










Développement d’une méthode 

« universelle » en AMD pour l’analyse de 

produits pharmaceutiques en préclinique
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Dépôt Développement Détection

Concentration
Volume 

déposé

Largeur de 

bande
Temps de séchage

Distance de 

développement

Longueur 

d’onde

5 mg/mL 2 µL 6 mm
MeOH : 3 min

CH2Cl2 : 2 min

Heptane : 2 min
60 mm 200 nm

Paramètres fixes durant tous les essais 

Club de CCM – Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie Baptiste Leblond – Stagiaire M2



Plaque HPTLC gel de silice 60 
F254s 

Gradient universel

Méthanol / Dichlorométhane / Heptane

20 étapes
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MeOH       Dichlorométhane Heptane

ε = 0,73 ε = 0,32 ε = 0

Le gradient universel :

 20 étapes

 Utilisation de trois solvants avec une forte, 
moyenne et faible force éluante

 Diminution progressive de la force éluante
du mélange à chaque étape

 Distance de développement : 60 mm

 Augmentation de la distance de 
développement à chaque étape : 3 mm
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Gradient universel – Solution à 5 mg/mL – Révélation à l’iode

Composé 
Fonction(s)

chimique(s) pKa* Log P*

1
Aldéhyde

Ester
- 2.88

2
Amide

Thioether

Amine
9.18 2.29

3
Ac.carbo

Amine pri et sec

Imidazole

0.6 - 3.44 -

6.07 - 9.57 -

10.32
- 5.29

4
Alcools

Amine tert
7.42 - 15 1.01

5 Ester - 3.02

6 Ac.carboxylique 3.54 3.67

* www.chemicalize.org



Gradient universel

Méthanol / Dichlorométhane / Heptane

20 étapes
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Molécules neutres ?

Pas de pré-conditionnement

OUI

NON

Acide ? (pKa < 5) Basique ? (pKb < 5)

Gradient universel avec  pré-
conditionnement acide avec une 

solution d’acide acétique 1 M 

Gradient universel avec  pré-
conditionnement basique avec 
une solution ammoniacale 1 M 
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pKa = 9,18

A- Gradient universel sans pré-
conditionnement

B- Gradient universel avec pré-
conditionnement acide

C- Gradient universel avec pré-
conditionnement basique

A B C

A

B

C

Importance du pré-conditionnement

NH2



Molécules neutres ?

Pas de pré-conditionnement

OUI

Acide ? (pKa < 5) Basique ? (pKb < 5)

Gradient universel avec  pré-
conditionnement acide avec une 

solution d’acide acétique 1 M 

Gradient universel avec  pré-
conditionnement basique avec 
une solution ammoniacale 1 M 
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NON

Ajuster le gradient
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Ajustement du gradient sans pré-conditionnement sur une molécule neutre

0,34 0,48

 Rf start = 0,34     Distance totale = 60 mm
Incrémentation de 3 mm à chaque étape

(0,34 x 60) / 3 = 7

 Rf end = 0,48

(0,48 x 60) / 3 = 10

« Etalement » du gradient 
entre l’étape 7 et 10
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Gradient universel 20 étapes 1ère optimisation 2ème optimisation
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Ajuster le gradient

Séparation 
efficace ?

Augmenter la 
sensibilité avec une 

plaque HPTLC 100 µm

Séparation efficace :

 Le composé principal se situe entre 0.2 et 
0.8 Rf

 Résolution suffisante :
-Rs = 1 pour une quantification avec les 

hauteurs de pics
- Rs = 1.5 pour une quantification avec les 

aires de pics

OUI
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Plaque HPTLC 200 µm

2

1

Solution à 5 mg/mL – Injection 2 µL

Plaque HPTLC 100 µm

Plaque 

HPTLC

Hauteur pic 1 

(A.U)

Hauteur pic 2 

(A.U)

Aire pic 1 

(A.U)

Aire pic 2 

(A.U)

200 µm 16 126 157 1434

100 µm 85 297 912 5422
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Ajuster le gradient

Séparation 
efficace ?

Augmenter la 
sensibilité avec une 

plaque HPTLC 100 µm

Séparation efficace :

 Le composé principal se situe entre 0.2 et 
0.8 Rf

 Résolution suffisante :
-Rs = 1 pour une quantification avec les 

hauteurs de pics
- Rs = 1.5 pour une quantification avec les 

aires de pics

OUI

NON

Le composé principal 
ne migre pas (Rf = 0) ou 
n’est pas retenu sur la 

plaque (Rf = 1) ?
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Gradient universel – Solution à 5 mg/mL – Révélation à l’iode

Molécule très polaire : 

 Présence de multiples fonctions polaires 
(amine, phosphate, acide carboxylique…)

 Log P = -5.29



Le composé principal 
ne migre pas (Rf = 0) ou 
n’est pas retenu sur la 

plaque (Rf = 1) ?

Utiliser des plaques HPTLC 
gel de silice greffé :

Diols / Amino / Cyano

Plaques RP-
2, RP-8 ou RP-

18

Ajuster le 
gradient

Nouveau gradient : 
Acétonitrile / 

Méthanol / Eau ??
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Ajuster le gradient

Séparation 
efficace ?

Augmenter la 
sensibilité avec une 

plaque HPTLC 100 µm

OUI

NON

Le composé principal 
ne migre pas (Rf = 0) ou 
n’est pas retenu sur la 

plaque (Rf = 1) ?

Les pics se superposent 
et/ou la résolution est 

insuffisante
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Il faut changer le solvant de base

Triangle de sélectivité de SNYDER

Xa : pouvoir accepteur de 
protons 

Xd : pouvoir donneur de 
protons

Xn : caractère dipolaire
Groupe Solvants

I Ethers aliphatiques 

II Alcool Aliphatique

III Amide, Pyridines, THF…

IV Acide acétique, Formamide

V Dichlorométhane

VI Cétones, Esters, Acétonitrile

VII Toluène, Nitrobenzène

VIII Eau, Chloroforme

On remplace le Dichlorométhane (groupe V) par le MTBE (groupe I) 
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Reprendre le gradient 
optimisé avec les 

mêmes forces éluantes
à chaque étape

Les pics se superposent 
et/ou la résolution est 

insuffisante

Séparation 
efficace ?

NON

Le composé principal 
ne migre pas (Rf = 0) ou 
n’est pas retenu sur la 

plaque (Rf = 1) ?
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Reprendre le gradient optimisé avec la même force éluante

Nb : Fraction molaire du solvant B
α : activité de l’adsorbant (α = 0,7 pour la silice)
nb : aire moléculaire
ε ab : force éluante du mélange
ε a : force éluante du solvant A
ε b : force éluante du solvant B

Exemple : ε MeOH = 0,73 / ε CH2Cl2 = 0,32 / ε MTBE = 0,36 (sur silice)

Force éluante mélange : MeOH 20% / CH2Cl2 80%                  ε ab = 0,633

Force éluante mélange : MeOH 12% / MTBE 88% ε ab = 0,633
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Problème : le soluté n’est pas soluble 
dans le MTBE...



Il faut donc choisir un solvant capable de solubiliser le produit
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Acétonitrile (groupe VI) ε = 0,50

Acétate d’éthyle (groupe VI) ε = 0,45Acétone (groupe VI) ε = 0,43

ACN n’est pas 
miscible avec 

l’heptane...



Eau 

Lactate d'éthyle (D)

DMF

Me.THF

THF

IRIS* 

Acétate de butyl  

Acétate d'isobutyl

Ethanol

Isopropanol  

MTBE

Acétate de propyle

Anisole

INFINITI*

Chlorobenzène

Acétate de méthyle

Ether isopropylique

N-n-butyl-2-pyrrolidone

Glycérol Carbonate

Lactate d'éthyl (L) 

DEM  

Guide de choix de solvants

 Manque de données 

toxicologiques

 Arrêté préfectoral

MEK

Toluène

MCH

Acétone

MIBK

carbonate de propylène

Acétate d’éthyle

Ter Butanol

* Solvant de nettoyage                 

uniquement

Glycérol

DMSO

RPDE*

Isobutanol

Dioxane

Acétonitrile

Dichlorométhane

DMPU

Carbonate d'éthylène

NMP

DME

Methoxypentane

Methanol

Acétate d’isopropyle

Butanol 

Heptane 

Dioxolane

CPME

NEP

Valérolactone

Cyclohexane

Lactate d'éthyle (rac)

Sulfolane

Pentane

Dowclene*

Polarclean




