencier deux types de catalyseurs : les catalyseurs naturels (enzymes) et
les catalyseurs artificiels. Les catalyses utilisant des catalyseurs naturels sont appelées
biocatalyses.

1.3.2.1. La biocatalyse

Principe

La biocatalyse utilise des enzymes comme catalyseurs, qui agissent en réduisant I'énergie
d’activation de la réaction. Elle peut fonctionner selon deux principes : la résolution
enzymatique et la synthese asymétrique enzymatique. En résolution enzymatique, I'enzyme
est combiné avec un mélange racémique. L'enzyme réagit préférentiellement avec un des
énantioméres, l'autre énantiomére restant inchangé peut faire I'objet d’'une racémisation
(transformation en mélange racémique). Le produit final est un mélange entre I'énantiomere
non réactif et le dérivé de I'énantiomeére actif qui doit ensuite faire I'objet d’'une séparation
comme par exemple une réaction de précipitation, une extraction [GABRIEL R.L &
SWANSON D.A., 1999]. La synthése asymétrique enzymatique est une réaction d'une
molécule prochiral par une enzyme pour former un énantiomére pur de la molécule chirale
[NOVASEP (1)].
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Application industrielle a la synthése des statines

Trois génes de carbonyl réductases ont été isolés de Candida parapsilosis et produits de
fagcon recombinante dans E. Coli. Ces oxydoréductases démontrent une grande activité
catalytique pour produire le (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol a partir du 2-hydroxyacetophenone
en présence de NADPH (coenzyme). L’énantiomére produit est utilisé dans la synthése

d’Atorvastatine (Lipitor®) et Rosuvastatine calcium (Crestor®).

Cette réaction catalytique est une réaction de réduction du groupement carbonyl, elle est
largement utilisée dans la synthése de principes actifs, notamment pour la production
d’'alcool chiral, qui sont des composés de base importants pour la synthése de composés
chirals purs. A partir de cétones prochirales, les carbonyl réductases ont de nombreux

avantages notamment en termes de grande énantiosélectivité.

Cependant, I'utilisation de ces enzymes reste modeste a cause de leur forte stéréoselectivité
et leur disponibilité. De plus, les recherches sur les mécanismes moléculaires des
oxydoréductases sont encore faibles [MONTELIONE G.T., 2011].

1.3.2.2. La catalyse asymétrique utilisant des catalyseurs artificiels

Les catalyseurs chiraux sont généralement constitués d’un métal lié a un ligand chiral. Ce
ligand, présent sous une forme énantiomére, permet la formation sélective de l'un des
énantiomeéres du produit de réaction. Ce phénoméne démontre l'influence des ligands sur la
sélectivité des réactions chimiques [COMMEREUC D., 2003]. Présent dans un
environnement asymétrique, le substrat réagit préférentiellement d’un cbté plutét que l'autre,
conduisant a un excés d’'un énantiomére par rapport a l'autre. Par analogie, lorsqu’on tient
une tasse de café, un coté de la tasse est face a nous alors que l'autre c6té ne I'est pas. Les
deux cotés sont différents et un des cotés est plus accessible que l'autre [McMURRY J.E.,
2009].

Avec seulement 75 métaux naturels existants (et dont certains n'ont pas démontré des

propriétés catalytiques), le développement se porte sur les ligands.
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Les principales techniques de synthése asymétrique utilisés en

industrie pharmaceutique
Mécanisme de I’hydrogénation asymeétrique catalytique et
catalyseurs

Le mécanisme réactionnel de I'hydrogénation catalytique par le complexe Phosphine
Rhodium a été élucidé par HALPERN. Le mécanisme de I'hydrogénation d’'une énamide est
montré en Figure 14 [AHLBERG P., 2001].
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Figure 14 : Mécanisme de I’hydrogénation asymétrique catalytique

En 1980, Noyori et Takaya font la découverte d’'une diphosphine chirale particuliere, la 2,2’-
Bis(diphénylphosphino)-1,1’-binaphtyle ou BINAP. Les complexes Rhodium-BINAP sont
remarquablement efficaces dans de nombreuses catalyses asymétriques. D’autres avancées
sur le BINAP ont conduit a la découverte d’un catalyseur de type Ruthénium-BINAP qui
permet de bon rendement et un bon exces énantiomérique (Figure 15).

31



OO
SO

(8)-BINAP-Ru{0COCH5),
(0.5 mol %)

X COH +H, — o CO,H
P MeOH J P
MeO MeO

(S)-naproxen
an anti-inflammatory agent
92% vyield, 97%ee

Figure 15 : Hydrogénation catalytique asymétrique a I'aide d’un catalyseur Ru-BINAP

(Noyori) conduisant a la formation du (S)-Naproxen (antiinflammatoire) produit avec

un rendement et un excés énantiomeérique important

[AHLBERG P., 2001]

L'utilisation du Ruthénium au lieu du Rhodium donne des énantiosélectivités plus

importantes. L’ajout d’'un halogéne (Cl, Br, I) au complexe BINAP-Ru donne des
énantiosélectivités encore supérieures (Figure 16).
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Fiqure 16 : Hydrogénation catalytique asymétrique a 'aide d’un catalyseur Ru-BINAP

halogéné utilisé dans la synthése industrielle de la Iévofloxacine (antibiotique). La

pureté énantiomérique est proche de 100 %

[AHLBERG P., 2001]
Les développements de Noyori sur les catalyseurs de I'hydrogénation asymétrique montrent

que ces catalyseurs font preuve d’'une grande capacité de reconnaissance chirale pour une

variété de fonctions chimiques (oléfines et cétones par exemple). L’énantiomere est ainsi
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synthétisé efficacement, la catalyse est possible pour des quantités allant de I'ordre de la
centaine de mg a plusieurs centaines de kilogrammes [AHLBERG P., 2001].

Aujourd’hui de nombreux catalyseurs asymétriques ont été développés, notamment par
Chiral Quest®, leader dans le domaine de l'industrie pharmaceutique et de la chimie chirale,
et permettent la synthése d’'une large gamme de molécules par hydrogénation catalytique.
Les principaux catalyseurs développés par Chiral Quest ®, a base de Rhodium et de
Ruthénium sont présentés en Figure 17).
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Figure 17 : Principaux catalyseurs commercialisés par ChiralQuest® utilisés dans

I’hydrogénation asymétrique

[CHIRALQUEST]

Ces catalyseurs possedent tous les propriétés suivantes :
e Grande productivité : Ratio Substrat/ Catalyseur > 10 000
e Grande sélectivité : ee > 99 %
e Basse pression < 10 bars

e Utilisable pour une large gamme de substrats [CHIRALQUEST]

Le groupe Solvias, support de la recherche et développement de substances
médicamenteuses et de l'optimisation des procédés de fabrication pour les compagnies
pharmaceutiques, biotechnologiques et en sciences de la vie, développe de nombreux
catalyseurs pour cing classes de substrats : acide acrylique, des enamides, des cétones, des
esters et des oléfines (Figure 18).
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Choice of six pre-designed HTS plates for the following general substrate types:

1 2 3 4
R COMH COR' CODR" 5 o [+ B
i p.sj,mr L ]j" S AL
HE | BTN
HR CoR™ MR

1 Acrylic acid. Classic substrate.

Unprecedented

X

2 Enamide. Classic substrates including alpha- and beta-dehydroamino acids.
3 Simple ketone. Typically methyl aryl ketones, alkyl aryl ketones, and ketones

that lack a 2™ transition metal coordinating functional group.
4 Classic o- or B-keto ester substrates or close relative.
5 Simple olefin. Tri- or tetra-substituted.

6  Unprecedented. Substrates that have little or no literature precedent.

Figure 18 : Principaux substrats pour I’hydrogénation asymétrique (Solvias)

Solvias propose également une large gamme de ligands (>700) et de catalyseurs. Les

ligands les plus performants sont Josiphos, Walphos, Mandyphos, Tanlaphos, Ubaphox

(Figure 19).

Solvias Chiral Ligands
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Figure 19 : Large gamme de ligands disponibles pour I’hydrogénation asymétrique
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Mécanisme de I’oxydation catalytique asymétrique (Sharpless)

En parallele du développement en hydrogénation asymétrique, Barry Sharpless a développé
des catalyseurs permettant 'oxydation catalytique. La réaction d’époxydation découverte en
1980 par Sharplesss et Kazuki est un exemple remarquable du développement de
'oxydation asymétrique : Un complexe de Titane et d’'un sel tartrate énantiopur permet
I'époxydation d’alcools allyliques avec une excellente stéréosélectivité. Par exemple, un
alcool allylique tel que le géraniol, réagit avec du tert-butyl hyperperoxyde (CH3)3C-OOH en
présence de tétraisopropoxyde de titanium et de tartrate de diéthyle (DET). Quand le tartrate
(R,R) est utilisé, le géraniol est converti en époxyde (2R,3S) avec une sélectivité de I'ordre
de 98 % alors que si le tartrate (S,S) est utilisé, 'époxyde (2S,3R) est obtenu. Dans les deux
cas, I'excés énantiomérique est proche de 96 %, donc 4 % du produit obtenu est sous forme
de mélange racémique (2R,3S / 2S,3R).

HO H
M-\ _COuEt Ha-Y, COzEt
HO /" ™c0,Et H™/ " >co,Et
H HO
| {RR)-Diothyl tartrate {S,8)-Diethyl tartrate
H;L..{CH_, R
s “C—CH3
HsC QOH /i .
e SH=E + 2% 283R
/. THOCHICH; 21 A \TCH,0H

CH. 2R.3S isomer—98%

Geraniol S Ri\A
N M5t~ ook o
TILOCH(CHa} 214 S CH,0H

25,3R isomer—98%

Figure 20 : Epoxydation catalytique du géraniol

[McMURRY J., 2009]
Des productions industrielles de I'ordre de plusieurs tonnes sont possibles notamment pour
la formation de (S) - et (R) — glycidol, utilisé dans la fabrication de bétabloquants en industrie

pharmaceutique.

La premiére tentative d’oxydation asymeétrique utilise une pyridine énantiopure comme ligand

mais des faibles excés énantiomériques sont obtenus. Cependant des ligands de type
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alcaloides prouvent leur efficacité en termes de rendements et d’excés énantiomériques plus
importants [AHLBERG P., 2001].

Application a la synthése industrielle de Lévétiracetam

Lévétiracetam ou (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolodine acétamide (Figure 21), composé
lévogyre, est utilisé dans le traitement et la prévention de I'épilepsie et d’autres troubles
neurologiques. GOWER et al. (1992) ont démontré que la forme dextrogyre de la molécule

manquait complétement d’activité.

BN
\/:\[rNH‘.2
O

Figure 21 : Formule du Levetiracetam

Un procédé de fabrication industrielle de Lévétiracetam est basé sur une hydrogénation
asymétrique (Figure 22).
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Figure 22 : Procédé de fabrication industrielle du Levetiracetam par hydrogénation
asymétrique

Un autre procédé d’hydrogénation asymetrique (Figure 23) est efficace pour la synthese de
Lévétiracetam a partir de composé (3) avec formation d’acides et esters de formule (4).

L’ester de formule (4) est alors directement converti en Lévétiracetam par aminolyse.
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Figure 23 : Autre procédé de fabrication industrielle du Levetiracetam par

hydrogénation asymétrique
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Le désavantage de cette aminolyse est la possibilité de racémisation du produit désiré

comme décrit en Figure 24.
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Figure 24 : Racémisation lors de I'étape d’aminolyse du procédé de synthése du

Levetiracetam par hydrogénation asymétrique

De plus, le temps de réaction nécessaire pour obtenir une conversion raisonnable est
généralement long. Ce temps peut cependant étre diminué par augmentation de la
température de la réaction, mais cette augmentation de température favorise également une
racémisation importante. C’est pourquoi un procédé industriel viable sans ces désavantages
est désirable avec par exemple une étape d’aminolyse non racémisante [ATES C. & al.,
2003].

La synthése de Lévétiracetam est réalisée chez UCB par exemple par hydrogénation

asymeétrique avec une étape d’aminolyse non racémisante.
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2. Obtention d’énantiomeéres purs par chromatographie chirale

2.1. Principe général de la chromatographie chirale

2.1.1. Généralité sur la chromatographie

Les méthodes chromatographiques sont fondées sur la différence de distribution des
espéces entre deux phases non miscibles, I'une dite stationnaire (silice vierge ou greffée,
polymére moléculaire ou échangeur d’ions), I'autre mobile (solvant pur ou mélange de
solvant). La séparation des solutés dans un mélange est assurée par la progression de ces
solutés a des vitesses différentes dans la colonne suivant leur affinité pour la phase

stationnaire.
2.1.2. Laregle des trois points (Régle de Dalgiesh)

La séparation chirale des énantiomeres repose sur la formation de complexes
diastéréoisomeres entre le mélange racémique et un sélecteur chiral : deux énantioméres
sont séparés si au moins trois interactions (dont une de nature stéréosélective) simultanées
ont lieu entre un énantiomére et le sélecteur chiral. La stéréosélectivite dépend de la
différence de stabilité des diastéréoisomeres ainsi formés. Cette regle des trois points est
schématisée en Figure 25.

HDE-.

° — Enantiomeéres
G e

Sélecteur
chiral

Figure 25 : Modéle des trois points d’interaction selon la régle de Dalgliesh

[CAUDE M. & BARGMANN-LEYDER N., 2001]
2.1.3. Les méthodes de base de séparation chirale

La séparation chirale repose sur la formation de diastéréoisomeres :
e par dérivation pré-colonne et séparation dans un systéme achiral,

e labiles dans la phase mobile par ajout d’'un (ou plusieurs) sélecteurs chiraux,
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e labiles a la surface de phase stationnaire chirale (PSC).

Les deux premiers principes sont utilisés uniguement en chromatographie analytique, seule
I'utilisation de phases stationnaires chirales est retrouvée en chromatographie préparative a

I'’échelle industrielle.

2.1.3.1. Principe de la formation de diastéréoisoméres labiles a la
surface de phases stationnaires chirales (PSC)

La séparation repose sur la formation de complexes diastéréoisomeéres labiles entre chaque
énantiomere et la phase stationnaire chirale : la sélectivité de la séparation chirale est alors
directement liée a la différence de stabilité des complexes ainsi formés.

Cette méthode en phase liquide est la plus utilisée pour la séparation des énantioméres en
industrie pharmaceutique. Cela s’explique par le fait que les séparations se pratiquent a
température ordinaire ou a des températures peu élevées, ce qui, d’'une part, augmente
lintensité des interactions avec la phase chirale donc la stéréosélectivité et d’autre part évite
toute racémisation des solutés [CAUDE M. & BARGMANN-LEYDER N., 2001].

Cette méthode est la méthode de choix pour la séparation d’énantioméres a grande échelle

en industrie pharmaceutique.

2.1.3.2. Les phases stationnaires chirales

La premiere phase stationnaire chirale (PSC), concue par Pirkle et al., est apparue sur le
marché en 1981 et actuellement environ 70 phases sont commercialisées. On peut classer
ces phases stationnaires chirales selon la structure chimique des sélecteurs chiraux et les
mécanismes de reconnaissance chirale mis en jeu (Figure 26) [CAUDE M. & BARGMANN-
LEYDER N., 2001].
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Figure 26 : Guide de sélection des phases stationnaires chirales

[CAUDE M. & BARGMANN-LEYDER N., 2001]

La premiere phase stationnaire chirale congue par Pirkle et al. est apparue sur le marché en
1981. On peut classer ces phases stationnaires chirales en quatre groupes selon la structure

chimique des sélecteurs chiraux et les mécanismes de reconnaissances chirales mis en jeu.

CHIRAL TECHNOLOGIES, filiale du groupe Daicel, est le principal fournisseur de produits
pour les chromatographies énantiosélectives. Pour les chromatographies préparatives, ses
phases stationnaires chirales sont constituées de billes de silice de forme sphérique
associées a un sélecteur chiral de type polysaccharidique (dérivés de I'amylose ou de la
cellulose).

Au début des années 1980, les premieres phases stationnaires développées par CHIRAL
TECHNOLOGIES sont de type « coated » : les polysaccharides sont « déposés » sur les
billes de silice. Les principales phases stationnaires chirales de ce type retrouvées dans
lindustrie sont CHIRALPAK AD®, CHIRALPAK AS®, CHIRALCEL OD® et CHIRALCEL
OJ®, disponibles avec des particules de silice de 20 um de diamétre pour les applications a
grande échelle. Les interactions de liaison entre les billes de silice et les polysaccharides
sont alors faibles et le risque de décrochement du sélecteur chiral par le solvant existe. Ces
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phases stationnaires sont uniquement compatibles avec une faible gamme de solvants :
alcools, alcanes, acétonitrile et leur mélange ou des solutions aqueuses contenant des
alcools ou de I'acétonitrile. Or la limitation dans le choix des solvants est un désavantage car
un solvant permet d’optimiser la résolution et pour la préparation a grande échelle, une
solubilité suffisante de I'échantillon est nécessaire pour obtenir une grande productivité
[CHEN X. & al., 2007].

Pour répondre aux besoins des industriels en termes de robustesse du procédé et de
compatibilité de solvants, des phases stationnaires chirales de type immobilisées ont été
développées : le sélecteur chiral est immobilisé sur la silice (liaison avec des fortes
interactions). Les phases stationnaires chirales polysaccharidiques immobilisées disponibles
sur le marché sont : CHIRALPAK® IA™, CHIRALPAK® IB™ et CHIRALPAK® IC™ [CHIRAL
TECHNOLOGIES INC].

Les motifs chimiques de ces phases sont résumés dans le Tableau IV.
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Tableau IV : Nature des principales phases stationnaires chirales utilisées en industrie

pharmaceutique pour la chromatodraphie chirale (Daicel, Chiral Technologies)

[CHIRAL TECHNOLOGIES EUROPE]
Nom de la phase Type de phase Motif chimique

stationnaire chirale

CHIRALPAK AD® « Coated » /? ,, “,O\l\
[T R0\ ;ﬁ y
\ (ﬂy
C silica-gel
CHIRALPAK IA® Immobilisée IS g ’
" 7{ ‘ CH.
7N
CHIRALCEL OD® « Coated » T &~ N
| - ‘
" {RO\\/-‘T\\/O\}‘; ;
\ R il
\silica-gel/
CHIRALPAK IB® Immobilisée — L
CHIRALCEL 0OJ® « Coated » 4
silica ge/

< : }
e\ R e
CHIRALPAK AS® « Coated » \ o/ /
\ 5|||ca—gel // o

<5

(o]

i e
Ca }
RO /K
CHIRALPAK® IC™ Immobilisée \ . /
Wl S
R= _/<N /§

cl

Une comparaison des performances des phases stationnaires « coated » et immobilisée a
été réalisée au laboratoire pour la séparation de 48 composés sur les différents types de
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phase (THUNBERG L. & al., 2008). La plupart de ces composés ont été plus fortement
retenus sur la phase stationnaire immobilisée Chiralpak IA que sur la phase stationnaire
coated Chiralpak AD-H avec la phase mobile 20 % 2- propanol dans I'heptane. La majorité
des composés racémiques étaient également mieux séparés (meilleure résolution) avec la
phase Chiralpak IA qu’avec la phase Chiralpak AD-H. De plus, la possibilité d’utiliser une
large gamme de solvants dans la phase mobile peut étre un avantage et peut conduire a des
améliorations des interactions entre le sélecteur chiral et les énantiomeéres. L'utilisation de
solvants aprotiques comme [I'éther peuvent permettre d’obtenir des plus grandes
énantiosélectivités comme dans le cas de la Kétamine sur la phase chirale Chiralpak IA.
Finalement, le principal avantage des phases stationnaires chirales immobilisées n’est pas
seulement la possibilité d’améliorer I'énantiosélectivité mais également la capacité a
sélectionner la phase mobile appropriée qui permet une grande solubilité au mélange
racémique pour étre séparé. Ces phases permettent d’augmenter la productivité
(kilogramme / kilogramme de phase stationnaire chirale/jour) des séparations a grande
echelle.

Grace a leur large sélectivité, leur résistance dans le temps et leur grande capacité de
charge, ces phases stationnaires chirales sont devenues les plus largement utilisées dans
les chromatographies énantiosélectives.

Application a la synthése industrielle

L’utilisation des phases stationnaires chirales en séparation chirale est aujourd’hui largement
utilisée dans les procédés industriels continus pour la fabrication d’énantioméres. Ces
procédés continus utilisent un systeme multicolonne, tels que le lit mobile simulé et le
procédé Varicol®, développé par Novasep (entreprise dédiée a la recherche de solutions
innovantes pour les industries qui fabriquent des molécules synthétiques et des
biomolécules). lls permettent la séparation d'un mélange racémique en composeés
dextrogyre et lévogyre. L’énantiomere non désiré peut faire I'objet d’une racémisation
(transformation en mélange racémique), dont le mélange racémique obtenu pourra étre
réutilisée pour une autre séparation. Cette racémisation permettra de recycler I'énantiomere
non désiré [BLEHAUT J. & al., 2001].

De nombreuses autres avancées technologiques sur ce procédé, telles que le

développement d’outils informatiques de simulation et le systéme de recyclage du solvant

ont été mises au point pour améliorer ce procédé.
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2.2. Développement des techniques de séparation a grande
échelle : Généralités

Les séparations chirales a grande échelle sont des techniques chromatographiques

d’adsorption utilisant des phases stationnaires chirales.
2.2.1. Les critéres de choix de I’adsorbant

Le choix des adsorbants dépend de I'application visée. Cependant, d’'une maniére générale
chaque adsorbant doit répondre a minima a ces critéres de qualité :
e Capacité : plus ces capacités sont grandes, plus les productivités sont importantes et

moins les colts d’investissement sont élevés

e Sélectivité : capacités relatives d’adsorption d’un constituant par rapport a d’autres
constituants. Plus ces sélectivités sont grandes, plus la séparation sera facile et plus
les procédés seront performants au niveau des rendements ou des énergies a mettre

en jeu mais aussi des productivités

e Résistances mécanique, chimique et thermique : les adsorbants doivent étre
résistants a [attrition, au changement de conditions opératoires (température,
pression), aux différentes attaques des différentes impuretés présentes pour assurer
des durées de vie satisfaisante

e Codt de fabrication : Le colt des adsorbants peut représenter une part importante de
l'investissement global d’'un procédé [SUN L-M & al, 2005].

2.2.2. Les criteres de choix de I’adsorbeur

L’adsorbeur est I'élément de base dans le dispositif d’adsorption. Il doit maintenir le lit
d’adsorbant, limiter les pertes de charge dans le lit et les circuits environnants, minimiser les
volumes morts et assurer une bonne distribution des flux fluides a I'entrée et a la sortie de
l'adsorbeur. La majorité des adsorbeurs fixes industriels sont cylindriques et disposés
verticalement. La circulation des fluides a travers les lits d’adsorbant est souvent verticale en
phase liquide, mais peut aussi étre radiale ou horizontale dans certaines applications en
phase gazeuse [SUN L-M & al, 2005]. Les différentes configurations des adsorbeurs fixes
sont présentées en Figure 27.

44



¥
" o Profuction J X
Alimentation Alimentation

(@) adsorbeur & circulation sxiale {E adsorbeur & cinculation radiale

Alimengation

\ \)
9 2

1L
4

Production

() adsorbeur a circulation horizontale

Figure 27 : Configuration d’adsorbeurs fixes

[SUN L-M & al, 2005]

Parmi ces différents types d’adsorbeurs, 'adsorbeur retenu pour les séparations chirales est
généralement 'adsorbeur de type vertical a circulation axiale. C’est une solution simple et
économique, efficace dans les probléemes de maintien du lit et dans les problemes de volume
mort. |l est limité cependant par les pertes de charge dans le systéme si I'adsorbant est
constitué de billes de fine granulométrie ou des vitesses d’écoulement importantes qui
peuvent influencer les performances de I'adsorbeur (colt de fabrication, volume mort et

distribution des fluides).
2.2.3. Des procédés discontinus aux procédés continus

Les procédés discontinus sont des procédés en lots de fabrication ou « batch ». En
chromatographie séparative, la représentante des procédés <« batch» est la
chromatographie liquide haute performance.

Dans les années 1970, la chromatographie liquide haute performance s’est développée pour
la séparation préparative de substances en chimie fine comme les énantioméres a I'échelle
laboratoire, incluant des fines particules (10-40 um) de phase stationnaire, et par
conséquence des colonnes de faible longueur (20-50 cm) sous fortes pressions (50-100
bars) [BLEHAUT J. & NICOUD R.M., 1998].
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Ces méthodes chromatographiques préparatives classiques sont des techniques efficaces
mais trés colteuses a I'échelle industrielle. La principale raison est qu’elles conduisent a une
forte dilution du produit purifié : Il est souvent nécessaire d’utiliser au moins 100 kg d’éluant
pour obtenir 1 kg de produit pur alors que I'éluant constitue une partie importante du colt
total de la séparation. De plus la chromatographie est un procédé discontinu avec parfois un
temps d’attente de plusieurs heures entre deux injections. C’est pourquoi d’autres
techniques de type continu et consommant des quantités de solvant moindres sont
aujourd’hui utilisée a I'échelle industrielle comme le lit mobile simulé (LMS) et le procédé
Varicol® [NICOUD R.M., 1992] [BLEHAUT J. & al., 1996].

2.3. La fabrication d’énantioméres purs a I’échelle industrielle

2.3.1. Principe général

Alors que les procédés de séparation a I'échelle « batch », discontinus comme la CLHP sont
a lit fixe (l'adsorbant ou phase stationnaire est fixe), les procédés de séparation, a I'échelle
continue, continus comme le Lit Mobile Simulé et le procédé Varicol® sont a lit « mobile »
(radsorbant ou phase stationnaire est en « mouvement »). En réalité la phase stationnaire
de ces procédés continus est physiquement fixe mais leur mouvement est simulé par

I'ouverture périodique de vannes [SUN L-M & al, 2005].

Dans ces systemes, I'adsorbant est a contre-courant d’un fluide porteur, le fluide porteur
entrainera avec lui le composant le plus rapide (composé le moins retenu sur 'adsorbant) et
le plus lent (composé le plus retenu sur I'adsorbant) sera entrainé par I'adsorbant. [SUN L-M
& al, 2005]. Les énantiomeres seront récupérés sur des lignes de sortie appelées extrait
(composé le plus retenu, présentant le plus d’affinité pour I'adsorbant) et raffinat (composé le

moins retenu, présentant le moins d’affinité pour 'adsorbant).

Une schématisation des procédés de séparation a I'échelle « batch » et industrielle est
présentée en Figure 28.
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Figure 28 : Principe général de la séparation chirale chromatographique continue.

(a) Analogie avec la chromatographie d’élution
(b) Analogie avec la chromatographie a contre-courant
(c) Représentation shématique de la chromatographie a contre-courant

[RAJENDRA A. & al., 2009]

Un exemple de profil interne de concentration des énantiomeéres est présenté en Figure 29.

Ce profil interne permet de visualiser la séparation a I'intérieur de la colonne.

Eluent Extract Feed Raffinate

06T * > 1

CICo
(o]
W

Column number

Figure 29 : Profil interne de concentration en séparation chirale : exemple d’une
molécule développée par UCB. Trait plein : Enantiomére A ; Trait pointillé :
Enantiomére B

[HAMENDE M., 2007]
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2.3.2. Le lit mobile réel

Pour bien comprendre le principe du lit mobile simulé, il est important de décrire le

fonctionnement d’un lit mobile réel.
2.3.2.1. Principe

Le procédé de séparation a lit mobile réel implique la mise en mouvement d’'un adsorbant,
qui présente une affinité pour un des deux énantioméres. Cet adsorbant s’écoule a contre-

courant des différents fluides (Figure 30).

On distingue quatre zones dans ce type de systéme délimitées par la position des lignes

d’entrée et sortie :

e Zone 1 :entre la ligne d’entrée de I'éluant et la ligne de sortie de I'extrait

e Zone 2: entre la ligne de sortie de I'extrait et la ligne d’entrée de l'alimentation
(mélange a séparer)

e Zone 3 : entre la ligne d’entrée de I'alimentation et la ligne de sortie du raffinat

e Zone 4 : entre la ligne de sortie du raffinat et la ligne d’entrée de I'éluant

Solide + D
Désorbant D Circulation
Emo l de solide
=1
53
EE e —
OT Zane Désorption
Extrait 1 _ijEA_
A+D : : A
Zone Désorption
Alimentation e r____:_IEB
A+B
203“5 Adsorption
Raffinat _EEA P ERRRRRY P oS,
B+D Zone 4 Adsorption de B
1] 100
Concentrations (%)

Figure 30 : Séparation d’un mélange binaire A+B (A, composé le plus adsorbé) par le

procédé de lit mobile a contre-courant

[SUN L-M & al, 2005]
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Pour un mélange binaire A+B a séparer dont le composé A est le composant le plus
fortement adsorbé (composant lent) :

L’alimentation binaire A+B est introduite entre les sections 2 et 3

e Le solide entraine le composant le plus fortement adsorbé A
e Le fluide porteur ou solvant entraine le composant le moins fortement adsorbé B
e Un raffinat contenant le composant B dans le solvant est soutiré entre les sections 3 et 4

e On soutire un extrait entre les sections 1 et 2 contenant le composé A [SUN L-M & al,
2005]

2.3.2.2. Du lit mobile réel au lit mobile simulé

En lit mobile réel, I'écoulement en contre-courant est difficle a mettre en oceuvre et
'adsorbant résiste en général peu au phénomeéne d’attrition. L’attrition est un phénoméne
mécanique qui consiste en l'usure de la surface des particules solides suite a un choc ou a
un frottement et se traduit par la libération de trés fines particules. Ce phénomene implique
de remplacer régulierement l'adsorbant et d’éliminer les éventuelles fines particules,
appelées « fines », produites lors de la circulation. Ces « fines » devront étre également
éliminées du produit final. Ces contraintes imposent des criteres supplémentaires de qualité

de I'adsorbant et augmente le codt.

Industriellement, on retrouve peu d’application du lit mobile réel du fait de I'attrition excessive
de l'adsorbant. Seule la récupération de Carbone Organique Volatile (COV) avec des
adsorbants polymeéeres (DOWEX, Dow Chemical) utilise cette technique [SUN L-M & al,
2005].

Pour éviter les problémes d’attrition des adsorbants, des systémes a lit mobile simulé (Lit
Mobile Simulé — LMS et Varicol®), dans lesquels I'adsorbant est fixe, ont été développées
[SUN L-M & al, 2005] bien que les performances du lit mobile vrai et lit mobile simulé soient
équivalentes [BLEHAUT J. & NICOUD R.M., 1998].

2.3.3. Lit mobile simulé

2.3.3.1. Historique

La technologie du lit mobile simulé est née dans les années 1950 et était principalement
utilisée dans la production a grande échelle de composés dans le domaine de la pétrochimie
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(UOP, Company Américaine d’Engineering : séparation des dérivés du pétrole, purification
de p-xyléne [BLEHAUT J., CHARTON F., NICOUD R-M., 1996]) et du sucre avec la
purification du fructose. Cependant des séparations dans les années 1980 ont été
développées dans le domaine pharmaceutique et plus généralement dans le domaine de la
chimie finie, cosmétique et parfumerie [CHARTON F. & NICOUD R.M., 1995] [BLEHAUT J.
& al., 1996].

Les principales étapes du développement du lit mobile simulé (SMB — Simulated Moving Bed
en anglais), sont resumées en Figure 31.
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Figure 31 : Les étapes du développement du lit mobile simulé (SMB en anglais) en

State of SMB in the pharmaceutical
indusiry
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by the phamaceutical industries.
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the open literature [27].

Phamaceutical industries take
serious note of SME
[166] and [167].

First SME installed for large scale

mianufacturing at UCE Pharma [29].

Major pharma companies start
using the SME [12].

Blockbuster drugs with APIls
obtained through SME
enanticseparation appear in the
miarket [32].

Lexapro, manufaciured using SME,

i= approved by FDA [30].
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the process.

Mon-availability of reliable
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operation.
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regulatory issues, confidence of
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SMB technology available for
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separations [22] and [23].
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[23].

Development of simulated
maowing bed reactors [168].

Development of PowerFeed
process [145].
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Standing wave theory [74].
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[118].
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Development of robust control
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generalized Langmuir isotherms
[59.

Design methodology for
reduced purty requirements [53].

industrie pharmaceutique

[RAJENDRA A. & al., 2009]
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Ainsi, le développement des techniques chromatographiques continues en industrie
pharmaceutique a mis de nombreuses années. UCB Pharma en Belgique fut la premiére
compagnie a acquérir le lit mobile simulé pour la fabrication d’un intermédiaire
pharmaceutique sous forme d’un énantiomere pur en 1997. La FDA a inspecté la premiére
installation commerciale de lit mobile simulé a Arklow, en Irlande pour un procédé Honeywell
intermediate en 2000. Aujourd’hui, il y a au moins sept procédés de chromatographie
multicolonne utilisés pour la synthése de principes actifs en industrie pharmaceutique (Figure
32).

Product Manufacturer Location Phase
Unspecified API (6) UCE Pharma Belgium nfa
Escitalopram H. Lundbeck
(Lexapro) (7) (Forest Laboratories) Hiomark Marketod 2002
Levetiracetam .

UCB Pharma Belgium Marketed 1959
(Keppra) (8) "
Unspecified AFC Fine Chemicals USA Marketed
Sertraline (Zoloft) (3) | Pfizer USA Marketed 1991
Armonadafinil
(Nuvigil) (10) Cephalon LUSA NDA
Radafaxine (11) GlaxoSmithKline LK Il

Figure 32 : Utilisation commerciale de procédés multicolonne continus en industrie
pharmaceutique

[McCORMICK D., 2006]

2.3.3.2. Principe

Le principe de séparation est le méme que celui du lit mobile réel. Pour éviter les problémes
d’attrition du lit mobile réel, 'adsorbant est fixe. Le contre-courant est simulé par I'ouverture
périodique de vannes d’alimentation (mélange a séparer et éluant) et de soutirage (extrait et
raffinat) dans la direction de I'’écoulement du fluide [SUN L-M & al, 2005]. Ainsi, les positions
des vannes d’entrées/sorties sont changées a intervalles fixes At (période de commutation
des vannes) (Figure 33 et Figure 34) [LUDEMANN-HOMBOURGER O. & al., 2000]. Ces
vannes définissent deux lignes d’entrée et deux lignes de sortie : Vanne d’alimentation du
mélange a séparer, vanne alimentation de I'éluant, vanne de sortie de l'extrait (composé
possédant le plus d’affinité pour I'adsorbant), vanne de sortie du raffinat (composé

possédant le moins d’affinité pour 'adsorbant).
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Comme pour le lit mobile réel, on retrouve les quatre zones ainsi que les lignes d’entrée

(alimentation et éluant) et les lignes de sortie (extrait et raffinat) (Figure 33 et Figure 34)
[SUN L-M & al, 2005].

Eluent Extract Feed

[
Zone|  Zonell | Zonelll || ZonelV
e

AT -

Figure 33 : Définition des zones en lit mobile simulé

[BLEHAUT J. & al., 2001]

Extrait A+ D Section 2 Alimentation A + B
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Direction de
la commutation
des connections

1

Section 1

1
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P —

. Section 4
Eluant D

Raffinat B + D

Figure 34 : Principe du lit mobile simulé

[SUN L-M & al, 2005]

Une photographie d’une installation industrielle de lit mobile simulé a 6 colonnes de 800
millimétres de diamétre est présentée en Figure 35.
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Ampac Fine Ghemicals 6 X 800 mm
production SMB system, one of three
systems installed during 1999-2000.

Figure 35 : Lit mobile simulé a 6 colonnes de 800 millimétres de diamétre

[McCORMICK D., 2006]

Une étude pilote [GUEST D., 1997].a permis de metire en évidence les performances
certaines du procédé du lit mobile simulé par séparation d’'une substance médicamenteuse a
laide d’'un dispositif pilote similaire au lit mobile simulé a I'échelle laboratoire. Des
productivités et des puretés importantes ont été rapportées pour le procédé du lit mobile
simulé. Avec la mise a disposition de logiciels spécialisés appropriés, le procédé du lit mobile
simulé a pu développer des systemes permettant de produire de grandes quantités
d’énantioméres (de l'ordre de 1 kg / kg de phase stationnaire / jour) avec des puretés
importantes (supérieur a 98 %). Gal & al. (2005) ont conduit une étude de séparation
d’énantioméres pharmaceutiques pour évaluer les performances du lit mobile simulé sur une
installation au laboratoire (Figure 36) (quatre colonnes de 10 mm de diamétre interne et de
250 mm de longueur, phase stationnaire : Chiralcel OD, Phase mobile : n-hexane-IPA).
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Figure 36 : Photographie d’un systéme de lit mobile simulé de laboratoire a 4

colonnes chromatographiques

[GAL G. & al., 2005]

99,9 % de pureté ont pu étre atteint pour le composé désiré au raffinat. Dans les conditions
optimales de I'expérience, la pureté obtenue est de 99 %, avec une productivité de 62 mg.g™
de phase stationnaire.jour’ pour une consommation d’éluant de 5,4 mL.mg" de produit

désiré.
2.3.3.3. Du lit mobile simulé au procédé Varicol®

Le décalage périodique des vannes a intervalles fixes, impose un nombre de colonnes et
une définition des zones fixes. Par exemple, pour un systéme a 8 colonnes, le nombre de
configurations possibles du nombre de colonne par zone est figé (2/2/2/2, 1/3/3/1, 3/1/3/1,
3/1/1/3, 1/3/1/3). Ce manque de flexibilité du lit mobile simulé limite la possibilité de réduction
du nombre total de colonnes (colt d’investissement), d’amélioration de la productivité et de

diminution de la consommation d’éluant.
Pour ces raisons, un nouveau procédé plus flexible a été créé : le Varicol®. Pour résoudre le

manque de flexibilité du lit mobile simulé da a I'ouverture périodique, a intervalles fixes des

vannes, le procédé Varicol® utilise un décalage asynchrone des lignes d’entrée / sortie.
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2.3.4. Le procédé Varicol®

2.3.4.1. Théorie

Le principe de base du procédé Varicol® est le méme que celui du lit mobile simulé. La seule
différence entre ces deux procédés est la fréquence d’ouverture des vannes d’entrée et de
sortie du systeme: Le procédé Varicol® utilise un décalage asynchrone des vannes
d’entrée et de sortie [LUDEMANN-HOMBOURGER O. & al., 2000] a l'inverse du lit mobile
simulé pour répondre a la contrainte liée a la rigidité su lit mobile simulé. Ce décalage

asynchrone a pour conséquence la variation en continu des longueurs des zones.

Le procédé Varicol® est un systeme cyclique : Un cycle correspond au temps nécessaire
pour que les lignes d’entrée / sortie retrouvent leur position initiale. Un cycle peut se sous-
diviser en périodes (Figure 37) : une période est le temps nécessaire pour commuter toutes

les positions d’'une colonne.

e e

Eluent Extract Feed Raffinate

Zone 111 Zone IV

Figure 37 : Configuration d’un systéme Varicol® a 6 colonnes et mise en évidence de

la notion de période At

Au cours d’'une période, le nombre de colonnes par zone varie (a l'inverse du lit mobile
simulé) et pour des raisons pratiques, un nombre moyen de colonnes par zone peut étre

calculé (Tableau V).
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Tableau V : Calcul du hombre moyen de colonnes par zone

MNumber of column

Fraction of the period Buralicn Zome | Zone 2 i Lome 4
O—LAT LA I 2 2 1

LAT s laT L

I.l]" +AT I.l'u' Fi 2 |
LAT—ZAT AT : z [ [

d g e . . 4
FAT—AT a7 1 ¥ | 2

Avernge number of column N = 1.3 N, = 175 N, =15 N =135

Dans le cas du Tableau V, le nombre moyen de colonnes pour la zone | <Nc1>est :
Nc 1 ! 2 L 2 L 1 L 1,5
<NCl1> = *E+ *E+ *E+ *E=’

Equation 3 : Calcul du nombre moyen de colonnes par zone en procédé Varicol®

Ce nombre moyen de colonne n’a pas de signification physique réelle contrairement au
nombre réel de colonnes par zone en lit mobile simulé et est uniquement introduit par

commodité.

Une photographie d’un procédé Varicol® a six colonnes de 1000 millimétres de diamétre est

présentée en Figure 38.

Figure 38 : Installation industrielle de systeme Varicol® 6-1000 (6 colonnes de 1000

millimétres de diameétres) utilisée par AMPAC Fine Chemicals pour la fabrication d’'un

principe actif pharmaceutique dans son usine proche de Sacramento (Etats-Unis)

[NOVASEP (2)]
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Depuis le développement de la chromatographie continue a [I'échelle industrielle, le

recyclage du solvant devenait un élément clé a étudier pour permettre d’offrir une séparation

a faible colt et respectueuse de I'environnement. C’est pourquoi les installations Varicol®

sont pourvues de systeme interne de récupération du solvant dans des évaporateurs

(principe résumé en Figure 39). Ainsi, seule une faible quantité de solvant « frais » est

automatiquement ajoutée pour ajuster la composition de I'éluant. Un taux de recyclage de

lordre de 99,97 % peut étre atteint avec ces évaporateurs, comme publié par UCB

[NOVASEP (2)] conduisant a une perte faible de 130 mL de solvant « frais » par kilogramme

de produit pur formé.

Vacuum pump/scrubber
Fresh Fluent

Conc. X iDryer)(I
p [

( | Evaporator X J I,__,

B

P Raifinate
=1 Evaporator R
L -

1
| ton;.ﬂ)—v[ Dryer R
Pea o \

Dry Feed
Eluent e Extract
e Faed - Raffinate
- Rocycled Sobvant Scrubber

Figure 39 : Principe de I'intégration d’un systéme de recyclage de solvant au procédé

Varicol®

[NOVASEP (2)]

Le schéma du procédé par chromatographie multicolonne est donné en Figure 60.
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Figure 40 : Schéma de procédé de la chromatographie

A & B : Enantiomer A concentrated solution tank 1 et 2. C & D : Enantiomer B concentrated solution tank 1 et 2
E & F : Feed preparation vessels. G & H : receivers. | : solvent make-up tank. J : eluant tank
[HAMENDE M., 2007]
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2.4. Application a la fabrication industrielle de Iévocétirizine

2.4.1. « Chiral switch » : de la cétirizine a la lévoceétirizine

La cetirizine (2-[4-[(4-chlorophényl)phénylméthyl]-1-pipérazinyl) éthoxyacétique et la
lévocétirizine ((-) - 2-[4-[(4-chlorophényl)phénylméthyl]-1-pipérazinyl) éthoxyacétique sont
principalement utilisées dans le traitement de la rhinite allergique (saisonniere et persistante)
par action antagoniste des récepteurs histaminiques H1.

La cétirizine n’inhibe pas l'activation des mastocytes mais antagonise plutdét l'action de
'histamine relarguée par ces mastocytes aprés stimulation chimique ou introduction
d’antigénes. La cétirizine (dichlorhydrate) est donc un antagoniste des récepteurs
périphériques histaminiques H1 de deuxiéme génération. En plus d’étre des inhibiteurs
compétitifs de Tlhistamine, la cétirizine utilise d’autres mécanismes pharmacologiques
antiallergiques qui ont conduit a son utilisation dans le traitement de I'asthme bronchique, de

la rhinite allergique saisonniére et persistante et de l'urticaire persistante [M GRAY N., 1994].

La lévocetirizine est I'énantiomére (-), Iévogyre de la cétirizine, elle est indiquée dans le
traitement de la rhinite allergique saisonniére et persistante, des symptdmes de I'asthme
allergique, de l'urticaire persistante idiopathique, quelques types d’urticaires physiques, et
d’autres troubles liés a son activité inhibitrice des éosinophiles. La |évocétirizine est
également utile dans le traitement de I'asthme d’origine immunologique également. La
lévocétirizine garantit le traitement de ces mémes maladies et symptdmes que la cétirizine,
en évitant les effets secondaires comme la sédation et la somnolence, le mal de téte, les
génes gastrointestinales, les effets anticholinergiques, vertiges, arythmie cardiaque et autres
effets cardiovasculaires associés par la prise de cétirizine racémique [M GRAY N., 1994]. En
février 2001, le médicament est commercialisé pour la premiére fois en Allemagne. En

décembre 2004, 'approbation est étendue a toute I'union européenne.
2.4.2. Fabrication industrielle de la lévocétirizine

UCB, Sanofi-Aventis (aujourd’hui Sanofi) et GlaxoSmithKline (GSK) ont développé et
commercialisé I'antihistaminique oral levocetirizine® (Xusal ; Xyal ; GSK-2074687), I'isomére
(-) de la cétirizine, qui a été co-développé avec Sunovion Pharmaceuticals (anciennement

Sepracor).
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2.4.2.1. Méthode de fabrication industrielle de la lévocétirizine :

séparation chirale et racémisation

La lévocetirizine (Figure 41), lancée en 2001 par UCB est disponible sous forme de
comprimés 5 mg et commercialisé sous le nom XYZAL® aux Etats-Unis, en Angleterre, et en
France, et XUSAL® ailleurs en Europe.

Cl

Figure 41 : Molécule de lévocétirizine

N N OH
\ / \/\O/Y
0

[ZELIKOVITCH L., SHAKKED H., 2009]

La lévocétirizine peut étre obtenue par les techniques industrielles de séparation chirale
chromatographique au moyen de phases stationnaires chirales disponibles sur le marché.
Cette séparation est particulierement performante avec les phases stationnaires chirales de
la compagnie DAICEL, de type CHIRALPAK AD, CHIRALPAK AS et CHIRALPAK OD, avec
une préférence pour l'utilisation de CHIRALPAK AD. Ce procédé de séparation peut étre

réalisé en mode « batch », lit mobile simulé ou Varicol®.

Le procédeé est particulierement efficace quand des phases mobiles de type alcool (propanol,
isopropanol, de préférence éthanol ou méthanol) ou des mélanges alcool / alcanes (hexane,
isohexane, de préférence heptane) sont employées. Les mélanges retenus sont: 5 a 50 %
d’isopropanol dans I'hexane ou I'heptane, 5 a 95 % d’éthanol dans I'hexane ou I'’heptane, 1 a
10 % de méthanol dans l'isohexane et 0 a 10 % de méthanol, éthanol ou isopropanol dans
I'acétonitrile [ATES C., CAVOY E., BOUVY D., 2004].

Par exemple, UCB réalise la séparation de la Lévocétirizine par séparation chirale par
chromatographie multicolonne. Un systéme de recyclage du solvant fait partie intégrante du
procédé, ce qui permet une réduction significative du colt du procédé et de limpact
environnemental. La phase mobile chromatographique est partiellement éliminée de I'extrait

et du raffinat par évaporation en continu.
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Partie III : Compétitivité mondiale

Pour rester compétitif, les méthodes de fabrication d’énantioméres se sont considérablement

développées et améliorées au fur et a mesure des années.
1. Les synthéses énantiosélectives

Bien que les premieres séparations énantiosélectives a I'échelle laboratoire aient été
recensées a la fin du XIXeme siécle, il faudra attendre les années 1950 et 1960 pour le
développement de ces techniques a I'échelle industrielle notamment dans le domaine de la
catalyse asymétrique. Ainsi depuis le début des années 1970 et suivantes, de nombreuses
avancées ont été réalisées en matiere de catalyseurs chiraux constitués de métaux de
transition notamment tels que Pd, Ru, Rh, Ir, Mn et Ti en combinaison avec des ligands
chiraux. Ces catalyseurs chiraux permettent la fabrication de médicaments a I'échelle
industrielle (de quelques kilogrammes a plusieurs tonnes) avec une excellente pureté
stéréochimique [FEDERSEL H-J., 2012].

1.1, Avantages des catalyseurs asymétriques

1.1.1. Sélectivité

La grande sélectivité des catalyseurs asymétriques est une caractéristique remarquable et
essentielle pour leur utilisation en synthése organique, car ces biocatalyseurs limitent ainsi
l'apparition de réactions secondaires. Leur sélectivité et plus particulierement leur
énantiosélectivité, représente un atout essentiel dans une chimie fine de plus en plus
sollicitée par la synthése de molécules chirales sous forme d’un seul énantiomeére, et ou la
précision réactionnelle devient de plus en plus un facteur important de rentabilité et de
productivité [AZERAD R., 2002] [ROZZEL J.D., 1998].

1.1.2. Efficacité catalytique

L'utilisation des catalyseurs asymétriques se traduit par des vitesses de réaction
importantes. Ces catalyses sont généralement réalisées dans des conditions ambiantes de
température et de pression, ce qui renforce I'idée de I'efficacité catalytique remarquable des
enzymes. Par exemple, 'hydroxylation stéréoselective des stéroides (Figure 42) est difficile
a réaliser et nécessite des conditions de température et de pression agressive. Cependant,
avec l'utilisation des hydrolases des stéroides, cette réaction est possible dans des

conditions proches de la température ambiante et avec une grande stéréoselectivité.
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Figure 42 : Hydroxylation stéréosélective de la progestérone

[ROZZEL J.D., 1998]
1.1.3. Respect de I’environnement pour les biocatalyseurs

Les biocatalyseurs dit catalyseurs naturels sont souvent qualifiés d’acteurs importants de la
chimie verte car respectueux de l'environnement (a linverse des catalyseurs de type
métalliques) [AZERAD R., 2002]. Les biocatalyseurs sont constitués d’enzymes donc de
protéines et sont donc biodégradables. De plus les enzymes sont généralement utilisées en
milieu aqueux, donc une réduction de la consommation de solvant dans le procédeé. Enfin,
les conditions opératoires douces du procédé (température et pression ambiante) diminuent
la consommation d’énergie conduisant a des colts moins importants et & moins d’émissions
de gaz a effets de serre [ROZZEL J.D., 1998].

1.2. Limites et axes d’amélioration

Malgré les avantages des catalyseurs, leur utilisation reste limitée a I'échelle industrielle et
n’est pas utilisée comme méthode de premier choix pour la synthése. Des idées précongues

continuent de limiter son développement pour une application commerciale.
1.2.1. Colt des enzymes et des catalyseurs

Le co(t important des enzymes est un fait irréfutable pouvant atteindre des colts de I'ordre
de 100 000 $ / kg (Figure 43).
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Enzyme Approx. price in § kg

Lactic dehydrogenase 100,000
Porcine liver esterase 15,000
Pemialhin amidase 10,000
Aspartase 10,000
Trypsin 3000
Lipase 5000
Glucose isomerase 500
Detergent prolease 230
Glucoamylase 100

Figure 43 : lllustration du prix important des enzymes pour la biocatalyse

[ROZZEL J.D., 1998]

Cependant le colt d’'une enzyme ne doit pas étre considéré seul en biocatalyse mais avec le
co(t global de la biocatalyse. Le colt supplémentaire a ajouter est souvent faible par rapport
au prix de I'enzyme seul. Par exemple, pour une pénicilline amidase dont le prix est de

10 000 S / kg, le colt supplémentaire estde 1 S/ kg.

Ainsi en comparaison avec le co(t des catalyseurs métalliques (Figure 44), le co(t important
des enzymes en biocatalyse reste a moduler.

Catalyst Approx. price in Skg
BINAP 40,000
ChiraPhos 10,000
Platinum 12,000
Sharpless 10,000
Pdi Diphos)z 3000
Rh(PPh;);Cl 2000
Jacobsen 1000
Chirald 500
Raney nickel 30

Figure 44 : lllustration du prix important des catalyseurs métalliques

[ROZZEL J.D., 1998]

De plus, pour pallier le colt élevé des enzymes, des biocatalyseurs formés de
microorganismes entiers, considérés comme des « sacs a enzyme(s) » ont pu également
étre utilisés mais avec réticence malgré leur colt peu élevé et seulement dans les cas ou
'enzyme purifiée était inaccessible, en raison de la possibilité d’existence de réactions non
souhaitées. Les progrés de la biologie moléculaire permettent actuellement le clonage

sélectif de I'activité considérée et sa surexpression éventuelle dans un microorganisme héte
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bien choisi pour sa facilité de culture et sa neutralité vis-a-vis de la réaction considérée. Ces
progres permettent en outre des modifications ou des modulations des activités
enzymatiques via des techniques de mutagénése, conduisant a des enzymes mieux
adaptées aux exigences industrielles. Un exemple significatif est celui d’'enzymes utiles en
biocatalyse provenant de micro-organismes thermophiles (qui ont besoin d’une température
élevée pour se développer), donc impossible a cultiver dans des conditions industrielles,
dont les enzymes ont pu étre transférées et exprimées avec leurs propriétés dans des micro-

organismes facilement cultivables en industrie.

Un autre avantage de [I'utilisation d’organismes entiers est l'intégration des fonctions de
régénération naturelles des enzymes a lintérieur de la cellule, importantes dans des
conditions de fonctionnement industrielles a l'inverse de la régénération avec I'utilisation de

catalyseurs non naturels qui doit étre considérée [AZERAD R., 2002].
1.2.2. Stabilité et recyclage

Malgré [lefficacité des catalyseurs dans les réactions asymétriques, le recyclage du
catalyseur est souvent un frein a son utilisation a I'échelle industrielle. A cause du co(t élevé
des catalyseurs, des systemes qui permettent la séparation des catalyseurs chiraux et des
mélanges réactionnels avec un taux de recyclage important sont nécessaires. Ces
conditions sont difficilement réalisables en catalyse homogeéene. Un autre désavantage de
ces processus catalytigues homogénes est la contamination du produit par les métaux,
inacceptable en industrie pharmaceutique. Les catalyses hétérogénes, obtenues par
immobilisation des catalyseurs, permettent de résoudre en partie ces problemes.

L’immobilisation des catalyseurs est la transformation d'un catalyseur homogéne en
catalyseur hétérogéne qui est capable détre séparé dun milieu réactionnel et
préférentiellement réutilisable plusieurs fois. Le principal but du développement de
catalyseurs chiraux immobilisés est de combiner tous les aspects positifs d’'un catalyseur
homogéne (grande activité, grande énantiosélectivité, bonne reproductibilité) avec ceux d’'un
catalyseur hétérogene (facilité de séparation, stabilité, réutilisation). Selon que la
modification est faite sur la structure du catalyseur ou dans le milieu réactionnel, les

techniques d’immobilisation peuvent étre classées en deux catégories (Figure 45).
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Immobilization of Asymmetric Homogeneous Catalysts

Catalyst Heterogenization Non-Conventional Media
Inorganic Supports Water
Organic Polymeric Supports Perfluorinated Solvents
Dendrimeric Supports lonic Liquids
Organic-Inorganic Coordination Polymers Supercritical Liquids

Figure 45 : Inmobilisation des catalysurs asymétrigue homogénes

[WANG Z, 2008]

Le plus grand développement dans ce domaine est la synthése des acides arylpropioniques,
actifs dans les médicaments anti-inflammatoires comme Ibuprofene® et Naproxéne® (Figure
46).

R™ "OH )\
or Pd-catalyst

R COOR

Y e CO/ROH
R TsQH/LiX

.
where R = @ 3)\/©)\; McO

Figure 46 : Catalyse asymétrique homogéne pour la synthése des acides

arylpropionigues, présents dans les médicaments antiinflammatoires Ibuproféne® et
Naproxene®

Hoechst-Celanese fut le premier a commercialiser un procédé de synthése I'lbuproféne® par
cette voie, mais le catalyseur [PdCl>(PPh3)2/aq.HCI] a besoin de conditions opératoires avec
de grandes pressions (>16 MPa) pour obtenir une sélectivité supérieure a 98 %. De récents
travaux ont démontré que I'utilisation de complexes Pd-TsOH et LiCl comme promoteur

permettaient de travailler a des pressions plus faibles (5,4 MPa)

Le complexe catalytique est généralement dissout dans le milieu liquide, or dans certaines
applications, le substrat et / ou les énantiomeres peuvent avoir une faible solubilité dans le
milieu réactionnel ce qui introduit une hétérogénéité dans le systeme. La synthese de la L-
dopa par hydrogénation asymétrique de l'acide acétamidocinnamique (Figure 47) est un

exemple de ce phénoméne dans lequel 'hydrogene est en phase gazeuse avec le substrat
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et la L-dopa est partiellement soluble avec le catalyseur et le ligand chiral dans la phase
liquide.

COOH
" “NHAc Hy
= Ru/BINAP(sulphonated) AcO

]

|

AcO

OMe

OMe

Figure 47 : Catalyse homogéne asymétrique pour la synthése la L-dopa

Cette réaction a lieu en phase liquide a 50°C et 3 atm (pression en hydrogéne) entre
simultanément I'hydrogéne dissout et le substrat en suspension solide en présence d’'un
catalyser chiral Rh. Le produit désiré L-dopa précipite pendant que I'énantiomére non-désiré
qui est soluble dans la phase liquide, reste exclusivement dans le milieu liquide. Avec une
conversion compléte du substrat, la L-dopa est produite avec une pureté de plus de 99,99 %
d’excés énantiomérique, obtenu par simple filtration pendant que la phase liquide contenant
le catalyseur chiral peut étre recyclé [CHAUDHARI R.V. & MILLS P., 2004].

En biocatalyse, les enzymes étant solubles dans I'eau et trés fragiles, leur purification aprés
usage est généralement difficile surtout a I'échelle industrielle. Pour répondre a ces
problemes de stabilité des enzymes [AZERAD R., 2002], diverses méthodes ont ainsi été
mises au point permettant leur réutilisation, une fois la réaction enzymatique achevée.
Depuis 1965, la méthode la plus développée est 'immobilisation des enzymes qui consiste a
rendre I'enzyme insoluble par un traitement physique ou chimique, doux et sélectif pour
éviter une perte trop importante d’activité biologique. L’enzyme ainsi insoluble dans les
milieux aqueux (ou immobilisé) peut catalyser en milieu hétérogéne notamment pour les
syntheses de molécules organiques (médicaments). Le dérivé insoluble est ensuite récupéré
par filtration, sédimentation et centrifugation et peut servir a nouveau [BROWN E. &
BIELLMANN J-F, 1992]. En effet, les molécules organiques comme les médicaments sont le
plus souvent uniquement solubles dans les solvants organiques [AZERAD R., 2002].

La Figure 48 liste des exemples de procédés biocatalytiques utilisant des enzymes

immobilisés qui ont montré une stabilité suffisante pour leur fabrication a [I'échelle

industrielle.
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Biocatalvst Reported half-life

Aspartase 6 months—2 years
[somaltulose synthase 358 days
Urocanase 180 days
Fumarase 180 days
Arginine deiminase 140 days
Transaminase 00 days
Penicillin amidase =6 months
Lactase 90 days
Protease =60 days
Glucose isomerase (60°C) =60 days
Tryptophan synthase 50 days
Cyclodextrin glu. trans. >45 days
Asp.-B-decarboxylase 45 days
Hydantoinase 30 days

Figure 48: Demi-vies de biocatalyseurs immobilisés

D’autres inconvénients ont été rapportés : 'emploi a grande échelle des enzymes révélent
cependant quelques probléemes : de faibles quantités d’impuretés peuvent inhiber les
enzymes, elles peuvent subir une dénaturation thermique ce qui entraine une perte d’activité
et les enzymes peuvent également étre inhibées ou dénaturées en présence de solvants
organiques. [BROWN E. & BIELLMANN J-F, 1992].

1.2.3. Faible productivité et forte sélectivité des biocatalyseurs

Une limitation des biocatalyseurs, celle-ci plus importante, réside dans la modestie des
concentrations en substrats habituellement tolérées: la concentration en substrat est
généralement limitée pour permettre la réaction catalytique si bien que ce point en fait un
désavantage dans l'utilisation a I'’échelle industrielle [AZERAD R., 2002].

L’extréme sélectivité des biocatalyseurs pour des substrats naturels est une caractéristique
principale. Cependant il est important de déterminer dans quelle mesure on peut conserver
au maximum ces propriétés de sélectivité lorsque I'on s’adresse a des substrats non
naturels. Le biocatalyseur idéal serait celui qui présenterait le minimum de sélectivité de
substrat tout en conservant ses propriétés énantiosélectives, comme par exemple les lipases
qui sont capables d’accommoder une trés large variété de familles de substrats dont les
structures peuvent étre trés différentes. Grace a la disponibilité commerciale de nombreuses
lipases et a la simplicité des réactions mises en jeu, ces réactions sont les plus utilisées en
synthese asymétriqgue [AZERAD R., 2002].

Depuis plusieurs années de nombreux procédés intéressants sont apparus utilisant des

hydrolases, des oxydoréductases ou des lyases comme biocatalyseurs pour la synthese de
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principes actifs chiraux. Cependant, ['utilisation des lipases en solvant organiques
démontrent d’excellents résultats pour la préparation d’énantiomére seul par hydrolyse
enzymatique, transestérification ou aminolyse. Les différentes applications des lipases en
synthese asymétrique comprennent la résolution cinétique de mélange racémique de type
alcool, acide, esters ou amines principalement (un exemple est présenté en Figure 49)

O/\/CN

“ s ©5 Oi) )
VA CHJCl,
(R) (S)

o/\/\m cn

OO Y OO OO

Figure 49 : Résolution cinétique d’alcools intermédiaires pour la préparation du (S)-
propranolol

Avec PSL Pseudomonas cepacia lipase
[GOTOR-FERNANDEZ V. & al., 2006]

2. La séparation chirale

2.1. Des voies de résolution par cristallisation aux voies de

résolution chromatographique

En industrie pharmaceutique, la séparation chirale peut étre réalisée par résolution chimique
du mélange racémique par formation de sels grace a un isomére optique de I'acide tartrique,
par exemple. L’acide tartrique réagit avec les deux énantioméres pour former des
diastéréoisomeéres, dont les propriétés physico-chimiques sont généralement différentes.
Pour cette raison, les diastéréoisoméres formés pourront étre séparés par cristallisation par

exemple.

Cette technique était utilisée pour la synthése de la Iévocétirizine. Cependant les principaux
désavantages de cette technique étaient le faible rendement de I'étape de résolution
(seulement 12,7 %) et la pureté optique insuffisante des énantioméres obtenus (de l'ordre de
95 %). D’autres intermédiaires de synthése ont ensuite été testés pour augmenter la pureté

optique et le rendement : des puretés optiques supérieures a 98 % ont pu étre obtenues.
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D’autres désavantages sont apparus au fur et a mesure comme une racémisation du produit
désiré et la production de nombreux produits de dégradation. De plus certains procédés
employaient des réactifs toxiques. Finalement, aprés avoir résolu ces problemes de
racémisation et d’utilisation de produits toxiques, le rendement pouvait atteindre 80 % et la
pureté optique des énantiomeres pouvait étre supérieure a 95 % (proche de 100 % parfois),
ce qui rendit le procédé industrialisable.

Malgré ces améliorations, le procédé a été abandonné pour étre remplacé par la séparation
chirale de type chromatographique (lit mobile simulé et Varicol®) qui permet d’atteindre des
rendements plus importants [BODSON G. & al., 1995].

2.2 Avantages de la séparation chromatographique

2.2.1. Productivité et rendement

Le procédé Varicol® a développé de nombreux systemes avec différents nombres de
colonnes, de différents diamétres permettant d’obtenir des productivités de plus en plus
importantes. Pour des systéemes a 6 colonnes, les productivités obtenues sont résumées
dans le Tableau VI.

Tableau VI : Productivité obtenue avec les sytémes Varicol® a 6 colonnes

Var!col® 6-110 110 1310
Varicol® 6-150 150

Varicol® 6-200 200 5a50
Varicol® 6-300 300 104150
Varicol® 6-450 450 25 a 250
Varicol® 6-600 600 40 a 400
Varicol® 6-800 800 7024700
Varicol® 6-1000 1000 100 a 1000

A titre d’exemple, en Mars 2006, AMPAC Fine Chemicals (AFC, Rancho Cordova, CA),

compagnie avec une large expérience dans la chromatographie multicolonne, mis en place
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la production d’'un médicament par procédé de lit mobile simulé dans son usine sur Highway
50 en dehors de Sacramento. Le systeme Novasep a six colonnes chromatographiques de
1000 millimétres de diamétre et de 10 cm de hauteur rempli avec 200 kg de phases
stationnaires chirales a été mis en place pour la production commerciale de ce médicament.
Ce systeme tourne en continu en moyenne 300 jours par an. Ainsi son facteur « en-service »
(temps en service / temps prévu pour étre en service) est supérieur a 95 %. Pendant ce
temps, il produit plus de 100 000 kg de produit désiré [McCORNICK D., 2006].

2.2.2. Pureté

Les puretés obtenues sont typiquement comprises entre 95 et 99,5 % en fonction du produit
et des spécifications attendues. Cependant sur un procédé Varicol®, si le débit de charge
est choisi de maniére judicieuse, la pureté obtenue est au minimum de 99 % pour chacune

des sorties (extrait et raffinat).

De plus les procédés chromatographiques sont généralement accompagnés d’étape de
purification par recristallisation pour augmenter la pureté du produit fini. Dans le cas d’'un
principe actif pharmaceutique développé par UCB, les étapes de synthese conduisent a la
formation d’un principe actif brut qui est ensuite purifié par recristallisation et ensuite broyé.
Deux stratégies de synthése par chromatographie chirale (new synthesis en Figure 50) ont
été comparées en termes de profil d'impuretés, de propriétés physiques, de machinabilité

galénique et de propriétés du produit fini.

Original synthesis New synthesis

Step 1

Stc—b 2a
Chromatographic Step 2b
separation ‘

Chemical steps
Crude API

|
I
I
I
1
I
|
I L
: Strategy 1 Strategy 2 l
|
|
I
|

Step 3a Step 3b
Crude API Crude API
chromatographic
oo separation
*

Final step
Recrystallised

milled API|

Figure 50 : Stratégies de synthése d’un principe actif pharmaceutique développé par

UCB par une méthode de synthése par cristallisation dans un sel (original synthesis)

et par chromatographie chirale (new synthesis)
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Dans les deux stratégies par chromatographie continue (new synthesis), I'étape 1 est une
étape de synthése de lintermédiaire racémique suivie d’une purification et isolation par
distillation. Cet intermédiaire, liquide a température ambiante, peut contenir jusqu’a 6 %
d’impuretés induites par le procédé. Ces impuretés sont solubles dans la plupart des
solvants organiques et peuvent facilement étre séparées par chromatographie chirale avec
l'utilisation des phases stationnaires disponibles sur le marché et de phases mobiles
constituées de solvant organique non exotique (étape 2a). Cependant, I'étape 3a apres la
chromatographie chirale utilise des conditions qui peuvent causer une racémisation partielle
des énantioméres produits. Ainsi cette stratégie ne sera pas retenue en raison de la

production d’impuretés induites par le procédé et la possibilité de racémisation partielle.

Dans la stratégie 2, la seconde étape 2b permet de produire une forme cristalline pure, qui
est directement le mélange racémique du principe actif désiré. Ce sel a une pureté de plus
de 99,5 %, est soluble dans la plupart des solvants organiques et est facilement séparable
en chromatographie chirale. L'analyse des impuretés a montré la présence de traces de
carbonate de sodium ou d’ions métalliques (impuretés non générés par le procédé) et
également la présence de traces d’alcanes (induites par le procédé) a une concentration
maximale de 0,01 %. Ces faibles quantités d'impuretés sont néanmoins suffisantes pour
causer une racémisation partielle des énantioméres pendant la séparation et lisolation des
énantiomeéres par évaporation des solvants. Comme ce mélange racémique est le dernier
intermédiaire de synthése avant la substance active, il était nécessaire d’éliminer ces traces
par une recristallisation. Cette recristallisation a conduit a un niveau d’'impuretés beaucoup
plus faible (inférieur a 0,001 %), et avec ce niveau dimpuretés, aucun procédé de
racémisation partielle n'a été observé pendant I'étape de purification du produit par
evaporation [HAMENDE M., 2007].

2.23. Un exemple de productivité, rendement et pureté pour Ila
fabrication d’un énantiomeére pur par chromatographie multicolonne

continue

Lors d’'une campagne de fabrication d’'un énantiomeére pur par chromatographie chirale, UCB
a analysé les résultats de la fabrication en termes de pureté, rendement et productivité. La
pureté attendue de I'énantiomére désiré est de 98 %, avec un rendement de 90 % et une
productivité spécifique de 1350 g par kilogramme de phase stationnaire chirale par jour. Les
résultats sont présentés pour un systeme Varicol® a 5 colonnes de 1000 mm de diametre
(chromatographie multicolonne continue « MCC 5-1000 » utilisé en mode Varicol®, Figure
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51) en fonction du nombre de lots produits lors de cette campagne (Figure 52, Figure 53 et
Figure 54).

Figure 51 : Photographie d’une chromatographie multicolonne continue « MCC 5-
1000 » installée a UCB Pharma (Braine, Belgique)

[HAMENDE M., 2007]
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Figure 52 : Pureté du principe actif obtenue aprés chromatographie chirale continue
« MCC 5- 1000 » en mode Varicol®
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Figure 53 : Rendement de récupération de I’énantiomeére désiré obtenu par

chromatographie chirale continue « MCC 5- 1000 » en mode Varicol®
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Figure 54 : Productivités obtenues par chromatographie chirale continue

« MCC 5- 1000 » en mode Varicol®

[HAMENDE M, 2007]

2.3. Limites et axes d’amélioration

2.3.1. Des processus « batch » aux processus continus

Les séparations chromatographiques conventionnelles (« batch ») utilisent seulement une
fraction de la phase stationnaire. L'utilisation de procédés continus comme le procédé du lit
mobile simulé augmente considérablement le volume de phase stationnaire utilisé (jusqu’a
50 a 70 % du volume de phase stationnaire totale utilisé) avec une amélioration de la
productivité et une réduction de la consommation de solvants [McCORNICK D., 2006].

De plus en procédé « batch », toute la phase stationnaire et I'éluant ne sont pas en contact

avec le produit. Pour utiliser au mieux cette phase stationnaire non utilisée et I'éluant pour
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améliorer la séparation, le mélange non résolu est réintroduit en début de colonne (Figure
55b). Dans ce cas, les produits séparés peuvent étre collectés en continu pendant que le
meélange et I'éluant sont injectés continuellement. Ce procédé semi-continu a ensuite été
remplacé par un procédé continu avec plusieurs colonnes (chromatographie multicolonne
continu) (Figure 55c). Les lignes d’entrées (mélange et éluant) et de sorties (extrait et
raffinat) sont déplacées périodiquement d’'une colonne dans le sens de I'écoulement du

liquide.
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Figure 55 : Du procédé « batch » au procédé continu

Les procédés continus sont plus efficaces que les procédés « batch » car I'utilisation de la
phase stationnaire est optimisée et la quantité d’éluant nécessaire pour la purification est
significativement réduite. Le débit d’alimentation peut étre plus important en continu qu’en
« batch », ce qui augmente la productivité globale. Deux procédés de chromatographie
multicolonne pour la séparation chirale pharmaceutique existent aujourd’hui sur le marché :

le lit mobile simulé et le procedé Varicol®.
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Une comparaison entre un procédé « batch» par HPLC et un procédé continu par
chromatographie multicolonne a été réalisée par M. Hamende (2007). Les résultats de cette
comparaison sont résumés dans le Tableau VII.

Tableau VIl : Comparaison d’un procédé « batch » par HPLC et d’'un procédé continu

par chromatographie multicolonne pour la fabrication d’un principe actif

pharmaceutique par chromatographie chirale

Productivité Consommation de solvant |

(g racémate/kgSP/jour) (L solvant/kg racémate)
« Batch » preparative HPLC 720 4200

Multicolumn continuous

1200 580
chromatography (MCC)

Cette comparaison a été réalisée par simulation sur un logiciel de Novasep (Helpchrom,
aujourd’hui Licohelp) avec une optimisation des modes « batch » et continus en termes de
productivité et de consommation de solvant pour obtenir une pureté de 99 % et un
rendement de plus de 90 % en énantiomére désiré avec une pression opératoire maximale.
Au vu des résultats de cette étude, la chromatographie multicolonne continue est retenue

pour l'utilisation a I'échelle industrielle.

2.3.2. Du lit mobile simulé au Varicol®: La flexibilit¢ du systeme

augmente

En lit mobile simulé, les points d’injection de la charge et de I'éluant sont déplacés
périodiguement, de méme que les points de soutirage de l'extrait et du raffinat. Le
déplacement est synchrone, donc les différents points d’alimentation et de soutirage sont

déplacés de maniere simultanée.

A l'inverse, le procédé Varicol® utilise des déplacements asynchrones des différents points
d’alimentation et de soutirage. Ainsi pour un nombre total de colonnes donné, il existe une
infinité de configurations possibles avec le procédé Varicol® en fonction de la période de
commutation des vannes. Cette modification de configuration permet de réduire le nombre
total de colonnes, d’augmenter la productivité et de diminuer la consommation de solvant
[ADAM P. & al., 2000].
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La comparaison entre un systeme en lit mobile simulé et un systeme Varicol® a été réalisée
par M. Hamende (2007) (Figure 56). Un Varicol® a six colonnes n’augmente pas la
productivité mais diminue la consommation de solvant de 9 % alors qu’un systéme Varicol®
a cing colonnes réduit la consommation de solvant de 19 % et augmente la productivité de

64 % par rapport a une configuration en lit mobile simulé a 6 colonnes.

200
180
160 -
140
120

% 100 - S— >
80 - —u
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40 -
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SMB 6 column Varicol 6 column Varicol 5 column

Mode of operation

Figure 56 : Comparaison de la productivité et de la consommation de solvant en lit

mobile simulé et Varicol®. Trait plein : productivité relative, trait pointillé :

consommation de solvant

2.3.3. Consommation de solvant

Dans les procédés pharmaceutiques en général, de grandes quantités de solvant sont
nécessaires a cause des difficultés rencontrées en termes de solubilité des réactifs et
produits. Ces grandes quantités de solvant permettent d’obtenir des mélanges homogénes
car les réactions hétérogénes ne sont généralement pas aussi robustes et reproductibles.
Cependant I'élimination de ces solvants conduit généralement a la formation de gaz a effets
de serre et le colt de ces solvants peut étre un frein pour I'industriel. De plus, ces solvants

peuvent avoir un impact sur la santé comme I'utilisation du benzéne, agent carcinogéne.

Pour améliorer les performances chromatographiques et diminuer I'impact environnemental
des procédés multicolonnes continus, des évaporateurs permettent de concentrer I'extrait et
le raffinat et de récupérer I'éluant pour le recycler vers la ligne d’entrée de I'éluant du

systeme de séparation (Figure 57).
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Figure 57 : Principe général de séparation et de recyclage dans le systéme en lit

mobile simulé

Sur les unités industrielles, des unités d’évaporation (Figure 58) sont mises en place
systématiquement pour permettre de concentrer le produit mais aussi pour recycler le
solvant. Ces systemes permettent la récupération de plus de 99 % du solvant, réduisant le
co(t initial du solvant et 'impact environnemental lié a son utilisation. L’évaporation d’'un
mélange de solvant peut conduire a un changement dans la composition du mélange. Des
techniques utilisant les propriétés électriques de [I'éluant peuvent étre utilisées pour
déterminer ces changements de composition et permettre un réajustement de la
composition. Des systemes plus sophistiqués se sont également développés tels que des
systemes utilisant des techniques infra-rouges pour des mélanges plus complexes.
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Fiqure 58 : Evaporateurs utilisés pour la récupération du solvant dans une

chromatographie multicolonne continue « MCC 5-1000 » installée chez UCB Pharma

(Braine, Belgique)

[HAMENDE M., 2007]

A titre d’exemple, Michel Hamende (2007) résuma I'expérience d’UCB Pharma (Bruxelles,
Belgique) dans l'optimisation de la production d’'un énantiomére pur chiral par différentes
voies de fabrication dont la chromatographie multicolonne. Le systéme de récupération de
solvant dans cette étude a permis une récupération de 99,7-99,8 % du solvant, induisant une
faible perte de solvant ((de 0,36 a 0,68 L par kilogramme de produit) [McCORNICK D.,
2006].

Le type de solvant choisi est également un facteur important a prendre en compte en termes
de toxicité et d’environnement. Dans un premier temps, un solvant pur a été testé par UCB
[HAMENDE M, 2007] pour éviter un ajustement de la composition du solvant. Au regard de
la faible toxicité, certains alcools aliphatiques ont été testés comme [I'éthanol purifié
azéotropique qui permet une meilleure sélectivité et résolution que le méthanol. Cependant
une productivité 2 a 3 fois supérieure a été observée avec un mélange binaire alcool /

alcane, c’est pourquoi ce type de mélange binaire est généralement retenu.
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2.3.4. Racémisation

Les procédés chromatographiques multicolonnes continus conduisent a la séparation des
deux énantiomeres de la molécule. Ces deux énantioméres sont nécessaires pour établir les
informations toxicologiques, pharmacologiques [FDA] lors des phases de recherche et
développement de la molécule. Cependant, en production industrielle, pour étre compétitif, il
est nécessaire de recycler I'énantiomére non désiré par une racémisation [McCOY M.,
2000.]. La racémisation est la « production d’'un mélange racémique a partir d'une matiére
chirale dans laquelle un énantiomére est présent en excés » [PANICO R. & al., 1995]. Ce
mélange racémique sera recyclé en téte de colonne chromatographique pour étre séparé a

nouveau.

Pour un mélange A et B, dont I'énantiomére non désiré est le produit B, le principe de

racémisation est schématisé en Figure 59.

A+B
(Alimentation générale)
. A+B
(racémisé)
A
\4
Séparation Racémisation

Figure 59 : Principe de la racémisation de I’énantiomére non désiré B

Le bénéfice de la racémisation et du recyclage du solvant a été mis en évidence par M.
Hamende (2007) qui a comparé le rendement d’'une séparation chirale avec et sans la
racémisation et le recyclage du solvant. Les résultats de cette comparaison sont résumés

dans le Tableau VIII.
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Tableau VIII : Influence du recyclage des solvants et de la racémisation de

I’énantiomeére non désirée sur le rendement de la séparation chirale

Non-optimisé Optimisé

Equivalent of reactant per
3,83 2,45

kilogram of drug substance
Overall yield (kg DS/kg reactant) 26,1 % 41 %

2.3.5. Amélioration des phases stationnaires chirales

Le colt moyen des phases stationnaires chirales peut atteindre 5000 a 20 000 € par
kilogramme. Ainsi, les phases stationnaires chirales doivent étre utilisées pour permettre
d’'offrir de grande sélectivité et de grande résolution tout en résistant mécaniquement et

chimiquement a I'éluant, le mélange racémique et I'équipement.

Chimiquement, la phase stationnaire chirale doit étre inerte vis-a-vis de la phase mobile et
du mélange racémique : certaines phases stationnaires sont connues pour étre sensibles a
certains solvants comme les cétones ou les mélanges alcools / alcanes et certaines phases
stationnaires chirales peuvent également étre activées par des bases faibles comme la
triethylamine ou par le mélange racémique lui-méme si il contient une base faible.
Mécaniquement, il est important de connaitre la pression maximale opératoire et la vitesse
linéaire supportée par la phase stationnaire chirale : une trop forte pression peut casser la
phase stationnaire chirale et une vitesse linéaire trop importante peut I'éroder. Dans tous les
cas, les phases stationnaires chirales contenant des particules sphériques sont préférées
pour augmenter la résistance mécanique et pour améliorer la dynamique des fluides utilisés.
La sélection de la taille des particules de la phase stationnaire chirale doivent tenir compte
du fait que la résolution et la perte de charge par meétre sont inversement proportionnelles a
la taille des particules. Une phase chirale de type Chiralpak AD (Daicel) a été testée par
UCB pour la préparation d’'un principe actif pharmaceutique avec différentes tailles de
particules (10, 20 et 50 um). Dans la pratique, les particules de 10 et 50 ym n’ont pas été
retenues car le colt de la séparation est augmenté de 50 % par rapport a l'utilisation de
particules de 20 um. Un systéme avec des particules a 10 um nécessite une faible longueur
de lit pour assurer une bonne distribution dans les colonnes et nécessite des équipements
capables de travailler sous forte pressions et pertes de charge, donc cette solution n’est pas
économiquement viable. Les systémes utilisant des particules de 50 um de diameétre
nécessitent d'utiliser plus de phase stationnaire pour obtenir la méme séparation mais

permettent d’augmenter les débits avec une pression constante. De plus les phases
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stationnaires chirale 50 um sont plus cheres que les 20 um. Pour ces raisons, les tailles de
particules retenues sont 20 um [HAMENDE M., 2007].

Le développement important des phases stationnaires chirales a abouti a 'emploi de phases
efficaces basées sur un recouvrement polysaccharidique de silice poreuse, nécessaire pour
opérer a fort débit et fortes pressions. Cette avancée permet notamment d’augmenter les

rendements des séparations chromatographiques [BLEHAUT J. & al., 2001].

Cependant le colt des phases stationnaires chirales représentent un colt important de la
séparation chirale. C’est pourquoi, une avancée technologique, la compression dynamique
axiale (DAC) a été mise en place pour limiter un maximum le changement de la phase
stationnaire. La phase stationnaire est soumise a de nombreuses contraintes au cours de la
séparation comme les variations de débits dans le systéme, la DAC permet d’appliquer une
contre-pression qui empéche 'extension du lit. Cette avancée permet d’optimiser la qualité
du remplissage de la colonne avec la phase stationnaire et la stabilité de la colonne en
appliquant une pression sur la phase stationnaire. Ces colonnes peuvent étre remplies avec
une phase stationnaire constituée de billes de silice de faible diamétre (de I'ordre de 5 um) et
fonctionner a fort débit donc fortes pressions. Cependant le remplissage de la colonne sous
DAC peut entrainer la formation de « fines » (de l'ordre de 2 et 8 ym pour une Chiralpak AD
20 pm). Les « fines » sont des particules de phase stationnaire libérées par exemple au
cours du remplissage de la colonne, cette libération entraine notamment la diminution du
nombre de sites disponibles sur la phase stationnaire. M. HAMENDE (2007) a déterminé la

formation de « fines » en fonction de la pression du remplissage appliquée (Figure 60).
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Figure 60 : Influence de la pression de remplissage de la colonne (DAC) sur la

formation de « fines »
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Le changement de la phase stationnaire est ainsi moins fréquent. Ce changement est lié a
I'apparition de « fines » dans le systeme. En effet, au fur et a mesure de la séparation, les
billes de la phase stationnaire s’abiment et libérent des « fines », ce qui diminue le nombre
de sites disponibles sur la phase stationnaire. De plus, les colonnes sont équipées de frittés
en haut et en bas de la colonne dont le diamétre des interstices est de I'ordre de la taille des
billes de la phase stationnaire (un peu plus petit) pour éviter le départ de ces billes. Or les
« fines » peuvent boucher ou traverser ces interstices, ce qui augmente la perte de charge
du systéme. La séparation n’est alors plus optimale et la phase stationnaire doit étre

changée.

En pratique, la durée de vie des phases stationnaires est de deux ans en moyenne qui peut
s’étendre jusqu'a quatre et cing ans en industrie pharmaceutique. Pour des phases
stationnaires utilisées pour divers produits, il n’est pas inhabituel au contraire d’avoir un

changement de phase stationnaire tous les six mois.

Par exemple, Cox [McCORNICK D., 2006] a détaillé les calculs pour la production annuelle
de 90 000 kilogrammes d’un intermédiaire chiral. Le premier systéme chromatographique
(chromatographie liquide haut performance), a fourni un rendement de 0,2 kilogramme
d’énantiomére pur par jour par kilogramme de phase stationnaire pour une faible solubilité (<
10 mg/mL). La cible était 1 kilogramme ou plus par kilogramme de phase stationnaire avec
une solubilité d’au moins 50 mg/mL. Aprés optimisation, Chiral Technologie a développé un
procédé de lit mobile simulé a 6 colonnes de diamétre interne de 80 cm permettant une
capacité de phase stationnaire de 180 kg. Ce systéme optimisé permettait de produire 1,5 kg
d’énantioméres purs par kg de phase stationnaire, soit un total de 270 kg d’énantioméres
purs par jour, permettant d’atteindre la cible annuelle de 90 000 kg de produit pur en 330
jours de production. Avec un prix moyen de 14 000 $ par kilogramme, la phase stationnaire
chirale représentait 2,5 millions de dollars, mais les colonnes avaient un minimum de trois
ans de durée de vie (pour 270 000 kg de produits purs). Ainsi, le colt réel attribué a la phase
stationnaire est de 9 dollars par kg [McCORNICK D., 2006].

Cette modification de la performance de la colonne se traduit par des puretés insuffisantes
du produit cible malgré un ajustement des débits. Des tests colonnes ont également été mis
a disposition des industriels pour réaliser une injection permettant de mesurer le temps de
rétention et 'efficacité de la colonne, indicateur de la performance de la phase stationnaire et

donc de la nécessité éventuelle de son changement [BLEHAUT J. & al., 2001].
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2.3.6. Développement des performances informatiques

Dans un premier temps, il est indispensable d’estimer les débits corrects et la période de
commutation des vannes. Le systéme est sensible aux variations de débits et peut alors
affecter la qualité de la séparation. Les débits peuvent étre estimés a partir des propriétés
d’équilibre solide-éluant-soluté. Une fois que l'isotherme d’adsorption entre les solutés et le
solide est déterminé, les débits optimaux peuvent étre calculés [NICOUD R.M, 1992]. Des
expressions simples pour la sélection des débits existent dans le cas ou les isothermes sont
linéaires. Cependant, ces isothermes ne sont généralement pas linéaires et la situation
devient alors plus complexe. Des simulations de procédés sur des logiciels spécialisés sont
nécessaires [NICOUD R.M. & al., 1993].

Le développement des performances informatiques permet la mise a disposition d’outils de
modélisation des phénomeénes d’adsorption et des cinétiques de transfert de masse. Ainsi,
les processus chromatographiques peuvent étre visualisés et optimisés sur différents
logiciels de simulation (exemple de la simulation de la premiére séparation de
diastéréoisoméres a I'échelle industrielle [BLEHAUT J. & al.,1996]). Le premier logiciel de
modélisation fut présenté au début des années 1990. D’autres logiciels se sont développés
au fur et a mesure grace a la contribution de nombreuses universités pour mieux
comprendre le systéme. Pour modéliser la séparation, seulement une faible quantité de
parameétres doit étre déterminée expérimentalement a I'échelle analytique : lisotherme
d’adsorption, l'efficacité de la colonne (nombre de plateaux théoriques), I'estimation de la
perte de charge. Grace aux isothermes d’adsorption, la détermination des différents débits
est possible et notamment le débit d’alimentation optimal qui permet d’obtenir une grande
productivité et une faible consommation d ‘éluant [BLEHAUT J. & NICOUD R.M., 1998].

3. Application a la synthése d’un principe actif pharmaceutique

chiral sous forme d’un seul énantiomére par différentes méthodes

Depuis 1993, les exigences concernant la mise sur le marché de principes actifs sous forme
d’un seul énantiomére pour les médicaments d’'UCB ont conduit la compagnie a étudier et a
comparer plusieurs voies de synthése. La premiére synthése réalisée était constituée d’'une
étape de formation du mélange racémique suivie d’une étape de cristallisation. Les
syntheses qui ont été étudiées par la suite sont la chromatographie chirale et la synthése
asymétrique. Une comparaison du colt de production, de linvestissement, de l'impact
environnemental et de la complexité de l'industrialisation de ces voies de synthése a été

réalisée et les résultats sont résumés dans le Tableau IX.
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Tableau IX : Comparaison de trois voies de fabrication (cristallisation, séparation

chromatographigue et synthése énantiosélective) d’un principe actif pharmaceutique

sous forme d’un seul énantiomére

‘ Salt Chromatographic ~ Synthesis from

‘ crystallisation resolution chiral precursors
Manufacturing costs 100 % 24 % 48 %
Investment 100 % 76 % 62 %
Environmental impact 100 % 11 % 33 %
Complexity Low High Low

A partir de ces résultats, les investigations se sont tournées vers I'exploration des techniques
de chromatographie chirale [HAMENDE M., 2007]
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Conclusion

L’origine des molécules chirales sur Terre n’a pas encore été établie mais des scientifiques
s'intéressent a sa découverte. Des chercheurs du CNRS ont récemment (2011) établi que
'asymétrie « naturelle » (ou chiralité) des molécules biologiques viendrait de I'espace.
Certaines molécules chirales du vivant, comme les acides aminés et les sucres, ne sont
présentes que sous une seule forme (on appelle homochiralité la propriété des molécules
organiques de n’exister dans les étres vivants que sous une seule des deux formes chirales)
et ces scientifiques se sont posés la question de savoir pourquoi la vie avait privilégié I'une
de ces deux formes plutdt que l'autre. Plusieurs équipes frangaises dirigées par Louis
Hendecourt, directeur de recherche CNRS a l'institut d’astrophysique spatiale (Université
Paris 11 /CNRS), ont obtenu pour la premiere fois un excés de molécules d’'une forme puis
de l'autre dans des conditions proches de 'espace interstellaire, posant I'hypothése d’'une
origine « cosmique » de I'asymétrie des molécules biologiques sur Terre. Une autre théorie
suppose que la vie serait apparue a partir d'un mélange racémique et que 'homochiralité

serait survenue progressivement au cours de I'évolution [DE MARCELLUS P. & al., 2011].

En attendant de découvrir l'origine des molécules chirales, les scientifiques se sont
largement intéressés a leurs propriétés, notamment dans le domaine pharmaceutique. Le
r6le primordial des molécules chirales en thérapeutique a été révélé et mis en évidence a la
suite de la tragédie sanitaire de la Thalidomide® survenue dans les années 1970. A cette
epoque, la commercialisation de meéedicaments sous forme de mélange racémique était
largement répandue en industrie pharmaceutique. La mise sur le marché de médicaments
chiraux devient alors surveillée par les différentes autorités sanitaires. De plus, dans la
mesure ou un médicament comportant un seul énantiomere en lieu et place du racémique
est considéré comme un principe actif nouveau, le développement de médicaments
énantiopurs (contenant un seul énantiomere) devenait économiquement intéressant pour les
industriels. Ainsi, le marché des médicaments énantiopurs a considérablement augmenté
depuis la fin du 20°™ siécle : en 2012, les autorités sanitaires américaines ont approuvés 26
nouvelles molécules dont 11 sont des énantiopurs et aucune n’est un mélange racémique

[JARVIS L.M., 2013].

Ainsi, pour des considérations thérapeutiques, mais également réglementaires et
économiques, les procédés industriels de fabrication de médicaments s’orientent aujourd’hui
largement vers la commercialisation d’'un principe actif sous forme d’'un seul énantiomeére.

Pour atteindre cet objectif, deux stratégies sont possibles: le développement de
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médicaments optiquement purs par des synthéses énantiosélectives et la séparation d’'un
mélange racémique en ses deux énantioméres par une méthode de discrimination chirale,
comme la chromatographie utilisée a I'échelle industrielle. La chromatographie chirale est la
méthode de séparation la plus récente envisagée pour les énantiomeéres. En effet, les autres
méthodes de séparation disponibles sur le marché (cristallisation, chromatographie non
chirale) ne pouvaient pas étre utilisées car les énantiomeres ont des propriétés physico-

chimiques trop proches la plupart du temps pour pouvoir étre séparés.

Parmi les méthodes de synthése énantiosélective, les méthodes catalytiques sont
aujourd’hui largement répandues par rapport aux méthodes utilisant des réactifs chiraux. Les
réactifs chiraux sont efficaces au laboratoire mais économiquement non viables
industriellement en raison de la grande quantité de réactifs nécessaire. A linverse, les
catalyseurs chiraux sont utilisés en faibles quantités pour produire de grandes quantités de
produit désiré. Ces catalyseurs peuvent étre naturels (biocatalyseurs) ou artificiels
(généralement métallique). Les catalyseurs sont liés a un ligand chiral et réagissent avec un
substrat achiral pour former un produit chiral. Les catalyses énantiosélectives les plus

utilisées sont 'hydrogénation et 'oxydation catalytique.

Parmi les méthodes chromatographiques de séparation chirale, les méthodes directes
utilisant des phases stationnaires chirales (PSC) sont largement utilisées a I'échelle
industrielle, la dérivation pré-colonne (méthode indirecte : réaction d’'un mélange racémique
avec un réactif optiquement pur puis séparation dans un systéme chromatographique
classique (non chiral)) et l'utilisation d’'un agent chiral dans la phase mobile (méthode
directe) étant retenues pour I'échelle laboratoire. Bien que la CLHP se soit largement
développée dans les années 1970 pour la séparation préparative des énantiomeéres par
exemple, pour des raisons économiques, les deux principaux procédés de séparation
chromatographique retrouvés sur le marché sont le Lit Mobile Simulé et le procédé Varicol®.
Ce sont des techniques chromatographiques de type adsorption, économiquement viables,
dans lesquelles les énantiomeres et le solvant sont en compétition pour les mémes sites

d’adsorption sur la phase stationnaire chirale.

Au regard des deux stratégies (la synthese énantiosélective et la séparation chirale), des
développements ont été nécessaires pour assurer une compétitivité des deux techniques.

Alors que les synthéses énantiosélectives sont connues pour étre des méthodes sélectives,
efficaces et respectueuses de I'environnement, elles sont cependant colteuses (colt des
catalyseurs), parfois toxiques (contamination du produit par les métaux). De plus, le

recyclage des catalyseurs est difficile, les productivités sont faibles en biocatalyse (limitation
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par la concentration en substrat) et la forte sélectivité des biocatalyseurs peut limiter leur
champ d’application. En réponses a ces contraintes, le colt des catalyseurs ne doit pas étre
considéré seul mais en combinaison avec le co(t total de la réaction catalytique,
généralement proche du colt du catalyseur. De plus, des études sur [l'utilisation de
microorganismes entiers (moins colteux que les biocatalyseurs seuls) ont été réalisées pour
évaluer leur efficacité. Pour répondre aux problemes de stabilité et de recyclage, des
techniques d’immobilisation des catalyseurs ont été développées.

La séparation chirale a d’abord été réalisée par des techniques de discrimination chirale
comme la cristallisation. Mais les faibles productivités et puretés obtenues ont conduit au
développement de techniques chromatographiques. Ces techniques permettent d’obtenir
des productivités et des puretés importantes. Les techniques « batch » ont laissé place aux
techniques continues a I'échelle industrielle car I'utilisation de la phase stationnaire n’était
pas optimale en séparation « batch » et les consommations de solvant étaient importantes,
d’'ou une augmentation du colt de la séparation et un impact environnemental néfaste.
Parmi les techniques continues, le procédé Varicol® augmente la flexibilité du systeme et
permet ainsi de réduire le nombre de colonnes chromatographiques, d’augmenter la
productivité et de diminuer la consommation de solvant par rapport au lit mobile simulé. Ces
techniques chromatographiques nécessitent de grandes quantités de solvant, pouvant avoir
un impact économique et environnemental. C’est pourquoi, les techniques continues
chromatographiques sont généralement associées a des évaporateurs qui permettent le
recyclage du solvant en plus de la concentration du produit final. La séparation chirale
conduit a la formation des deux énantiomeres du mélange racémique et pour rester
compétitif, le recyclage de I'énantiomere non désiré peut étre effectuée par des techniques
de racémisation. Le prix des phases stationnaires chirales peut étre un frein a I'utilisation de
ces techniques, c’est pourquoi les constructeurs de ces colonnes ont développé des
systemes comme la compression axiale dynamique pour permettre de prolonger la durée de
vie de ces phases stationnaires chirales. Des variations faibles des débits peuvent affecter la
qualité de la séparation, c’est pourquoi des simulations sur des logiciels informatiques des
conditions de la séparation ont été développées pour permettre de modéliser les conditions
optimales de la séparation.

En conclusion, les techniques d’obtention d’énantioméres purs sont diverses et ont connu de
nombreux développements pour améliorer leur productivité et pureté tout en limitant leur
colt et 'impact environnemental. Au vu de ces différentes évolutions, ces techniques sont
aujourd’hui largement implantées en industrie pharmaceutique. Les perspectives
d’améliorations restent importantes avec le développement de techniques physiques

(lumiére polarisée et champs magnétiques) en synthése asymétrique et I'étude de
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chromatographie en phases supercritique pour la séparation chirale, par exemple. Bien que
moins utilisés, les techniques de séparation chirale devraient connaitre une évolution
importante dans le milieu industriel car pour rester compétitives, elles ont su répondre aux
contraintes qui limitaient leur utilisation a I'échelle industrielle, jusqu’a présent.
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4. RESUME :

La chiralité est une propriété d’asymétrie qui se retrouve partout sur Terre, aussi bien dans
des objets (la main gauche et la main droite) que dans des molécules (acide L-tartrique et
acide D-tartrigue). Les deux représentants de cette asymétrie sont appelés
« énantiomeéres ». En thérapeutique, la plupart des médicaments chiraux commercialisés au
20°™ siécle étaient des mélanges racémiques constitués d’égales proportions des deux

énantiomeéres.

Le r6le des énantioméres en thérapeutique a été mis en évidence dans les années 1950 a la
suite de la tragédie sanitaire du médicament Thalidomide. La Thalidomide (mélange
racémique) était un médicament prescrit comme anti-nauséeux et sédatif chez la femme
enceinte. De nombreuses malformations furent observées chez les nouveau-nés dont la
meére avait été traitée par Thalidomide et cet effet tératogéne fut associé a l'un des
énantioméres de la Thalidomide. Les autorités sanitaires ont alors pris conscience de la
toxicité potentielle d’'un énantiomére par rapport a I'autre et ont instauré des lignes directrices
pour étudier les différences qui peuvent exister entre ces deux entités aussi bien en termes

de comportement pharmacologique et toxicologique que pharmacocinétique (absorption,




distribution, métabolisme et excrétion). Si ces différences sont importantes, le

développement d’un seul des deux énantioméres est attendu.

Désormais, les nouvelles entités sont développées sous forme d’énantiomeéres purs et les
anciennes (racémiques) voient leur vie prolongée en fin de brevet par la pratique du « chiral

switch ».

Ainsi pour des raisons thérapeutiques, mais également réglementaires et économiques, le
développement de médicaments sous forme d’'un seul énantiomére s’est accentué. Deux
grands procédés de fabrication sont aujourd’hui en compétition pour assurer la mise sur le
marché de ces médicaments : la synthése énantiosélective et la séparation chirale. Ces
deux méthodes se sont considérablement améliorées a I'échelle industrielle et notamment la
séparation chirale par chromatographie continue pour répondre aux attentes des industriels
en termes de pureté, de productivité et de réduction des colts notamment.
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