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introduction 

La fonction amidine a dkja fait l’objet de diverses monographies et revues [l-4]. 
RCcemment, la recherche de nouveaux agents chimiothkrapiques a conduit ?I la synthkse 
d’un grand nombre d’amidines [l, 5, 61 parmi lesquelles les benzamidines [7-lo] et des 
pyrrole amidines [ll]. Leur synth&se repose sur deux principes gCnCraux: le premier 
consiste A additionner une amine sur un nitrile: 

R-CSN + R, R2NH - 
//NH 

R-C 
‘NR,R, 

le second A prockder 5 un dkplacement nuckophile d’une imine judicieusement 
substituke A I’aide d’une amine: 

R-C=NR3 + R,R,NH - 
// W 

R-C 

I ‘NRIR2 
X 

oti X = Cl, Oh, SR4 et 0S0&H5. 

* To whom correspondence should be addressed. 
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Seule la seconde methode permet d’obtenir des amidines N,N’-substituees. Le radical 
R doit Ctre de preference de nature aromatique, la formation de chlorure d’imidoyle par 
chloruration des amides avec PC15 par exemple, produisant des reactions secondaires 
d’cx-halogenation et/au de self-condensation [ 121. 

Pour pallier cet inconvenient, l’un d’entre-nous a mis au point une methode g&t&ale 
de synthese des amidines N,N’-substituees a partir des nitriles via les sels de nitrilium 
correspondants [13-171: 

_A_ 
R-C = N + R,Ct + F&l, - RC = NRJ 

R,R,NH 
+ R-C 

‘NR,R, 

Cette technique s’est averee particulierement utile, la formation du se1 de nitrilium 
rendant l’atome de carbone du nitrile fortement Clectrophile tout en conservant une 
hybridation sp, c’est-a-dire, sans contrainte sterique. L’addition nucleophile de l’amine 
s’effectue d&s lors dans des conditions experimentales deuces avec des rendements 
satisfaisants, tout en Cvitant les reactions secondaires indesirables. 

Une serie d’amidines originales, acetamidines, acrylamidines, metacrylamidines et 
chloracrylamidines ont CtC ainsi synthetisees dans le but de rechercher une activite 
oncostatique Cventuelle. Certaines benzamidines N-IV’-disubstituees par des radicaux 
aliphatiques [7] ou aromatiques [18, 191 ont deja CtC Ctudiees d’un point de vue 
pharmacologique alors qu’aucun travail n’a CtC consacre a ces nouvelles molecules. 

Dans le present travail, nous envisageons l’aspect analytique par chromatographie 
liquide haute performance en faisant appel a la technique par appariement d’ions, par 
ailleurs souvent recommandee dans la litterature (20-221: A notre connaissance, aucune 
etude n’a jusqu’a present CtC consacree a ce probleme. 

Partie Experimentale 

Rdactifs 
Les differents sels d’amidinium (chlorhydrate ou perchlorate) ont CtC recristallises 

dans un melange ethanol-ether diethylique deperoxyde (Tableau 1). Leur purete a CtC 
verifiee par chromatographie en couche mince ainsi que par l’analyse Clementaire 
carbone, hydrogene, azote; les resultats de cette derniere correspondent aux valeurs 
theoriques. 

Les reactifs utilises sont de qualite’ Merck P.A. a l’exception de l’acetonitrile 
(Rathburn Chemicals Ltd, Walkerburn, Scotland, UK; HPLC grade S). 

La phase mobile chromatographique est constituee d’un melange acetonitrile - 
tampon acide phosphorique-phosphate (20:80 v/v) et de 0.6 mM d’octylsulfate de 
sodium. Pour ce faire, on prepare tout d’abord un tampon monohydrogenophosphate- 
dihydrogenophosphate de sodium 0.05 M et de pH 6.00. Apres avoir ajuste la force 
ionique a 0.4 M a l’aide de KC1 en suivant un algorithme mis au point precedemment 
[23], on dilue de moitie. On ajoute ensuite l’adtonitrile, le contre-ion organique (n- 
octylsulfate de sodium) et on ajuste le pH a 2.5 a l’aide d’acide phosphorique concentre 
(85% v/v). Le solvant est ensuite filtre sur membrane micropore. 
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Tableau 1 
Structure des sels d’amidinium 6tudiCs 

R-C=N+R,CI+F~CI,~R&NR,- *IWH R_c’ 
N-R, /w-R, 
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Appareillage et conditions exptrimentales 
11 a CtC fait usage d’un chromatographe liquide Perkin-Elmer modele 1220 Cquipe 

dune vanne d’injection Rheodyne 7105 et d’un detecteur UV-visible LC 55. La colonne 
(250 x 4 mm) a CtC remplie, par nos soins, par voie humide et sous pression, de phase 
FBondapak-Cis (10 pm) (Waters) a l’aide de la pompe Chromatem (Touzart et 
Matignon, France). Le debit de la phase mobile a CtC fixe a 1 ml/min et la temperature a 
50°C. La detection est effect&e a 205 nm. 

Les amidines destinees a l’analyse sont dissoutes dans de l’eau bidistillee Cventuelle- 
ment additionnee de methanol (1 mg/ml). Selon I’absorbance des derives, des volumes 
de 1 a 6 ~1 sont alors inject&. Une procedure identique a CtC suivie pour caracteriser 
certaines impuretes de synthbe. 
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R~%ultat.s et Discussion 

En general, la chromatographie en phase inverse est applicable a la separation de 
solutes tres peu, ou non-polaires. Elle permet Cgalement l’examen d’especes ionisees 
(cas des sels d’amidinium Ctudies), principalement par la methode par appariement 
d’ions. Aussi, est-ce a cette technique que nous nous sommes addresses. 

Une etude systematique de l’influence de divers parametres sur les temps de retention 
a permis de fixer les conditions experimentales optimales de maniere a obtenir endeans 
des temps d’analyse relativement courts, une excellente separation et une resolution 
parfaite. Pour ce faire, nous avons choisi trois acetamidines (temps de retention petits) 
ainsi qu’une chloracrylamidine (temps de retention plus important). Apres un bref 
examen spectral, la longueur d’onde du spectrophotometre a CtC fixee a 205 nm, 
permettant ainsi la detection des amidines substituees tant par des radicaux aromatiques 
qu’aliphatiques. 

Influence du pH 
Le pH du solvant a Cte modifie par la quantite d’acide phosphorique concentre ajoute, 

les autres facteurs chromatographiques restant constants. Les resultats rassembles au 
Tableau 2 montrent une importante augmentation des k’ consecutive a l’elevation de 
pH. Or, dans le domaine de pH Ctudid (2.S3.3), les amidines dont les pK, sont compris 
entre 7.5 et 12 [24] sont totalement protonees. L’influence du pH devrait done Ctre 
negligeable; l’experience montre qu’il n’en est rien. Cette augmentation du k’ doit, selon 
nous, plutot Ctre expliquee par la diminution de la force ionique du solvant, qu’entraine 
l’elevation de pH; il a CtC en effet constate qu’une augmentation de force ionique 
provoque une diminution des k’ [22, 251. 

Concentration d’octylsulfate de sodium 
Dans une seconde serie d’experiences, nous avons, toute chose Cgale d’ailleurs, fait 

varier la quantite de contre-ion presente dans la phase mobile. 11 apparait nettement 
(Tableau 2) qu’une augmentation de cette derniere entraine une legere augmentation 
des k’. Nous avons finalement, compte tenu des autres rbultats, choisi une concen- 
tration Cgale a 0.6 mM. 

Influence du pourcentage en acttonitrile 
Le troisieme parametre Ctudie a CtC le pourcentage en acetonitrile de l’eluant. Ce 

dernier a CtC varie de 15 a 22%, les autres parametres restant constants. 
Les resultats experimentaux illustrent le role classique du pourcentage de solvant 

organique dans la phase mobile chromatographique. 11 apparait comme un des facteurs 
dont une ltgere modification, entraine une variation importante des k’ (Tableau 2). En 
presence de 15% v/v d’acetonitrile, l’elution est lente (k’ de l’ordre de 25) et les pits sont 
notablement Clargis. Par contre, des que la concentration atteint 22% v/v, si les quatre 
derives repris au Tableau 2 sont encore parfaitement separes, il n’en va plus de meme des 
autres sels d’amidinium consider&. Vest pourquoi la teneur en acetonitrile a CtC fixee a 
20% v/v, seule concentration intermediaire qui a permis une excellente separation dans 
un temps minimum. 
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Tableau 2 
Influence des diffkrents paramttres sur les facteurs de capacitk k’ 

Param*tres k” 
D&ivC 1 DCrivC 2 D&iv6 3 DCrivC 12 

Acetonitrile 15 26.22 14.32 22.33 28.13 
(% v/v) 18 14.07 8.03 11.33 16.19 

20 6.85 4.29 5.90 9.57 
22 6.25 3.99 5.15 8.36 

n-Octylsulfate 0.4 6.09 3.80 5.26 8.69 
de sodium 0.5 6.52 4.07 5.56 9.32 
(mM) 0.6 6.85 4.29 5.90 9.57 

0.8 7.98 4.78 6.47 10.44 

PH 2.50 6.85 4.29 5.90 9.57 
2.65 11.46 6.55 10.05 15.29 
2.75 11.77 6.85 10.25 16.94 
3.00 12.00 6.89 10.32 24.55 
3.28 12.29 7.20 10.52 32.54 

* Moyenne d’au moins trois essais. 

Influence de la tempbrature 
11 est evident que le facteur temperature ne joue, en general, qu’un role accessoire en 

chromatographie liquide. Dans le cas envisage, la temperature est cependant apparue 
comme un parametre non negligeable qui a permis d’augmenter l’efficacite et la 
resolution du systeme tout en diminuant les valeurs des temps de retention. Un autre 
avantage de la temperature a laquelle les analyses ont CtC effectuees (50°C) reside dans 
l’augmentation de la symetrie des differents pits, vraisemblablement suite a une 
meilleure linearite de l’isotherme de partage. 

Les conditions mises au point ont permis de resoudre le probleme. Le Tableau 4 
l’ensemble des amidines Ctudiees. Leur temps de retention, leur facteur de capacite ainsi 
que la limite de detection sont rassembles au Tableau 3. D’autre part, a titre d’exemple, 
la Figure 1 montre un chromatogramme obtenu en suivant le mode operatoire decrit. 
Signalons preliminairement que la reponse du detecteur est lineaire pour des 
concentrations comprises, suivant des derives, entre 0.1 et 60 kg. 

Recherche de certaines impurett?s de synthPse 
Comme nous l’avons signale au tours de l’introduction, les amidines faisant l’objet de 

ce travail sont destinees a Ctre testees comme agents antitumoraux. Ceci implique done 
l’obtention de produits purs. Les impuretes a rechercher, compte tenu du schema de 
synthbe que nous avons brievement rappele, sont essentiellement l’amine libre et le 
nitrile de depart. 

Les conditions mises au point ont permis de resoudre le probleme. Le Tableau 4 
presente les k’ des amines et nitriles libres correspondant aux amidines Ctudiees et leur 
limite de detection a l’exception des substances qui ne presentent aucune absorbance en 
UV et qui n’ont pu des lors Ctre detectees. 

La comparaison des Tableau 3 et 4 permet de constater que le solvant preconise offre 
l’avantage dune analyse rapide, tout en separant chaque amidine de ses impuretes 
correspondantes. A titre d’exemple, la Figure 2 montre le trace obtenu lors de l’analyse 
dune acrylamidine. 
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Tableau 3 
Parametres chromatographiques des sels d’amidinium etudies 

Temps de retention 
(s) 

Dfrive z --- 

No. fRS a4 

Facteur de capacitC* 
-___ 

k’ (T 

Limite de 
detection? 
(pg) 

1333.5 17.4 6.85 0.06 71 
898.8 12.1 4.29 0.04 47 

1172.0 15.1 5.90 0.05 88 
799.1 8.7 3.71 a.03 82 

1495.3 4.4 7.81 0.02 166 
810.0 6.3 3.77 0.04 101 

1182.4 5.0 5.96 0.06 119 
1370.5 11.4 7.07 0.11 343 
2102.0 14.9 11.38 0.11 230 
1608.6 6.5 8.47 0.15 146 
948.7 6.6 4.59 0.04 343 

1794.5 13.4 9.57 0.12 238 
1160.8 6.5 5.83 0.05 166 

* Les facteurs de capacite ont et6 calcules classiquement a partir des temps de retention 
des sels ~amidinium~ et du temps de retention dun derive non retenu,~(solution de 
nitrate de potassium a 1 mgirnl~~ = 169.8 s, o = 3.4 s). 

t Calculee en tenant compte de 3 fois l’intensite du bruit de fond. 
# Moyenne d’au moins quatre essais. 
§ Deviation standard, o. 

Tableau 4 
Parametres chromatographiques de certaines impuretes de synthtse des differentes amidines 

Derive 
No. 

Amine libre 

-. 
i?$ rr(i 

de Limite 
detection 
(PP) 

._ 

Nitrile libre 
. 

k- cr Limite de detection? 
(pg) 

: 9.64 1.27 0.02 0.01 58 20 - - - - - - 
3 5.30 0.01 66 - - - 
4 0.47 0.01 38 0.78 0.01 17 
5 1.97 0.01 48 1.92 0.01 16 
6 0.29 0.01 14 1.92 0.01 16 
7 0.57 0.01 29 1.92 0.01 16 
8 - - 1.92 0.01 16 
9 5.30 0.01 46 1.92 0.01 16 

10 1.27 0.01 20 1.92 0.01 16 
11 - - 2.84 0.01 43 
12 4.80 0.01 38 2.84 0.01 43 
13 0.57 0.01 29 2.84 0.01 43 

t, $, 8 cf. Tableau 3. 
Le chlorure d’isobutyle ou de ter-butyle ne prtsente pas d’absorbance en ultraviolet. 11 ne 

constitue cependant pas une impurete a rechercher, compte tenu de la technique utilisee en fin de 
synthese (evaporation sous vide). 
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Separation d’acbtamidines et de chloracrylamidines. 
1, Derive 2 (2.9 pg); 2, derive 3 (3.9 pg); 3, derive 1 

2 

(3.2 pg); 4, derive 12 (5.2 pg) (SelonTableau 1). 

Conditions operatoires: voir partie experimentale. 
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Les resultats presentes dans ce travail illustrent la possibilite de separer des amidines 
diverses (acetamidine, acrylamidine, metacrylamidine, chloracrylamidine) par chroma- 
tographie liquide haute performance par appariement d’ions. Le solvant mis au point a 
Cgalement permis une recherche tant qualitative que quantitative de certaines impuretes 
de synthke . 
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Figure 2 
Exemple de recherche d’impuretes de synthtse dans 
un se1 d’amidinium. 1, Nitrate de sodium (1.5 t.~g); 2, 
orthomethoxyaniline (2.4 pg); 3, acrylonitrile (1.05 
pg); 4, derive 4 (5.3 kg); 5 et 6, impuretes non 
identifiees. 

Conditions operatoires; voir partie exptri- 
mentale. 
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