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Un peu d’histoire...

- sujet de notre premiere réunion en 1999

HPTLC, Journal of Chromatography, Volume 9, chap. 1 et
5 par R.E.Kaiser(Inst.Chromatography) donne des
éléments théoriques basés sur le concept de la qualité
du dépot. Mais les formules étaient fausses...

Il faut retenir que la qualité du dépot est primordiale
pour la suite et le résultat final de I'lanalyse

Un dépot ne doit pas dépasser 0,5mm de diametre (ou
dans le sens de la migration)



’évolution des outils...
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Dépot par capillarité

Le dépdt par capillarité doit se faire
par contact « léger » avec la couche
pour ne pas I'endommager, et
obtenir un dépot régulier.

La pression doit étre inférieure a

100g/mm? (5g/ext0.3/int0.15mm). I E
On doit utiliser un capillaire rodé,

positionné perpendiculaire a la T

plaque.




Dépot par capillarité

Attention au choix du solvant (+volatile/-éluant).

Mettre de préférence un échantillon concentré dans un solvant
dans lequel tous les constituants auraient un Rf inférieur a 0.1,
afin d’'obtenir un séchage rapide et le dépo6t le plus fin possible.
Le dépot ne doit pas dépasser 0.5mm de diameéetre (0.3mm), et le
volume de dépot inférieur a 1ul en HPTLC et 5ul en CCM.
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Dépot par vaporisation

Pas de contact avec la plaque
Séchage des dépots

Hexane, Toluéne, Méthanol
SPOT SPRAY
® = e

Compatible solvants polaires et non volatils
Compatible gros volumes



|| est possible de réaliser des dépots en bandes manuellement
sans vaporisation, mais dans ce cas le résultat est de qualité
inférieure en particulier pour les bas Rf (hormis le temps passé...)

Dépots apres
migration

Dépots avant
migration



Il est possible d’obtenir des spots en bandes grace aux plaques a
zone de concentration (porosité 5000 A) mais :

- la diffusion sera plus importante (sensibilité plus faible)

- ’lhomogénéité ne sera pas bonne (pas quantitatif)

Avec dépots par Avec dépots par
vaporisation capillarité



Parametres importants

- positionnement, taille et forme
- parametres de prélevement et de rincage

- parametres du dépot proprement dit



positionnement, taille et forme

1 le plus important : le dépot doit se situer au
dessus du niveau de solvant, juste au dessus.
Par exemple :

niveau du solvant d’'une cuve 20x10 remplie de
10 mL de solvant = 5mm environ, donc dépot a
8mm du bas de la plaque

2 pour eviter les effets de bord sur la migration,
conserver une zone de 20 mm environ libres en
bord de plaque

3 il est possible d’avoir des
dépots tres proches
latéralement, presque en contact




... permet optimisation HTS

30 dépots d'extraits d‘algues avec dépdts par vaporisation

C17:0 TAG ( gamme de témoinsde 0,2 0,5 0,75 1 et 1,5 ug)/ criblage algues

Remerciements a S.Cuiné et Y Hua (CEA Cadarache)



Réglages prélevement et rincage

- conserver si possible le méthanol pour le solvant de
rincage

- régler les parametres en fonction des échantillons en
prenant le cas le plus défavorable

- attention si le volume d’échantillon est faible :
-régler éventuellement le mode de rincage
-régler si nécessaire la profondeur de prélevement

- bien différencier rincage (rinsing) avec le solvant et
remplissage (filling) avec I'échantillon.



parametres du dépot proprement dit

- vitesse de dépot (plus vite = diffusion ?)
- chauffage (plus vite = instabilité ?)

- le ratio: taille/volume/vitesse pour les
parametres de dépot doit rester constant
pour des résultats identiques
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Parametres importants

Récapitulatif des parametres
accessibles sur le logiciel winCATS

Voir également l'aide en ligne pour
tous les parametres (solvants de
rincage, volumes morts,...)



Il est toujours conseillé de bien vérifier le
sechage des dépots avant de démarrer la

migration

e Les problémes rencontrés ont parfois leur
origine dans la qualité du dépot et son
T séchage qui peut influer secondairement |la
e solubilité dans le solvant d’élution




Le dépot comme outil de couplage

Le DUOCHROM, appareil de couplage HPLC-AMD a été
commercialisé par Camag en 1990 représente I'optimum en
matiere de couplage chromatographique liquide.

Step Separation ol the sample with reversed phase HPLC

Gradient RP LC

Gradient AMD Si




Le dépot comme outil de purification

Isolement de 120 mg sur plague de 0,5 mm a partir d’'un dépot de
160 mg d’échantillon issu de chimie parallele (sous lumiere visible
et UV a 254 nm).

Le rendement est 4 a 5 x supérieur a un dépo6t manuel.



Le dépot comme outil d’identification

Par le dépot, il est possible d’enlever un doute sur I'identification
d’'une molécule par un dépot partiellement superposé de
I"échantillon et de la référence témoin.

Substances [A——

difféerentes e .

Substances
identiques




Présence de lactose (ou dérivé) a une teneur < 10mg/100g
(0,01%) de produit lacté

Kaselander Ziegenkase Kaselander Ziegenkase
Paprika-Jalapero Natur Paprika-Jalapero Natur

G. Morlock, C. Lemo, in Vorbereitung



Un outil de préparation d’échantillon

Il est possible de réaliser la préparation d’échantillon et |a
séparation en une seule étape, grace aux possibilités du dépot par
vaporisation.

Stéviosides dans bonbons Candy

Canqu | Car/\gy I Candy III Candy IV 5
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Remerciements a Gerda Morlock



Un outil de préparation d’échantillon

Le domaine des sucres est
particulierement
représentatif de ce type
d’application compte tenu
de la matrice.

Sucres dans la mélasse (A-81.2)

Plaque éclairée a 366nm (Hg) et photographiée au travers d‘un filtre >400nm.

>

Sucralose

Matrice
lactée N - o ow= w - - —
{cc oEee O o9

Sucralose dans les caramels Remerciements 3 Gerda Morlock



'utilisation du dépot en particulier en rectangle peut se
justifier pour augmenter la sensibilité.

Sucralose dans les effluents (eau), avec I'HPTLC-Vis en
alternative aux méthodes isotopiques ou HPLC-ToF ou MS-MS

Vis - Plate 2

j_v:s-Plate1
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Mean value (ng/L) SampleA SampleB SampleC Sample D
HPLC-TOF or -MS/MS 5869 7302 186 200
(n = 6 laboratories)
HPTLC-Vis 5863 7034 247 218
(n=2)

G. Morlock, S. Grashorn, L. Schuele, J Chromatogr A 1218 (2011) 2745-2753



Pour |'analyse des résidus de pesticides dans différentes
matrices. La plaque est |'étape préliminaire a I'extraction par
I'interface masse de la zone contenant les analytes recherchés.

1. acetonitrile

2. acetone

a) b)

¥ ‘“target analyte zone after HTpSPE clean-up”

application position .

To Cu Ap Gr To Cu Ap Gr OA

To Cu Ap Gr To Cu Ap Gr

Oellig, C., Schwack, W. J Chromatogr A (2011), 1218 6540-6547, et CBS109



Un dépot plus long (30mm) permet plusieurs analyses sur la
méme bande, pour augmenter la sensibilité en RMN ou
différencier des substances insuffisamment résolues en SM.

Mb Rb. blasticus CL 0.2 mg/ml . Mb LBB1 Mb Rubrome’ Mb Rb. capsulatus

~

Remerciements a L-A Barret et C.Jungas (L.G.B.P) UMR 7265 CNRS-CEA-Université Aix-Marseille



... et bien d’autres possibilités

-une gamme de dépots en volume (0.2 a 20 pL = x100) évite la
préparation de dilutions de la solution de référence, pour une
analyse quantitative

-la révélation pré-chromatographique peut se réaliser en
déposant le réactif par-dessus le dépot d’échantillon ou de
témoin

-l'ajout de matrice pour la détection en SM Maldi peut se faire
également par dépo6t de matrice superposé au produit séparé a
analyser.

... et d’autres méthodes de dépot (lipides de vaisseaux sanguins)



HPTLC : divers avantages

Selectivity
More information on a sample

Digital quantification — The image f

| Simultaneously for all tracks

Multiple detection
1 Detecnon Coupling with Ms _Mobile phase independent of MS

Simplified sample preparation

Robust system Bioactivity detection

No carry-over (single use) fJ High matrix tolerance |

All steps automated

{Automati'zation

Concentration by application 1:10.000 \,
Directed recording of mass spectra [— Reduced costs

Rapid change of stationary/mobil phases
Staggered system increases throughput

High sample throughput (1000 samples/day)

Under identical chromatographic conditions — Parallel Chromatography M \ FIeX|bIe working station ﬁ

Offline system
—————————— Use for different projects

e

G.Morlock, Analytica 2008 “Separations in a 3/8 time (3/8 min)
with 300 uL as dancing partner or 1000 runs per day*“




Conclusion : importance du dépot

- une étape primordiale pour la suite de |'analyse
- un certain nombre de parametres a maitriser

- une grande variété d’applications basées sur les
possibilités du dépot, analytiques quantitatives, de
purification et comme préparation d’échantillon

- il reste encore des possibilités inexplorées au niveau
des couplages directs avec la plaqgue comme milieu de
séparation et réaction



Why more analytical laboratories are

using HPTLC today ?...

o R
@ HPLC-MS

7 =

| GCxGC

May be because
they are just trying
to use an optimized
analytical solution
to a given question
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“Chromart” by Herbert Halpaap in 1986-1987



