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Domaines d’expertise analytique &,

38

collaborateusrs
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Développement ‘
Analytique

% Nos missions
.w.-Notre parc analytique

Développer et valider les méthodes d’analyse

Définir les spécifications

Analyser les essais de développement et les lots de fabrication
Construire I'historique analytique

Transférer les méthodes d’analyse au Contréle de Conformité
Contribuer au dossier réglementaire

dosage d’eau

Dosage de traces : ICP/MS, absorption atomique

Analyse du solide : DVS, granulo. laser, DSC/ATG, MEB, RX.
Techniques spectrales : UV, Raman, NIR/MIR

Techniques identification : RMN — Spectrométrie de Masse




Domaines d’expertise analytique éa..

Développement
Analytique

= MP, intermédiaires de synthese, PA --- > En HPLC

Problématiques : molécules sans chromophores, synthéses complexes

Meéthode alternative la CCM gradient : HPTLC

Acquisition de FAMD2 (Automated Multiple Development)
Prise en main de l'appareil

Procédure d’utilisation et de qualification

Création d’'une méthodologie
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Deéveloppement d’une méthode
« universelle » en AMD pour I’analyse de
produits pharmaceutiques en preclinique

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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| Plague HPTLC gel de silice 60 ‘

Fl154s
Gradient universal
Mzthanol / Dichlosomsathane / Heptans
20 stapes
Lz on les malacnles 2 Basiqn.es"
analyser sont nentses 7 m:sy ‘5)
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Parameétres fixes durant tous les essais

Concentration \Volume Largeur de Temps de séchage Distance de Longueur
déposé bande P g développement d’onde
MeOH : 3 min
5 mg/mL 2 UL 6 mm CH2CI2 : 2 min 60 mm 200 nm

Heptane : 2 min

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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Plaque HPTLC gel de silice 60

F254s
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Gradient universel

Méthanol / Dichlorométhane / Heptane

20 étapes

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie
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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 a chaque étape

= Distance de développement : 60 mm

» Augmentation de la distance de
développement a chaque étape : 3 mm

MeOH Dichlorométhane  Heptane
€=0,73 €=0,32 e=0

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




Gradient universel - Solution a 5 mg/mL - Révélation a l'iode

Fonct
=

Aldehyde

Ester : 2.88
1. 284 516 Amide
e e 2 Thioether 9.18 2.29
0.9¢ Amine
0.8}
Ac.carbo 0.6-3.44-
0.7¢ 3 Amineprietsec  6.07-957- -5.29
0.6} - Imidazole 10.32
0.5¢ T
04 = i 4 Neook - 7.42-15 101
0.3} »
0.2 . 5 Ester - 3.02
0. 1%
T e R T o B R A A 6 Ac.carboxylique 3.54 3.67

* www.chemicalize.org

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



—= SERVIER

Gradient universel

Méthanol / Dichlorométhane / Heptane

20 étapes
l ] NON
[ Molécules neutres ? ]
OUI l ‘l’ l

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

[ Pas de pré-conditionnement ]

Gradient universel avec pré- Gradient universel avec pré-
conditionnement acide avec une conditionnement basique avec
solution d’acide acétique 1 M une solution ammoniacale 1 M

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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Importance du pré-conditionnement

pKa = 9,18

NH,

A- Gradient universel sans pré-

conditionnement

B- Gradient universel avec pré-
conditionnement acide

C- Gradient universel avec pré-

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie

conditionnement basique
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[ Molécules neutres ? }
NON l l
OUI l

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

[ Pas de pré-conditionnement ]

Gradient universel avec pré- Gradient universel avec pré-
conditionnement acide avec une conditionnement basique avec
solution d’acide acétique 1 M une solution ammoniacale 1 M
\ 4

[ Ajuster le gradient ]

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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Ajustement du gradient sans pré-conditionnement sur une molécule neutre

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

(034x60)/3=7

* Rf end = 0,48

(0,48 x60) /3 =10

« Etalement » du gradient
entre I'étape 7 et 10

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie
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[ Ajuster le gradient ]

Séparation efficace :

\ 4 . L .
Augmenter la OUT ’ ‘ Le composé principal se situe entre 0.2 et
o oes 2 Séparation 0.8 Rf
sensibilité avec une efficace ?
plaque HPTLC 100 pm = Résolution suffisante :

-Rs = 1 pour une quantification avec les
hauteurs de pics
-Rs = 1.5 pour une quantification avec les
aires de pics

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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300

250

200

150

100

Solution a 5 mg/mL - Injection 2 pL

350

300

250

200

150

100

o~ N 52 i

| Plac-que HP;T'LC 260 pm | | Plaque HPTLC 100 ym
Plaque Hauteur pic 1 Hauteur pic2 | Airepicl | Airepic?2
HPTLC (A.U) (A.U) (A.U) (A.U)
200 pm 16 126 157 1434
100 pm 85 297 912 5422

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie

Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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[ Ajuster le gradient ]

Augmenter la A 4
et OUI . ,
sensibilité avec une Sepgratno;\
plague HPTLC 100 um efficace :
NON

-

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

Le composé principal
ne migre pas (Rf = 0) ou
n’est pas retenu sur la
plague (Rf=1)?

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie

Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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Gradient universel - Solution & 5 mg/mL - Révélation & l'iode

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie

Molécule trés polaire :

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

"LogP=-5.29

s
-
()

Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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Utiliser desnp?laques I-’IPTLC Ajuster le
gel de silice greffé : .
~ gradient
Le composé principal Diols / Amino / Cyano A

ne migre pas (Rf = 0) ou
n’est pas retenu sur la
plaque (Rf=1)?

Nouveau gradient :
Plaques RP- Acétonitrile /
2, RP-8 ou RP- Méthanol / Eau ??

lo

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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[ Ajuster le gradient ]

Augmenter la Y
el epeg 2 OUI , .
sensibilité avec une Sepflmf'O;\
plaque HPTLC 100 um efficace ;
NON

Les pics se superposent Le composé principal

et/ou la résolution est ne migre pas (Rf =0) ou
insuffisante n’est pas retenu sur la

plague (Rf=1)?

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



—

—= SERVIER

Xa : pouvoir accepteur de
protons
Xd : pouvoir donneur de
H*-acceptor protons

Xn : caracteére dipolaire

Il faut changer le solvant de base

Solvants

| Ethers aliphatiques

1 Alcool Aliphatique
IIl  Amide, Pyridines, THF...

X
I\VV  Acide acétique, Formamide
\/ Dichlorométhane

VI Cétones, Esters, Acétonitrile

Xa

VIl  Toluene, Nitrobenzéne

H*- donor .
I dipol
VIIl Eau, Chloroforme Xp ipéle

Triangle de sélectivité de SNYDER

—> On remplace le Dichlorométhane (groupe V) par le MTBE (groupe I)

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

efficace ?
NON
Les pics se superposent Le composé principal
et/ou la résolution est ne migre pas (Rf = 0) ou
insuffisante n’est pas retenu sur la
l plague (Rf=1)?

Reprendre le gradient
optimisé avec les
mémes forces éluantes
a chaque étape

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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Reprendre le gradient optimisé avec la méme force éluante

log(Nb 109nb(eb—ea) L 1_np
£ ab = ga + =& 2 (ea < eb)
anb
Nb : Fraction molaire du solvant B
a : activité de l'adsorbant (a = 0,7 pour la silice)
nb : aire moléculaire
€ ab : force éluante du mélange
€ a: force éluante du solvant A
£ b : force éluante du solvant B
Exemple : ¢ MeOH = 0,73 / € CH2CI2 = 0,32 / € MTBE = 0,36 (sur silice)
Force éluante mélange : MeOH 20% / CH2CI2 80% == ¢ ab = 0,633
Force éluante mélange : MeOH 12% / MTBE 88% =——3> ¢ ab = 0,633

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie

Baptiste Leblond - Stagiaire M2
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I Heptane

% Volume

B Methyl t-Butyl Ether

® Methanol

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Etape

Probleme : le soluté n'est pas soluble
dans le MTBE...

9
8
¥
6
5
4
3
2
A

©cooo0o0o0po00
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Il faut donc choisir un solvant capable de solubiliser le produit

Acétone (groupe VI) e = 0,43

100%

80%

60%

40%

% Volume

20%

0%

Acétate d'éthyle (groupe VI) e = 0,45

100% -

80% -
u
£ 60% -
m Heptane 3 ¥ Heptane
= 0% -
M Acetone = B Ethyl Acetate
B Methanol 20% - m Methanol
0% -+
1 3 5 7 9 11131517 19 1 35 7 91113151719
Stonitri I)e =050
Etape Acétonitrile (groupe VI) e = 0,5 Etape
100% -
ACN n'est pas
80% - ..
miscible avec
a '
£ 60% - I'heptane...
% W Heptane
> i
=X 40% M Acetonitrile
20% - H Methanol
0% -

1 3 57 91113151719

Etape

Club de CCM - Journée du 09/06/16 chez ORIL Industrie
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MIBK
carbonate de propyléene
Acétate d’éthyle
Ter Butanol

Acétate d’isopropyle

MTBE

Acétate de propyle

MEK
Dioxane Toluéne
Acétonitrile N!CH
Dichlorométhane Acetone
DMPU
Butanol
Heptane
Dioxolane
INFINITI*
Chlorobenzéene
Acétate de méthyle
Ether isopropylique
N-n-butyl-2-pyrrolidone
Carbonate d'éthylene
NMP
CPME
NEP
Valérolactone
Cyclohexane
Lactate d'éthyle (rac)
Sulfolane
Pentane
Dowclene*
Polarclean

Glycérol Carbonate

O Manque de données
toxicologiques
O Arrété préfectoral

* Solvant de nettoyage
uniqguement

¥

Anisole

Isobutanol

Glycérol
DMSO
RPDE*

Ethanol
Isopropanol

A
A—

T—
~—
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