Du dépot a la séparation

sanofi aventis

L’essentiel c’est la santé.




¢ ) Avant propos

I e

# Dans quels cas utiliser la CCM

=

=

Y

Y

En complément de I'analyse HPLC (méthode orthogonale)

Lorsque la substance recherchée (ou ses impuretés) n'absorbe
pas en UV

Lorsque la matrice est trop complexe pour étre injectée en HPLC

Pour diminuer le temps d’analyse lorsqu'on a de nombreux
échantillons

Pour améliorer la sensibilité en augmentant la quantité déeposée

Pour le suivi de réactions directement dans les milieux
réeactionnels

Pour l'identification de composeés (couleur, aspect, i)’—/
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¢ ) lLes étapes de la CCM

/_—__—__—_;r-é—pr

I'échantillon

Choix de la
plagque

»
>

Nettoyage de la
plaque

Dérivation preé-
chromatographique

»
>

Pré-conditionnement
de la phase

L ]

Migration

Dérivation post-
chromatographique

»
>

A\ 4

Documentation : photo
ou video

Evaluation

v

Rapport final

/
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¢ )le dépot : deux possibilités

I

® Par capillarité : ‘ l Mode SPOT

L’échantillon est déposé en point par contact Capillaire
du capillaire sur la couche, le composé pénétre
dans la phase et donc se "dilue". v

Avantage : méthode simple, rapide, utilisée v ! N Adsorbant
pour un grand nombre d'échantillons et peu de

COMPOSES a separer. O Plaque de verre
Inconvénient : exige du soin pour ne pas

endommager la plaque, le volume déposeé est
limité et dépendant du solvant de dissolution.

# Par vaporisation :
L’échantillon est vaporisé sur la surface de la

s Adsorbant
plaque sous la forme d’une bande, il pénetre
peu dans la couche. COCDITTITTIIIITINNIINNIE Plague de verre
Avantage : améliore la résolution et la
sensibilite, moins de limite du volume déepose. /
Inconvénient : nécessite une instrumentation. o

sanofi aventis
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- J Déposeurs a notre disposition

»  S'utilisent avec porte-capillaires
et capillaires a volumes calibrés.

» Permettent le dépo6t uniguement
par contact.

» A gauche, le systeme permet au
capillaire de déposer sans
heurter la plaque.

» Automatiques

» Deéposent en spray ou
en contact,

sanofi aventis
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¢ ) Comparaison des modes de dépots

Solvant de dissolution
Hexane, Toluéne, Meéthanol

(Uva Ursi)

/m
.
.

!
1]
..
-

I

i

Mode Contact (spot) Mode pulvérisation (spray)

and

# Le solvant de dissolution affecte la séparation
. chromatographique, plus si le déepot est effectué
j f /et par contact, que par pulvérisation.
| # Sur lI'exemple de I'Uva Ursi, les composeés A et
B ne sont décelés que lorsque le depot est

| P B S S S S S effectué par pulvérisation en banM

(X
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¢ ) Effets induits par le dépot

Dépot par contact

Dépot par spray

# Les erreurs commises lors du dép6t ne sont & » 2 A
jamais compenseées par la suite des étapes. > % =
=

# L'élargissement de bande due au dépbt ne K
conduira jamais a des spots fins.

# La guantification est affectée par la position du - - - -

p p—"
compose sur la plaque. p————

# Les composes migrant prés du front du solvant a0
sont plus focalisés que ceux restant au bas de la

plague. sanofi aventis
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 )lLe déepot par vaporisation

# Influence de la vitesse de
dépot par spray .
Il faut que la vitesse de dépot soit
inférieure a la vitesse d'évaporation
du solvant de dissolution pour éviter
la diffusion.

Filing speed: 15 plds Iﬁﬁ
Predozage valume : 200 nl I'uﬁ. S
Retactinvolme: 200 [N Les parametres du déposeur
Dossge speed:  150ryss I W devront étre réglés en
Rinsing vacuum time 45 I_lﬁ llllllllllllllll Conséquence
Filling vacuum time : 43z |_Iﬁ /
] | ancel ¢ @

sanofi aventis

Club de CCM Journée du 23 octobre 2008 chez sanofi-aventis a Neuville/Sabne 8 e



250 nL/s

150 nL/s

50 nL/s

Vitesses de dépot :

¢ ) Effets induits par la vaporisation

Club de CCM Journée du 23 octobre 2008 chez sanofi-aventis a Neuville/Sabne
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# Selon le solvant de dissolution, la

Dépbt en SPRAY de 6 mm
Solvant de dissolution :
CH.CI, MeOH

vitesse de depoOt doit étre adaptée pour
éviter les projections de produit qui
ensuite migreront pendant |'élution.

est la santé.



¢ )ladissolution des COMpPOSEs

I

# Bien gue le solvant de dissolution soit éliminé aprés le dépot il peut
influencer le résultat chromatographique. Pour s'affranchir des
interférences, le solvant de dissolution doit :
» Etre suffisamment polaire pour bien dissoudre I'échantillon mais pas trop pour
s'éliminer facilement
[ Eviter les bases et les acides organiques (Pyridine, TEA..., CH;COOH, HCOOH...)
[ Les solvants a haut point d'ébullition (DMF, DMSO, Butanol, Eau...)
[ Utiliser le Toluéne pour les composés apolaires (éviter I'acétone, qui a
tendance, sur la silice active, a former des produits du type Acétylacétone)
[ Utiliser le mélange CH,CI,/MeOH pour les composés moyennement polaires
[ Utiliser le MeOH avec un faible pourcentage d'eau pour les composeés polaires
» Avoir une force éluante faible
[ Risque de commencer a chromatographier I'échantillon pendant le depo6t
» Non toxique, stable et ne pas réagir avec I'échantillon
[ Hydrolyse de certaines fonctions —
» Etre le plus pur possible
— [ Les impuretés du solvant seront chromatographiées avec I'échantillon.
SANOFi aventis

L’essentiel c’est la santé.
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¢ )Effets du solvant de dissolution

“
- z
e
CH.,CI, Méthanol CH,CI, + TEA Butanol

®# En fonction du solvant de dissolution utilisé, on observe :
1. Une réaction sur la plaque en présence du solvant de dissolution.

2. Le solvant qui est resté sur la plaque aprés le dépdt, qui migre avec les
composeés et perturbe I'évaluation

3. Le solvant qui migre et fait éluer les composés /

(X

sanofi aventis
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- JLaconcentration de la solution

I

# La concentration de I'échantillon doit :
» Pour un standard étre de I'ordre de 0,1 mg/mL e —

» Eviter des solutions trop concentrées (> 2%) -~ "
pour les échantillons. - L

# Les solutions trop concentrées ont tendance
a creer, lors du déepot en spray des
étalements et des éclaboussures qui
peuvent souiller la plague.

# Le solvant de dissolution des standards
et des solutés doit étre le méme pour des
conditions de depots optimum.

/Q/";/

sanofi aventis

L’essentiel c’est la santé.
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- JInfluence du solvant de dissolution

" . A Sl e e b
# Laqualite du depot par b T &) @) €™
contact ou capillarité est - Xt Kt L

dépendante du solvant

utilisé. ﬂ ! |
o J‘l U pa

# La distribution de la

substance selon le solvant |
utilisé affecte la forme du | /|\ | |
spot avant méme la © | / |\ A"

migraﬂOn- n-Hexane Toluene Chloroforme  Méthanol
(a) Apres application (b) Apres application (c) Apres déeveloppement
(Vu du dessus) (profil) (profil)
4

sanofi aventis

L’essentiel c’est la santé.
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Solvant de dissolution

i

2 . :
1-CH,Cl,/MeOH/TEA :8/2/0,1 oh » o »

2 - CH,CL,/TEA :10/0,1

3-CH,CL,/TEA :10/0,1 -—

4 - CH,Cl, MeOH/TEA :1/9/0,1

5 - MeOH/TEA 110/0,1 _ _
1,2 et4 :Substance a analyser

3eth5 : Standard

Note : on peut limiter les effets de la diffusion en
effectuant une ou des migrations sur quelgues mm

a l'aide d'un solvant fort ou en utilisant des plaques
avec zone de concentration. '

CCM 1 : le point a gauche a été focalisé 3 fois, a
droite dépbt par spray.

CCM 2 : dép0t sur plaque avec zone de . - /

concentration.

sanofi aventis
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¢ ) Autre exemple

Dépodt de 1 pL

TT———

Solvant de dissolution
1 - CH,CI,/MeOH/TEA :8/2/0,1

2 - CH,CI,/TEA 110/0,1

3 - CH,CL/TEA -10/01 W B = s 0 .
4 - CH,Cl,/MeOH / TEA: 1/9/0,1

5 - MeOH/TEA 110/0,1

1, 2 et 4 : Substance a analyser

& 2 3 4 51 \1 2 3 4 5 y
Y '
par contact par spray

bandes de 1 mm

/

(X

sanofi aventis
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¢ ) Positionnement du dépot

# Hauteur de dép6t sur la plaque (distance y ou d)
Déposer au-dessus et le plus prés possible (2 a 3 mm au dessus)
du niveau du solvant dans la cuve. Normalement a 8 mm du bas de
la plaque, ou a 4 mm dans le cas des cuves horizontales (le
démarrage s'effectue par contact et capillarité et non par immersion
dans le solvant).

. e |f
# Distance du bord de la plaque (x ou a)
Laisser 1 a 2 cm libres aux bords de la plague et espacer les , b, ¢,
dépbts au minimum. a LS
1 1 1 d

®# Recommandations
HPTLC : dép6t en bande de 8 mm (c), volume pas moins de 1 pL, a 15 mm du bord (a), la distance
entre les bandes de 10 mm (b) a 8 mm du bas (d). Pour les dépots en spot a = 10 mm, d = 8 mm,
b =2 mm et volume pas moins de 0,5 pL.
TLC : dépbt en bande de 15 mm (c), volume pas moins de 5 uL, a 15 mm du bord (a), la distance
entre les bandes de 20 mm (b) & 15 mm du bas (d). Pour les dépdts en spot a = 15 mm, d = 15 mm,

b =5 mm et volume pas moins de 5 L. /

Laisser sécher la plaque a température ambiante 5 mn. @

sanofi aventis

L’essentiel c’est la santé.
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¢ ) Influence de la position du dépot

I

# Distance du bas de la plague : Dépéts effectués en traits de
5 mm a difféerentes distances, en mm du bas de la plaque.

# On n'observe que peu d’'impact sur
la séparation, que le dépot soit
effectué a 8 ou 20 mm du bas de la
plague.

-

- # La distance parcourue par le
solvant d’élution a plus d’effet sur
O T |'élargissement des spots que le

-

-
depot : il est préferable de déposer
prés du bas et de réduire la
distance de migration pour gagner

| - ’ en sensibilité, efficacité et temps.
é B i_o 15 20 mm /

sanofi aventis
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¢ ) Influence de la position du dépot

# Distance du bas de la plaque

» Si le dépbt est effectué trop pres du solvant
d’élution, il y a risque de "mouiller" le dépot et
de diluer I'échantillon : on obtiendra des
trainées.

» Ce risque augmente avec les depots en
contact, a cause de I'élargissement des
spots, lors du depot, et en fonction du solvant
de dissolution de I'échantillon choisi.

Dépot Dépobt ayant
normal  trempé dans le

, : solvant d'élution
Eau Acétone Toluene Hexane CHCI3 /

sanofi aventis

L’essentiel c’est la santé.
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¢ ) Influence de la position du dépét

I

# Distance du bord de la plaque

Dépobts effectués en traits de 5 mm a différentes distances,
en cm, du bord de la plaque

L’épaisseur de gel plus
Importante sur les bords de la
plaque induit une déformation du
chromatogramme si le dépot est
effectué trop pres de ce bord.

/

sanofi aventis
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¢ ) Influence du volume déposé

Comparaison de dépoéts en spray de 6 mm

™ o -

Gamme d’étalonnage réalisée a partir de 2 concentrations de solution, dans
le toluene du Test dye 1 (Camag)

Dépotsde :05-1—-2— 4— 6 — 8 —10 pL d'une solution a 10 mg/L

5-10-20-40-60-80-100 pL d’'une solution a 1 mg/L /
O,

sanofi aventis
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¢ ) Chromatogrammes obtenus

Dépobt de : 10 pL de la solution a 10 mg/L et de 100 pL de la solution a 1 mg/L

dans le toluene : on n'observe pas d’élargissement des pics.

sanofi aventis

L'essentiel c’est la santé.
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¢ ) Calibrations obtenues

Substance: Jaune @ 450 nm Regression mode: Michaelis-Menten 2

Y= 1579886 + (36014.421 " X))/ (42.693 + X2) sdv = 2.60%
DDDDD =

25000 —

20000

5000+ -

00000
1500 o
0
Substance: Rouge @ 450 nm Regression mode: Michaelis-Mermen 2

W= 874551 + (25701 855 7 X)) /(143380 + X2) sdv=725%
14000 —

12000

na

Courbes d’étalonnages réalisées sur les
surfaces a partir de I'ensemble des depats,
des 3 colorants et aux 2 concentrations.

Les dépdts sont reproductibles : on peut
donc gagner du temps en s'affranchissant des
dilutions d'un méme échantiIM
sanofi aventis
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¢ ) Effet de la largeur de bande déeposee

1 mm

1 mm

Adsorbant

e R i
Spray de 5 mm de verre Méme quantité en

spray de 1 mm

# L'épaisseur pour une méme quantité déeposeée, est
plus importante avec un spray de 1 mm, on peut
ainsi expliquer pourquoi dans le chromatogramme,
la diffusion latérale du composeé principal est
accentuée sur le dépoét en spray de 1 mm.

# Cette diffusion s'explique par le faible pouvoir de
dissolution du solvant de migration.

1 2 3
Dépbts de 5 L de solution a 1%
de composé dans I'AcOEt :

1 — Contact
2 — Spray de 5 mm

3 - Spray‘de’l_rrl/

Club de CCM Journée du 23 octobre 2008 chez sanofi-aventis a Neuville/Sabne
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7 ) Autres effets

I

® Une anomalie des spots peut étre observée dans certains cas :

Rayure
de la
plaque

S
&

PR S— - - |

D%pgtziga;viﬂsme;r Cl?gtza’ Dépbts par spray, en solution MeOH
quag - a gauche bien séche,

la pl vec | in . . T L
de la p aque avec la pointe - a droite non séché avant élution
du capillaire ou une marque

au crayon m

‘'sanofi aventis
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¢ ) Dépot préparatif

I

# Objectif : purification de 160 mg d’échantillon issu de chimie paralléle
plague de 0,5 mm d'épaisseur

1 — vue sous UV a 254 nm
2 — vue apres retrait de 120 mg sous lumiere visible.

(

sanofi aventis
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# ) Conclusion sur le dépét

I

# La qualité du dépbt a un impact direct sur le résultat
chromatographique, il faudra vérifier que :

»  Le solvant de dissolution de I'échantillon est inerte et ne perturbe
pas le chromatogramme

»  Le depot est bien sec avant le développement de la plaque
»  La plague CCM est exempte de rayures
»  Les dépobts sont bien positionnés sur la plaque
# Le dépodt par spray est préféerable pour la quantification : il est
pratiqguement indépendant du volume deposé et des
caracteristiques physico-chimiques du solvant de dissolution.

# Sion dépose par contact, le volume déposé pour les standards et
les substances a analyser doit étre le méme en ayant soin de

choisir un solvant qui diffuse peu. /

(X

sanofi aventis
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¢ ) lLes étapes de la CCM

Préparation de

I'échantillon

Choix de la
plaque

»
»

Nettoyage de la
plaque

Dépot

Dérivation preé-
chromatographique

»
»

\ 4

Dérivation post-
chromatographique

Pré-conditionnement

de la phase

»
»

\4

Documentation : photo
ou video

Evaluation

\4

Rapport final

/
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¢ ) Rappels : la spécificité de la CCM

I

# La CCM est une technique
séquentielle (off line).

# Chacune de ses étapes
est caractérisée par des
parametres qui n'existent
pas dans les méthodes de
séparation continues
(on line) comme :
» |e débit de la phase mobile
» | 'influence d'une phase vapeur
» |_e processus de developpement

[ Phase vapeur

Le pré-conditionnement
et/ou la saturation
permettent I'équilibre

rapide [ Echantillon

/ \

[ Phase stationnaire] <_>[ Phase mobile ]

L "équilibre se fait pendant le
développement

/
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 )les grands principes

I

® En CCM, la phase mobile se déplace par capillarité, force qui aspire le
liquide mais comme il y a une résistance au transfert de masse, il en
résulte une différence d'énergie AE :

AE

_YVm
D

D

E
’Y —_
Vm

énergie

tension de surface

volume molaire

diametre des pores

# Le débit de la phase mobile suit une loi quadratique :

T Separation distance (solvent migration) [mm]

100

Club de CCM Journée du 23 octobre 2008 chez sanofi-aventis a Neuville/Sabne

50|

Running time [min] —
: :

Zf

K
t

distance front/ligne d’'immersion

= constante de débit

temps de développement

Zf:\//?t

-
2 4 6 81

0

20 30

/

(X
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# )larésolution en CCM

La formule de la résolution (2) est
adaptée de 'HPLC pour la CCM,

on voit que les termes b et ¢ sont
contradictoires :

» si Rf =0 entraine Rs =0

» si Rf =1 entraine Rs =0

Wbl 7y ]
Rs est maximum pour Rf =0,3
21|42 |4 . Rs

. Zn Y \4 \ 4 ! I
|
0.5 I
(1) Rs=2Az/ W, + W, :

(2) Rs = ¥ (a-1) (N RHM2 (1-Rf) L AR

a b C 05 3 . 1 /
W\
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¢ ) Le développement

® Une autre speécificité de la CCM est
la présence d'une phase vapeur
dans la cuve de développement.

# Pendant le développement, on
distingue 4 processus :

1. La saturation

2. Le pré-conditionnement

3. L'évaporation

4. La formation de fronts secondaires
# Ces processus dependent :

» Du type de cuve,

> Du pré-conditionnement/saturation /

sanofi aventis
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I

¢ )Le développement ou migration

C'est I'élement central du processus chromatographique, plusieurs
éequilibres et plusieurs interactions sont en jeu et affectent le réesultat.

La présence d'une phase vapeur dans la cuve de développement
affecte la chromatographie :
»  Avantage on peut l'utiliser pour modifier et améliorer la séparation.

» |nconvénient on ne peut pas la controler ni faire de prédiction sur le
resultat chromatographique.

La géométrie de la cuve sera déeterminant pour :
» La quantité de solvant a utiliser
» Le volume et la composition de la phase vapeur
» Le pré-conditionnement

Il n'y a pas de "bonnes" ou de "mauvaises" cuves, chacune conduira a
un résultat différent, la difficulté sera de choisir la mieux adaptéee

Club de CCM Journée du 23 octobre 2008 chez sanofi-aventis a Neuville/Sabne 32
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¢~ ) Différents types de cuves disponibles

SARSTEDT |

sanofi aventis
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¢ )Cuves double bac (TTC)

# La plague doit étre positionnée le plus
verticalement possible, le support verre
contre la paroi, la couche exposée aux
vapeurs de solvant,

® En cuve non-saturée, introduire :
- 5 mL pour cuve 10x10,

\ J C . — - 10 mL pour une 20x10,
non-saturée saturée pré-conditionnée - 20 mL pour une 20x20.

® En cuve non-saturée, introduire le solvant juste avant de positionner la plaque, il s'évapore et
la cuve s'équilibre pendant la migration.

® En cuve saturée, introduire le solvant dans les 2 bacs, le 2¢™¢ contenant une feuille de papier

filtre, laisser équilibrer 20 mn pour double bac 20x10 avant d'introduire la plaque. Ce mode
conduit a des chromatographies plus reproductibles.

# En pré-conditionnement, introduire le solvant dans un bac alors que la plaque est introduite
dans l'autre. Laisser en contact les vapeurs pendant un temps défini puis introduire le solvant
de développement avec précaution. Le solvant de développement peut étre le méme que le —
pré-conditionnement, dans ce cas on bascule le solvant dans le 2™ bac en penchant la cuve.

— O Les cuves TTC sont plus chéres a I'achat mais plus économiques en solvant
sanofi aventis
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¢ )Cuve fond plat et mode sandwich

# Les cuves afond plat, sont les plus
économiques, elles se saturent facilement
particulierement en mode saturé. Elles utilisent
une plus grande quantité de solvant ;

- 50 mL pour une cuve 20x20 cm non saturée,
- 15 mL pour une 10x10 cm.

On peut déposer 2 papier filtres pour mieux
saturer, celui derriere la plaque doit étre plus court
pour gqu'il n'y ait pas transfert du solvant sur le haut
de la plaque.

# En mode sandwich, la couche est couverte avec
une contre plaque de verre propre sur des gabarits
en verre, les 2 plaques sont maintenues par des
pinces en inox. Le dépot est realisé sur la partie
qui dépasse et qui correspond au bas de la
plague.

——

(X
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¢ )Cuve horizontale (HDC)

# C'est la plus flexible et la plus -

économique : 2 mL pour cuve 10x10.

On obtient les meilleures

reproductibilitées, particulierement 1 — Plaque HPTLC Silice vers le bas

en mode sandwich. 2 — Contre plaque pour le mode sandwich (a enlever en
# Introduire le solvant dans le mode sature et non sature)

réservoir 3, pousser la lamelle 3 — Solvant de developpement

4 — Lamelle de contact (a basculer au démarrage)
5 — Plaque de fermeture

6 — Réservoir central (& remplir en mode saturé)

7 — Vis de déplacement de la lamelle

avec la vis pour toucher la plaque :

un film capillaire de solvant se forme
le long de la lamelle et est transfére
sur la couche, la migration commence.

# On peut utiliser les 2 cotés
simultanément pour doubler le nombre = =
de dépots : la migration des 2 bords a _— e me ==
lieu en méme temps comme dans Serawey .
cet exemple ou on a fait 30 depaots. =

L8] N
— .
Orange 3
_— Gl 124
Red 1
-_
—

i Blue 1

— Blue 108
Sample 1 51 Sample2 S2 Sample 3 53 Sampled S4 Sample5S Sh
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¢ ) Régles de base

I

®# En cuve saturée : pour ne pas perturber I'équilibre lors de l'introduction de la
plaque, faire glisser le couvercle latéralement.

# En théorie : il nest pas nécessaire de pré-conditionner lorsque le solvant de
migration est pur ou se comporte comme tel (mélanges azéotropiques) : la
migration en sandwich est une excellente solution dans ce cas. Au contraire |l
faudra saturer la cuve et éventuellement la plaque si I'on utilise des mélanges
de solvants complexes et en particulier lorsque 'on utilise un acide ou une
base dans le mélange.

# En pratique : dans certains cas de mélanges complexes la migration en
mode sandwich est avantageuse.

A éviter

/

- - o,

sanofi aventis

L’essentiel c’est la santé.

Club de CCM Journée du 23 octobre 2008 chez sanofi-aventis a Neuville/Sabne 37



¢ )Cuves automatiques

I

# Leur objectif :

» Rendre plus reproductible le développement
» Etre indépendant de I'humidité relative (pour les derniers modeles)

# Le niveau de migration est mesuré a l'aide de diodes, quand le solvant
atteint le bon niveau, il est éliminé et la plaque sécheée.

# Une adaptation de la méthode sera nécessaire quand on passe de
Cuve en verre a cuve automatique.

Le grand avantage des cuves automatiques est la répétabilité, il n'y a
pas de risque "d'oublier" la plaque et de depasser la distance de

migration voulue. /

(X
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¢ )Différences induites par la migration

I

# La finesse des bandes

> En cuves non-saturées les bandes sont plus fines,
> En cuves saturées les zones sont souvent plus diffuses.

# Les fronts secondaires

» Mieux vus dans les cuves non-saturées, plus particulierement en mode
sandwich, dus a la démixtion du solvant et interferent avec la séparation.

# Valeurs de Rf

» Plus la chambre est saturée plus les valeurs de Rf sont petites.
» Les valeurs les plus faibles se trouvent sur les plaques pré-conditionnées.

# Fronts virtuels
> Ne sont pas vus dans les chambres horizontales dont le volume est plus
petit et donc moins saturées en vapeurs.

» Dans les cuves double bac, on observe des fronts virtuels plus prononces
guand la saturation augmente.

(X
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# ) Exemple d'application

Effets observeés selon le type de cuve et la présence ou non d'une saturation

lors de la séparation de 2 especes de Schisandra
Plague : HPTLC Si60,

Eluant : Toluene/AcOEt/CH;COOH (70:33:3),

Détection : H,SO,, lumiére blanche

Cuve double bac (TTC) Cuve horizontale (HDC)
Pré-conditionnée  Saturée Non-saturée Pré-conditionnée  Saturée sandwich

_—_— _—— —— — — —

T =
2 _! =8 :3

SaANoFi avenhs
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¢ )Autres exemples

Migrations réalisées dans les mémes conditions sauf la cuve de developpement

Front plus diffus, Rf plus élevés Modifications de la résolution et des Rf

A A
- ™ - —

— —

— — —
. . — -
— A
. - — —
—_— — e e — =
Cuves TTC TTC TTC ADC ADC

saturée normale normale sans contre plague  avec contre plaque

X
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“ )impact de la distance de migration

La distance de migration est necessaire pour obtenir un
nombre de plateaux correct, la contre partie est la diffusion
qui détériore la séparation et diminue la sensibilité.

Séparation R
. Mémes chromatogrammes
d'essence de . o
. mais avec standardisation
camomille a

o a6 cm.
différentes

distances de
migratio

8cm

A gauche, on dirait que
plus la distance de
migration augmente, mieux
on sépare.

Aprés standardisation, la
difference est moins
flagrante. Plus la distance
de migration est grande
plus les spots sont diffus,
plus on perd en sensibilité.
La meilleure résolution, est
obtenue pour une distance
de 6 cm.

Distance de migration pour
résolution optimum

En HPTLC : 5et 7 cm
EnTLC : 10 et 15 cm

Club de CCM Journée du 23 octobre 2008 chez sanofi-aventis a Neuville/Sabne 42

‘SaANoFfi aventis

L’essentiel c’est la santé.




¢ )Distance de migration : astuces

® Pour les échantillons contenant :

» Peu de composes si le systeme est sélectif, une faible distance de
migration est conseillée.

» Beaucoup de composeés avec une séparation délicate, la distance de
migration est a augmenter.
# Le développement multiple :

» Utile lorsque les composeés sont mal sépares en présence de coOmposés
ayant un Rf tres faible, la double migration a pour effet de focaliser les

spots
| n— v
Simple - e - Double
migration - o - = migration
: s —— —
a— — _— /
i s il W,

sanofi aventis
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” )influence de I'hnumidité

I

® En CCM d'adsorption, le taux d'humidité de I'air a un effet sur 'activité de la silice et engendre
des résultats non reproductibles comme montré dans les 2 exemples ci-dessous : plus le taux
d'humidité est élevé plus la plaque est désactivée moins les composés seront retenus.

# Dans ce cas, on aura intérét a bien maitriser le taux d'humidité. Cette opération peut étre
programmeée dans les cuves automatiques.

# On peut aussi changer de systeme et choisir la chromatographie de partage sur plaque polaire
(CN ou DIOL).

CCM1:
Colorants,
Eluant : Toluene

CCM 2: - -

Polyphénols du thé, - - - .-

Eluant : Toluéne, -

Acétone, HCOOH _—

(45:45:1) — —

Taux Humidité relative : 17% 47% 75% 15% 30% 47% 60%

AN\A
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¢ )Le développement multiple (AMD)

I

C'est I'equivalent CCM du gradient 25 —
d'élution HPLC mais en commencantla 4 -
migration avec le solvant le plus polaire 3 —
pour terminer avec le moins polaire. 2

Principe de fonctionnement : o

application

» Migrations successives avec des solvants
de force éluante décroissante

» Séchage sous vide entre chaque étape

» Distances de migration linéairement
croissantes de 1, 2 ou 3 mm e

» Nombre d’étapes de 5 a 35 100

90

run

polar solvent A — s unpolar solvent B

Ceci a pour effet la focalisation des
bandes quelle que soit leur position sur

la plaque.

Ce principe permet par ailleurs de
s'affranchir de l'effet de la matrice.

Club de CCM Journée du 23 octobre 2008 chez sanofi-aventis a Neuville/Sabne
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¢ )Principe de I'AMD

e g . | lai Rouge : MeOH — Vert : CH2CI2 — Bleu foncé : Hexane
1¢¢ etape : avec un solvant polaire (en Bleu clair : distance de migration

rouge), pour focaliser le dépaot.

Etapes suivantes : diminuer =
réguliérement la proportion en solvant
polaire (rouge) pour augmenter la
proportion du solvant moins polaire (vert).  |”

Terminer en augmentant la proportion du .
solvant totalement apolaire (bleu). =

w

Les composés sont entrainés sur la plaque |.

1 2 3 4 5 B 7 a a m 1o 13 1 15 16 17 1| 19 0

Selon Ieur polarlté : Iorsque Ie Solvant n'est B Methanol B Dichlorome thane B n-Hexane B Migeation distance

pas assez polaire, le composeé est
"abandonné", il ne migrera plus lors des
étapes suivantes, les solvants (moins
polaires) n‘auront pas d'effet de diffusion
sur lui.

A chaque étape, la distance de migration
augmente régulierement du pas indiqué
sur le graphe bleu clair.

La grande reproductibilité et la grande —
efficacité de ce systéeme sont ses points S—
forts. La mise au point des méthodes est Dépot Step 1  Step 2 Step 3 Step 4 Step 5  Step... Step n
deélicate, le temps de migration est allongé Q/)

par rapport a une cuve normale.

I Focusing

sanofi aventis
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¢ )Méthode AMD : avantages

Dans cet exemple 2 gradients avec des solvants de polarité différente sont

appligués pour confirmer la présence de pics cachés dans cette recherche de

pesticides dans les eaux de rejet.

Screening Gradient
100
O
£g
==
2 § 50
g5
Ea
3£
0
— Methanal Dichlormethar
— Acetonitril — Carbondisulfid
1
= 300
& AE
B
g ] % . b
E 4
] 200 | 15
160

100
A2E0
A2E0
A240 -
AZE0
A200
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components in

Confirmation Gradient

g

the eluent (%) .
g

=]

0 H 10 15 20 25
step

— tButylmethylether/1 0% ACN
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¢ ) cConclusion sur la migration

# Du fait du grand nombre d'interactions, il est indispensable, pour
une bonne reproductibilité, de décrire de maniere détaillée les
conditions a appliquer

» Reédiger eventuellement un processus de bonnes pratiques
opératoires

# Optimiser la distance de migration au cas par cas

» Ne pas standardiser ce parametre
# Faire attention a I'humidité relative

» Plus particulierement dans le cas d'éluants peu polaires
® Ne pas conserver les éluants plus de 24 h

» Une évaporation du composé le plus volatil peu générer des
distorsions

# Penser a faire du développement multiple /
» De maniere manuelle ou automatique H0

sanofi aventis
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# ) Quelques mots sur le choix de I'éluant

I

# Le choix de I'éluant ou phase mobile, est primordial pour obtenir une
bonne séparation.

# Trouver le bon mélange peut étre long et fastidieux.

# La sociéeté Camag a développé une methode systematique et rapide
pour optimiser une séparation, c'est-a-dire déterminer rapidement le

systeme éluant.

# Cette méthode est basée sur les 2 parameétres fondamentaux que
sont la force éluante et la sélectivité des solvants selon la théorie du
triangle de SNYDER

/

(X
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¢ )Le triangle de sélectivité de Snyder

Snyder a classé les solvants en 3
categories en fonction de leurs
capacité a créer des interactions :

1. X, qui mesure les accepteurs
de protons H*

2. X4 qui mesure les donneurs de
protons H*

3. X, qui mesure les attractions
dipolaires

Xd

Les valeurs varient lorsqu’on
se deéplace vers les pointes
du triangle.

H*- donneur X —* dipole
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“ ) Les différents groupes de sélectivite

SNYDER a classé les solvants en VIII groupes de sélectivité en

fonction de leur aptitude a donner les types différents H*- accepteur
d'interactions soluté-solvant.

Le remplacement d'un solvant d'un groupe de sélectivité par un
autre solvant du méme groupe ne changera pas la sélectivité :
I'ordre d'élution sera le méme mais cela peut jouer sur la
solubilité de I'échantillon et la force éluante.

I Ethers aliphatiques, Trialkylamines / @
Il Alcools aliphatiques

Il Pyridine, THF
IV Alcool Benzylique, Ethyléne Glycol, Acide Acétique H*- donneur x,— dipole
V  CH.CI,

VI  Cétones et Esters aliphatiques, Dioxane, Nitriles
VIl Hydrocarbures aromatiques (halogénés), Composés nitrés
VIII  Chloroforme, Eau
Pentane, Hexane, Heptane : force éluante nulle et pas de sélectivité /
Groupe IV : peu utilisé car Acide Acétique, plus utilisé comme modificateur acide,
—— EG et Alcool Benzyligue, visqueux et non volatils. (/7
sanofi aventis
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” )Force éluante et sélectivité

Comparaison de la migration avec des mélanges de
solvants a force éluante équivalente :

a) 15 % Acétate d'Ethyle / Hexane Groupe VI

b) 20 % Acétone / Hexane Groupe VI

c) 10 % Isopropanol / Hexane Groupe Il

d) Chloroforme pur Groupe VI

Dans les 4 cas : o | ) e 5

» Les composes migrent sensiblement au méme B
Rf : les solvants de développement ont une _; O — —
force éluante voisine. ;

» Les Composés ne sont pas séparés dans le —
méme ordre : le solvant de développement n'a o
pas la méme sélectivite.

La force éluante c'est ce qui fait positionner les a b c d

composes sur la plaque. /
La sélectivité c'est ce qui les fait se séparer. 0

sanofi aventis
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” )Force éluante

# On augmente la force éluante en ajoutant un solvant fort : MeOH, HCOOH... ou
un autre solvant dans I'exemple c'est I'AcOEL.

#» On diminue la force éluante en ajoutant un solvant faible : Hexane, Heptane,
Cyclohexane...

-/ = Phase mobile :
Hexane + x% AcOEt

Quand il y a une majorité
d'AcOEt, on ne peut pas savoir
si le solvant est sélectif vis-a-vis
des composés

—
0% 5%  10% 15%  20%  30% = 40%  90% /

(X
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¢ )Méthode d'optimisation CAMAG

| [ [ %) Vv Vi Vi
MTBE ProH THF CH,CI, AcOEt Toluene CHCl,
(Et,0)  (MeOH) (MEC/ACN)
- = =
Etape 1: Solvants
purs -
¥ \ Y Yl L }
ProH 2 THF 2 CH,Cl, 9 AcOEt?2 Tol 8 CHCI; 9
Hex 8 Hex 8 HFo 1 Hex 8 HFo 2 HFo 1
Etape 2 : Réduire ou -
augmenter la = - . _ _
force éluante \ - z = = =
MTBE/THF/Hex PrOH/Tol/HFo Tol/CHCl3/HFo AcOEt 1
5/1/4 1.5/8/0.5 4/4/2 Tol 9
Etape 3 : Réalisation de L/ / - Etape 3'
mélanges /
0 /{ z b -

CH,Cl, 8 *
@ HFo 2

. . PrOH/Tol/HFo = - - AcOEt/Hex/HFo = EtOAc/Tol/HFo
Etape 4 : '!EnV_IrOHS"dU , 271 = = V8505 e — | 0.5/9/0.5
meilleur” mélange - -
HFo = Acide Formique ; PrOH = Propanol ; Hex =Hexane ; AcOEt = Acétate d'Ethyle ; Tol = Toluéne sanoFi aveni-is
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¢ )Méthode d'optimisation CAMAG

I —

Méthode expérimentale basée sur la sélectivité des solvants selon SNYDER.
En réalisant une chromatographie apres avoir sélectionné un (ou 2) solvant(s) de chaque groupe de sélectivité,
on couvre tous les domaines de sélectivité, on peut ainsi rapidement éliminer les solvants qui n’ont pas d’affinité
avec les composés a analyser. Procéder en 4 étapes comme sulit :
ETAPE 1 : choisir 1 ou 2 solvants dans chaque groupe (sauf Groupe V). Réaliser, la migration avec les
solvants purs. Trois cas se présentent :
1 — Les composés ont un Rf acceptable (entre 0,2 et 0,8) : la séparation est correcte, la mise au point est
terminée sinon, passer a I'étape 3.
2 —Tous les composés sont a un Rf > 0,8 : la force éluante est trop élevée, remplacer le solvant par un autre du
méme groupe mais ayant une force éluante plus faible ou diminuer la force éluante en "diluant” le solvant avec
un solvant apolaire type hexane.
3 —Tous les composés sont a un Rf < 0,2 : le solvant a une force éluante trop faible, remplacer ce solvant par
un autre du méme groupe mais ayant une force éluante plus forte ou augmenter la force éluante en ajoutant un
modificateur polaire comme Eau, Acide (HCOOH/CH3;COOH), Base (Diéthylamine/NH,OH) ou MeOH.
ETAPE 2 : on procéde a I'ajustement de la force éluante pour les cas 2 et 3 :

» Cas 2 : Sile solvant a une force éluante trés forte (tous les composés sont situés sur le front du solvant)

commencer par diluer au ¥4, s'il y a déja une amorce de séparation, diluer au %.

» Cas 3 - Ajouter # 10 % de modificateur.
Si la séparation est satisfaisante, la mise au point est terminée sinon passer a I'étape 3
ETAPE 3 : Réaliser des combinaisons de solvants de différents groupes en fonction de la séparation obtenue
aux étapes précédentes en mélange 1 pour 1 : s'il y a amélioration, passer a I'étape 4, s'il n'y en a pas
abandonner. Dans tous les cas, si la séparation est dégradée, abandonner le mélange. <
Ne pas essayer toutes les combinaisons, les réaliser une a une et si on obtient la séparation, arréter.
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¢ ) Quelques anomalies

."\

Effet de bord, la plaque L'éluant n'est pas Front de solvant dd a la
a été coupée en laissant assez solvant du présence d'ammoniaque
un bord a nu composé pendant ~ dans '€luant et qui a un effet
la migration : de lavage de la plaque :
remplacer par un une saturation devrait
autre du méme diminuer ce phénomeéne

(A
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