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Origine des principes actifs

Extraction Vegétale
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Apport de I'HPTLC dans notre laboratoire

« Evolution de la CCM

* Granulometrie plus faible
o 15-20um CCM
o 5-7um HPTLC 2]

 Meilleure distribution

HPTLC

1.6+ TLC

Volume %
—
N
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Présentation de I'appareillage

Le déposeur

» deépot par vaporisation

» Flux d’azote (=5bar)
o Dépdbt moins diffus

déposeur HPTLC, CAMAG automatic TLC sampler 4

Le systeme de développement

« 5 étapes:
o Ajout de I'éluant dans la cuve
o Saturation
o Pré-conditionnement
o Deéveloppement
o Seéchage

systeme de développement, CAMAG
automatic developing chamber (ADC2)
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Présentation de I'appareillage

Le systeme de réveélation

=
]‘ « Reévelation homogene

< « Reévelation répétable
' « Révélation reproductible

systeme d'immersion, CAMAG
chromatogram immersion device

« Trois lampes
o Tungstene
o Mercure
o Deutérium

* Multi-longueur d’'onde

scanner, CAMAG TLC scanner 4
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de l'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique EISSS

Transposition de la méthode

50puL témg

| / Impuretés

4ul  5uL

de dichloro
Acideu - Phloridzine
"~ 5mg de phlc o 7 , o

dichlorométhane/méthanol dichlorométhane/méthanol

50:50 50:50
200mg d’extrait qsp 10mL de 200mg d’extrait qsp 10mL de
dichlorométhane/méthanol dichlorométhane/méthanol

50:50 50:50

& 15cm / 2h 7cm
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de l'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique EISSS

Optimisation de la méthode :
lume de dépot

aciae ursolque £ZJL
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de l'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique EISSS

Détermination de la longueur d’onde

All tracks at all measured wavelengths

800 1 ¢ 800
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o0 : L 600
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Superposition des chromatogrammes aux différentes longueurs d'onde étudiées
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de l'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique masse

Détermination de la longueur d’onde

A,ﬂ“ﬂll'ﬂn

All tracks at WavelengthSc4d

400
=
300
20 . )
Acide ursolique
200
120
00 Impureté
| 1
T
L1 LCJ
T 020 0.40 0.60 0.50 100
Start Start Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf  Height  Area % Assigned substance
1 065 1.7 070 138 693 0M 136 3768 595 unknown *
2m 075 113 078 1857 93.07 082 13 38326 91.05 acide ursolique
(1% ) T ""h.‘""- T
%.EDW
D.BN
[RTly oo

Chromatogramme de |I'ensemble des pistes a 672nm
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de l'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique masse

Modification de I’éluant

Toluéne/formiate d’'éthyle/acide formique 60:50:10 Toluéne/formiate d’éthyle/acide formique 40:70:10
400
=0 300
oo =0
250 Acide ursolique Acide grscglnque
. 200
200
120
150
100
100 2
50 J = |l
- LT T L]
M — 020 040 05D 030 130 0 020 040 050 050 100
Peok RI eignt BT Height % R Hoght  Aea 0 Assigned substance Peok BT _veignt RT reight % BT Hegt  Aca % Assignedsubstance
1m 066 58 071 1%41 7570 0.5 i 41796 TE.18 unknown * 1 0.83 59 087 1758 10000 082 01 4365.0 100.00 acide ursolique
2 0.85 29 084 623 2430 095 89 13068 23.82 unknown *
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de I'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique EISSS

Quantification apres revélation

aire = f(concentration)

16000.00
y =13026x + 787.2
14000.00 RZ= 0999
12000.00
10000.00
£ 8000.00
]
6000.00
4000.00
2000.00
O-OO T T T T T 1
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
.. concentration (g/L) =
Courbe de calibration de I'analyse apres révélation
Solution Pourcentage HPTLC (%) | Pourcentage HPLC (%) Ecart relatif (%)
A 7.5 4.5 66.7
B 7.2 4.5 60.0
C 7.3 4.5 62.2

Comparaison des résultats HPTLC aprées révélation et HPLC
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1. Transposition

2. Quantification

et développement de I'acide

de la méthode ursolique

Quantification avant révélation

All tracks at WavelengthScd

ue
=0
uLe acide wscligue & 20
15
100
4
0 i 2 5
r I I“'._ L
L1 1T C 41 | I—
0 —m 020 [T 06D T 10
S, Ty »
w { P NN s i v ]
Start Stat Max Max Max End End Area
Peak Rf  Height Rf  Height % Rf__ Height  Area % Assigned substance
1 000 51 005 168 685 007 141 6532 1081 unknown *
2 027 143 027 144 595 031 29 3178 526 unknown *
3 041 38 044 110 457 048 80 3256 539 unknown *
4 055 06 059 305 1262 063 6.1 8503  14.08 unknown *
5 078 35 082 1691 6991 087 02 38939 6446 acide ursolique
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Chromatogramme de I'ensemble des pistes a 205nm

3. Analyse par
spectrométrie de
masse
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aire=f(concentration)

#5909 3770 62.33
4000 : R2= 8(.9+99 .
3500
3000
o 2500
® 2000
1500
1000
500
0 T T T T T )
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
concentration (g/L)
Pourcentage HPTLC | Pourcentage HPLC .
Lot Ecart relatif (%)
(%) m/m (%) m/m
Al 5.7 4.5 26.7
A2 5.8 4.5 28.9
B1 5.8 5% 11.5
B2 6.0 5.2 15.4
C1 6.0 4.5 333
C2 5.4 4.5 20.0

Comparaison des résultats HPTLC avant révélation et HPLC
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Validation de la méthode
» Guideline ICH™ Q2(R1) : Validation of analytical procedures (2005)

* Pharmacopée Européenne : Guide technique pour I'élaboration des
monographies (2011)

« SFSTP™ : Validation des procédures analytiques quantitatives ;
Harmonisation des démarches.

Partie | — Généralitées — STP Pharma Prat., 7, 101-138, 2003
Partie Il — Statistiques — STP Pharma Prat., 16, 1-31, 2006

*1ICH : International Conference on Harmonization

"2SFSTP : Société Francaise des Sciences Techniques et Pharmaceutiques
S)
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1. Transposition
et développement

2. Quantification
de lI'acide
ursolique

3. Analyse par
spectrométrie de

de la méthode masse

Validation de niveau 1
Etude de la linéarité

aire=f(concentration) aire=f(concentration)

e R 3000 y =3109.x + 82.36
R? = 0.999 o

2500 2500 R%=0.999

2000 2000
2 1500 £ 1500
© ©

1000 1000

500 500
0 0 : :
0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

concentration (g/L) concentration (g/L)

Courbe de calibration de la gamme étalon 1
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1. Transposition
et développement

S

2. Quantification 3. Analyse par
de I'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique EISSS

Validation de niveau 1

Etude de la répétabilité

Pourcentage
Essai Re Aire Pesée (mg) massique Ecart type | Moyenne CV (%)
(%) m/m
Al 0,83 1021,6 204,0 5,7
A2 0,83 1052,7 213,3 5,5
A3 0,83 1048,3 206,6 5,7 0,36 5,45 6,54
A4 0,83 1056,6 207,0 5,7
A5 0,84 925,8 198,0 53
A6 0,84 874,2 207,5 4,8

» Test de Dixon
o Supérieur a 0,560 pour un niveau de risque

de 5% _ 53-4.8 _
T 57-48 0.55¢

Pierre Fabre
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1. Transposition
et développement

S
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de la méthode

2. Quantification
de lI'acide
ursolique

Détermination des LOD et LOQ

Avant révélation

Apres révélation

LOD

0.08g/L

0.02g/L

LoQ

0.25g/L

0.06g/L

Limite de détection et de quantification de I'acide ursolique

3. Analyse par
spectrométrie de
masse
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de I'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique masse

le module de transfert masse

» Deésorbe le composeé de la plaque
« Solvant adapté
* Infusion masse

systeme de transfert masse

S
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de l'acide spectrométrie de

de la méthode ursolique masse

Analyse par spectrométrie de masse

Lompennd Mass Speetrum LISE Repart - MS Compound Mass Spectrum List Report - MS
Page 3of3
-MS, 0.8min #35 / Intens, CHO36624.d 1S, 2. min #82, Background Subliactad
inens, GHO36608.4: WIS, 0.6min 335 ’, x10% -
x10¢ . 4
4553 R N [M+Na]+
o [M-H] [M+H]* |~
A
%1 588.7 o] TR s
4 3534
3]
2415
[ 2 1
i i M=456.70g/mo e 3 ol
1400 1600 1800 miz IIM=456 36uma 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
Mass List: ) Mass List:
# m/z Res. FWHM I 1% S/N # mfz Res. FWHM I 1% S/N
1 1129 244 0.5 154496 18.6 16 1 177.2 820 02 309261 66.0 18
2 248.8 550 0.5 417279 50.3 4.4 2 2415 1240 0.2 171507 36.6 1.0
3 2553 727 0.4 270951 32.7 29 3 3534 669 0.5 280136 59.8 1.6
4 283.2 570 0.5 220005 26.5 2.3 4 397.3 1808 0.2 234371 50.0 14
5 316.9 614 0.5 350534 423 37 5 441.4 1631 03 186182 39.7 11
6 330.0 817 04 226334 273 2.4 6 455.7 2060 0.2 285481 60.9 1.7
7 356.8 1063 0.3 115883 14.0 1.2 7 452.2 1811 0.3 177818 379 1.0 [M+H]+
8 384.8 1005 04 345453 a7 36 8 4794 1186 04 468781 100.0 27 [M+Na]*
9 424.8 1377 03 172011 ;‘7’; ;Ag 9 480.3 1674 03 177690 379 1.0
10 442.7 981 0.5 226313 3 10 994.5 4230 0.2 300925 64.2 1.8
11 452.8 998 0.5 479532 57.8 51
12 455.3 852 0.5 829201 100.0 87 4 £95 L 02 20237 3 2
Spectre de masse issu d'une bande HPTLC témoin en mode ESI- sur Spectre de masse issu d'une bande HPTLC témoin en mode ESI* sur
une trappe ionique Agilent 1100 Series LC/MSD-SL une trappe ionique Agilent 1100 Series LC/MSD-SL

S

Pierre Fabre



Club CCM - Forum Labo & Biotech — Dosage d’'un traceur dans un actif végétal — Laurent Lasbennes - IRPF

1. Transposition

et développement de l'acide

de la méthode

2. Quantification 3. Analyse par

spectrométrie de

ursolique masse

Analyse par spectrométrie de masse

Display Report - Selected Window Selected Analysis

Analysis Name: d Le 1 Print Dates 5/7/2014  %11:57 PM
Method: Operator:  CRM Acq. Date: 5/7/2014 3:06:45 PM

: FlApostm

Sample Mame: Timein ac weoligue

Amslysis Infe: 10, /mi ACH/eau (80/20) (ajout de 2gouttes NHAOH dilu 110 3 4mi de cette soution), FIA
Houltwin,

st T T T |

+ [M-HJ
4

15‘51 12

00 200 200 3 2 ) T mi

MSD Trap Report v 4 (A4-Opt2) Page 1of1 AL Aghen Tachasiogios

Spectre de masse d’un témoin d’acide ursolique en solution en
mode ESI- sur une trappe ionique Agilent 1100 Series LC/MSD-SL

S

Pierre Fabre

Display Report - Selected Window Selected Analysis

Analysis Name:  MAX0000Sd  Instrument: LC-MSD-Trap-SL Print Date: 5/12/2014 3:14:46 PM
Method:  Standby.m Operator:  CRM Acq. Date: 5/12/2014 2:48:14 PM
Sample Name:  Témoin ac ursclique

Analysis Info:  10pa/ml ACN, FIA 20pljmin, ESI+

[M-H].'
v

Intens.
x107
25

08

160 1% 200 250 300 0 400 430 %0 550 600 mz

Spectre de masse d’une bande HPTLC témoin en mode ESI- sur une
trappe ionique Agilent 1100 Series LC/MSD-SL
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1. Transposition 2. Quantification 3. Analyse par
et développement de l'acide spectrométrie de

de la méthode

ursolique masse

Analyse par spectrométrie de masse

Display Report - Selected Window Selected Analysis

1C- rap Print Date: 5/12/2014 3:14:29 PM
Method:  Standby.m Operator:  CRM Acq. Date: 5/12/2014 2:43:13 PM
Sample Name:  Témoln ac ursolique
Analysis Info:  10pg/mi ACH, FIA 20yjmin, ESI-

MS2
Intens, “MSZEEET), 0 3mim #1:
X108,
ot [M-H]

v

Fragment MS?

1% 200 280 30 3% @ 0 550 S50 600 mx

Spectre MS? en mode ESI-

S
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Display Report - Selected Window Selected Analysis

Analysis Name:  MAX(0008d  Instrument: LC-MSD-Trap-SL Print Date: 5/12/2014 3:17:44 PM
Method:  Standby.m Operator:  CRM Acq. Date: 5/12/2014 2:50:35 PM
Sample Name:  Témoin ac ursolique
Analysis Info:  10pg/ml ACN, FIA 20lmin, ESI-

MS3

Intens.

355 05407 0), 0 Tmin #19

EL A
= /

2229

Fragments M$

|
1 11‘11 V 1

| 1
250 E0) 30 40 40 00 850 o0 mie

|

14

100

Spectre MS3 en mode ESI-
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1. Transposition
et développement

de la méthode

2. Quantification
de I'acide
ursolique

3. Analyse par
spectrométrie de
masse

Analyse par spectrométrie de masse

Display Report - Selected Window Selected Analysis

Analysls Name: MAX00011.d Instrument= LC-MSD-Trap-SL Print Date: 5/12/2014 3:19:22 PM

Method:  Standby.m Cperster:  CRM Ao, Date:  5/12/2014 3:02:55 PM
Sample Name:  essai mare de pomme.

Analysis Infor  10u/ml ACN, FIA 20yimin, ESE-

o [

. 0w =
10

w01 3993 st
L J L i L e,
150 £ ) £ ‘200 £ ato atu ES) 550

i,
B me

Spectre de masse d'une bande HPTLC du lot A en mode ESI-

sur une trappe ionique Agilent 1100 Series LC/MSD-SL
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Display Report - Selected Window Selected Analysis

Display Report - Selected Window Selected Analysis

Analysts Name:  MAXDODIDG  Instrument: LC-MSD-Trap-SL Print Date: 51272014 3:19:01 PM
Method:  Standby.m Operator;  CRM Acq. Dabe: 5/12/2014 1:52:28 PM
Sample Name:  Ténoin o ursaiue

Analysis Info:  10ug/mi ACN, FIA 20ul/min, ESI-

Analysis Name:  MAX00014d  Instrument: LC-MSD-Trap-SL Print Date: 5/12/2014 3:20:42 PM
Method:  Standby.m Operator:  CRM Acq. Date: 5/12/2014 3:06:19 PN
Sample Name:  essai marc de pomme
Analysis Info:  10pa/ml ACH, FIA 20plimin, ESI-

HS3

i:% MSAS50). O Bmin #,
. wo [M-H]
Fragment MS?

Spectre MS? en mode ESI- du lot A

= s
Fragments MS3 Fragment MS?
100 i|[soi Fo) J zbnni‘li'nL IJsIo m{'l 450 ES) 50 o0 me

Spectre MS3 en mode ESI- du lot A
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Conclusion

Points positifs Points négatifs

Volume de révélateur nécessaire

Mise en ceuvre i
important

Mise au point de méthode

Temps d'analyse Plus complexe (vs HPLC)

Phase stationnaire neuve :
.. ., Prix
Pas de contamination croisée
Répétabilité
Sensibilité
Quantification

Analyse masse

S
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Autres résultats

Projet Famille Point positif Point négatif
Diminution du volume de dépdt et du temps de oy I T
. . . . . Volume de révélateur utilisé élevé
1 Sucres migration (temps migration diviser par 6) (~200mL)
~200m
Quantification réalisé
. . Diminution du volume de dépot et du temps de Volume de révélateur utilisé élevé
2 Lipides polaires ] . . . .
migration (temps migration diviser par 6) (~200mL)
. R Diminution du volume de dépot et du temps de Volume de révélateur utilisé élevé
3 Triterpene i . i K .
migration (temps migration diviser par 6) (~200mL)
Diminution du volume de dépdt et du temps de . N P
LA ) . . . . . Volume de révélateur utilisé élevé
4 Lipides polaires migration (temps migration diviser par 6) (~200mL)
~200m
Meilleur séparation
Diminution du volume de dépdt et du temps de o IR
i . . . . . Volume de révélateur utilisé élevé
5] Polyphénols migration (temps migration diviser par 6) (~200mL)
Meilleur séparation
. Dérivés Diminution du volume de dépdt et du temps de Volume de révélateur utilisé élevé

coumariques

migration (temps migration diviser par 6)

(~200mL)
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Autres résultats

Projet Famille Point positif Point négatif
; Diterpéne Diminution du volume de dépdt et du temps de Volume de révélateur utilisé élevé
migration (temps migration diviser par 6) (~200mL)
8 Diterpéne Diminution du volume de dépo6t et du temps de Volume de révélateur utilisé élevé
migration (temps migration diviser par 6) (~200mL)
Diminution du volume de dépdt et du temps de
migration (temps migration diviser par 6) . N P
. e o ) . . Volume de révélateur utilisé élevé
9 Acide aminé Quantification possible sur 5 point de gamme. LD a (~200mL)
0.01% m/m.
Soutient sur les investigations prod.
Diminution du volume de dépdt et du temps de
10 Stérol migration (temps migration diviser par 6) Volume de révélateur utilisé élevé
Meilleur séparation (~200mL)
Observation de plus de tache
Diminution du volume de dép6t et du temps de
migration (temps migration diviser par 6)
1 Triterpene Meilleur séparation Volume de révélateur utilisé élevé
Polyphénols Quantification réalisé avec pré-validation de la (~200mL)
méthode.
Investigations module MS
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S

Pierre Fabre

O

Pump
Le.. .
A - =
Solvent input Solvent output Mass spectrum
Platel Foil ¢
_— o
laser crosshairs

Cutting edges T T

Zone

Schéma de fonctionnement du module de transfert masse

Dosage de I'acide ursolique par HPTLC
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HO
+H,S0,
- 4
/O CHO
HO ¢
HO
/D CH
8]
S Dosage de |'acide ursolique par HPTLC 29
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