
Transposition de la CCM à la chromatographie 
préparative.

Applications à l’isolement d’impuretés et la 
purification de produits à usage pharmaceutique.
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•• Un quart du chiffre d'affaires est consacrUn quart du chiffre d'affaires est consacréé àà la Recherche la Recherche 
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La branche chimie fine du groupe

2 sites :2 sites :

1992, 20001992, 2000 et 2004,   et 2004,   
usine de Busine de Baclairaclair

1960, usin1960, usine de Bolbece de Bolbec



La branche chimie fine du groupe

Nos missions

Production de 23 
Principes Actifs 

SERVIER

Production de 23 Production de 23 
Principes Actifs Principes Actifs 

SERVIERSERVIER

Recherche et 
développement industriel 

pour optimiser 
les synthèses chimiques

Recherche et Recherche et 
ddééveloppement industriel veloppement industriel 

pour optimiser pour optimiser 
les synthles synthèèses chimiquesses chimiques



Principes actifs fabriquPrincipes actifs fabriquééss
Spécialité Dénomination Domaine thérapeutique
ARCALION Sulbutiamine Inhibition physique ou psychique

ARTEX Tertatolol Hypertension
COVERSYL Périndopril Hypertension

DAFLON Fraction flavonoïque Insuffisance veineuse
DIAMICRON Gliclazide Diabète

DUXIL Raubasine + Almitrine Sénescence cérébrale
FLUDEX Indapamide Hypertension

GLUCIDORAL Carbutamide Diabète
HYPERIUM Rilménidine Hypertension

LOCABIOTAL Fusafungine Affections respiratoires
MEDIATOR Benfluorex Diabète et dyslipidémies

MUPHORAN Fotémustine Tumeurs cérébrales et mélanomes
PNEUMOREL Fenspiride Affections broncho-pulmonaires
PRETERAX Périndopril + Indapamide Hypertension
PROTELOS Ranélate de Strontium Ostéoporose
STABLON Tianeptine Dépression

TRIVASTAL Piribédil Parkinson / Sénescence cérébrale / Artérite
VASTAREL Trimétazidine Angor

VECTARION Almitrine Insuffisance respiratoire



DDééveloppement dveloppement d’’un mun méédicamentdicament

FABRICATION D’UN PREMIER LOTIdée d’un nouveau
médicament

TESTS  PHARMACOLOGIQUES

TOXICOLOGIE
aigue - chronique - tératogénèse

mutagénèse - cancérogénèse

PHARMACOLOGIE GENERALE

ETUDE GALENIQUE
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PHASE I
Etude chez l’homme sain

Tolérance humaine
Pharmacologie humaine

PHASE II
Etude chez le malade

Vérification de l’activité
Détermination de la posologie

PHASE III
Réalisation d’études sur un grand nombre

de malades et dans plusieurs pays
AMM - Commercialisation
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PHASE IV
Pharmacovigilance

Coût moyen
> 1 milliard de francs



Centre de Recherche IndustrielleCentre de Recherche Industrielle
CRI

Centre de Recherche Industrielle

LSO
Laboratoire de Synthèse 

Organique

CI
Chimie

Industrielle

DA
Développement 

Analytique

CID
Centre d’Information et de 

Documentation

LI
Laboratoire 
Industriel 

Synthèse et isolement
d’impuretés.

Purification de produits

Suivi analytique
des produits

en développement

Identification des
structures des constituants

des échantillons

Mise au point des méthodes
analytique pour produits

en développement

Développement de 
Méthodes 

Analytiques

Techniques 
Séparatives et 
Préparatives

Analyse 
Structurale

Étude et Contrôle 
Analytiques R&D

Entité Qualité
DA

Définition et garantie
des règles d’organisation 

et de qualité du DA



Isoler et identifier les impuretés du principe actif ou dans un stade intermédiaire de 
sa synthèse:

-pour la connaissance du procédé (un profil d’impuretés est une empreinte du 
schéma de synthèse utilisé).Toute impureté présente à une teneur supérieure à 0.1% 
doit être connue.

-pour la validation de méthodes analytiques
-pour le contrôle et l’étude d’effets purificateurs
-pour d’éventuelles études toxicologiques
-pour des aides ponctuelles aux chimistes

Tout ceci est obligatoire pour constituer le dossier de connaissance du produit ainsi que 
le dossier d’AMM (Autorisation de Mise sur le Marché)

MissionsMissions



Produire des lots spécifiques:
-Lot de référence analytique

Purifier des lots destinés à des études toxicologiques pour lesquels nos techniques 
séparatives apportent une solution rapide et suffisante.

Produire et purifier les premiers lots destinés à des études pharmacologiques 
(Séparation d’énantiomères à partir d’un mélange racémique).

Purifier des intermédiaires de synthèse lors de problèmes de qualité.

MissionsMissions



1. La Flash chromatographie

Principe:

• Mise au point de la séparation des composés d’un mélange en chromatographie sur 
couche mince et transposition sur colonne.

2. L ’HPLC Préparative

Principe:

• Mise au point de la séparation des composés d’un mélange en chromatographie 
liquide haute performance avec utilisation d’une phase stationnaire préparative 
disponible et transposition sur colonne.

MoyensMoyens



2cm

10cm

Recherche dRecherche d’’un systun systèème en CCM me en CCM 
pour transposition sur colonnepour transposition sur colonne

DEPOT

FRONT DE 
SOLVANT

Révélation 
UV et I2

•Le choix des conditions opératoires de purification  passe avant tout par une 
bonne CCM:
Détermination des conditions opératoires (choix de l’éluant et de la phase 
stationnaire:silice le plus couramment), Rf adéquat, Solvants (solubilité).



Recherche dRecherche d’’un systun systèème en CCM me en CCM 
pour transposition sur colonnepour transposition sur colonne

MEK 90
H2O  10 

I             I             II           II          III     III           V          VI          VI         VI        VII          VIII   
MTBE     Et2O      EtOH    MeOH   THF       DMF    CH2CL2   EtOAc   ACN       MEK    Toluène    CHCl3

50 : 50

EtOH 70
Hexane 30

étape 4:
ajustement final

90 : 1010 : 90

40 : 6060 : 40

étape 1:
solvants purs

étape 3: 
essayer les 
mélanges ( + acides
et bases)

étape 2:
diminuer (Hex) ou
augmenter (H2O)
la force éluante

EtOH 28

Hexane 12

CH2Cl2 60



Colonne FlashColonne Flash

Collecteur de 
fractions

Produit à
purifier

Contrôle CCM

Fractions réunies 
mises à sec

Contrôle HPLC

Dépôt

Silice 
normale

Eluant 
déterminé
en CCM



En pratiqueEn pratique……

•Transposition sur colonne:
Mise en suspension de la silice dans l’éluant déterminé pour 
la séparation .
Tassement sous pression ( 0.5 à 1 bar).
Ajout de sable afin d’éviter le phénomène de dilution lors 
de l’injection et les perturbations du lit de phase.
Injection en solution dans le solvant le moins éluant ( ou 
quelquefois solide).
Elution sous faible pression (0.5 à 1 bar).
Collecte en sortie de colonne, suivi de la purification par 
CCM ou HPTLC, regroupement des fractions et isolement 
des produits par mise à sec.

•Mise au point des conditions CCM:

La composition de la phase mobile est correcte si la 
séparation des composés est suffisante et si le Rf du composé
à isoler est compris entre 0,1 et 0,3.

Echantillon
déposé

Eluant sous 
pression

Sable de 
Fontainebleau



En pratiqueEn pratique……

Quelques conseils :
Utiliser des systèmes de solvants « classiques » (Cyclohexane, 
Dichlorométhane, Toluène, Acétate d’ethyle, Acétonitrile, MTBE, 
Ethanol, Méthanol) en évitant quand on le peut l'addition d'adjuvants 
acides ou basiques, les systèmes les plus simples sont souvent les 
meilleurs!

L'autre petite astuce consiste à ne pas travailler sur les produits salifiés 
(Chlorhydrate...), il est nécessaire dans ce cas de revenir à la base ou 
acide avant injection sur une colonne chromatographique pour avoir de 
bons résultats.

Les rapports  masse de produit injectée(g)/ masse de silice(g) sont de 
l’ordre de 1/20 à 1/100 et sont dépendants de la séparation et des 
produits injectés.



Et maintenantEt maintenant……

•Transposition sur colonne:
Mise en suspension de la silice dans le dichlorométhane 
Utilisation des colonnes à compression axiale dynamique 
Tassement sous pression ( 40 bars).
Injection en solution dans le solvant le moins éluant 
Élution aux débits théoriques (100 ml/min sur colonne de 
50 mm, 600 ml/min sur 110 mm et 500 l/h sur 450 mm). 
Détection UV (Longueur d’onde déterminée par 
densitomètrie) et collecte en sortie de colonne, suivi de la 
purification par CCM ou HPTLC, regroupement des 
fractions et isolement des produits par mise à sec.



MoyensMoyens

2 colonnes DAC de 50 mm

2 colonnes DAC de 110 mm

1 colonne DAC de 450 mm

1 système de cartouches 
SPOT ARMEN



MoyensMoyens



MoyensMoyens



AvantagesAvantages……

•Efficacité

Débit adapté (Pression plus importante), détection en ligne, efficacité de 
la colonne augmentée, séparation améliorée…

•Sécurité

Plus de colonnes verre, plus de préparation de mélange de solvants…

•Productivité

Vitesse linéaire plus élevée (X 20 de 25 l/h à 500 l/h), temps de 
préparation diminué (Packing plus rapide, utilisation de cartouches 
prépackées), temps de purification <1h 



Isolement de deux impuretIsolement de deux impuretéés dans s dans 
un principe actif en dun principe actif en dééveloppement veloppement 

Chromatogramme obtenu par HPLC:

Objectif: isoler deux impuretés de Trr 1,31(impureté 1) et 1,69 (impureté 2) dans la 
DALC 1856, retrouvées dans tous les lots de PA.

meothiazepinoxo Na (5,1) DAN44121,C51.CECO-25-04-2008,5,1,1
Acquired vendredi 25 avril 2008 14:49:52
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Enrichissement par rEnrichissement par rééempâtageempâtage

1) Réempâtage dans l’éthanol effectué sur 372 g de produit. 

2) Masse de précipité = 323 g
→ Masse du RMS de filtrat = 19 g 

Réempâtage (6,1) DAN44121,C50.CECO-29-04-2008,6,1,1
Acquired mardi 29 avril 2008 16:16:38
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Résultats du réempâtage: RMS du filtrat: % en aire des impuretés multipliés par 10



Etude Etude CCM pour transpositionCCM pour transposition

Mise au point des conditions en CCM :
Phase stationnaire : Plaque CCM 5 x 20 cm ( i.e. Merck 60F254)

Dépôts 100 µg; Élution sur 10 cm ; Détection U.V. 254 nm

Système éluant: Toluène/MeOH/EtOH NH3 70/25/5 (V/V/V)

Scan UV (190 – 400 nm) → Longueur d’onde retenue: 300 nm (UV cutoff Toluène = 280 nm)

300 nm

280 nm

Abs. (UA)

400 nm190 nm



Transposition en HPLC Transposition en HPLC 
prprééparativeparative

→ Colonne Novasep 110 mm packée à 40 bars avec 1,5 Kg de silice 
normale 15-40 µm

→ Éluant : step gradient toluène/ (MeOH/EtOH NH3(25-5) ) 70/30 
(v/v)

→ Débit : 600 mL/min

→ Préparation de l’échantillon : 13,35 g de RMS en solution dans 165 
mL de MeOH puis filtration sur fritté n°4 puis ajout de 385 mL de 
toluène au filtrat

→Détection : U.V. 300 nm



Suivi de la purificationSuivi de la purification

Fr. 1

Fr. 2

Fr. 3

Fr. 5

Fr. 4

Fr. 
7
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Bilan de la purificationBilan de la purification

Contrôle HPLC dans la méthode DALC1856:
RMS du filtrat après réempâtage (6,1) DAN44121,C50.CECO-21-05-2008,6,1,1
Acquired mercredi 21 mai 2008 21:20:05
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Bilan de la purificationBilan de la purification
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Impureté 1

Impureté 2
PA

Bilan CCM (toluène/MeOH/EtOH NH3 70/25/5 v/v/v):

Impureté 1 isolée dans les Fr. 8 et 9 
(pureté HPLC = 93 %) Masse = 540 mg

Impureté 2 isolée dans la Fr. 3 (pureté
HPLC = 67 %) Masse = 571 mg

Identification par le Laboratoire 
d’analyse structurale et stockage 
dans la base d’impuretés:

Impureté 1 nommée DAI 1720

Impureté 2 nommée DAI 1718



Purification dPurification d’’un principe actif en un principe actif en 
ddééveloppement veloppement 

Objectif: Éliminer une impureté de Trr 1,03 détectée dans la méthode HPLC de 
contrôle à une teneur de 2.5%, retrouvée dans un lot de PA destiné à des études 
toxicologiques (Pureté de 95% insuffisante).

A8ORO011 (9,1) DAN44563,C50.SCS-060608,9,1,1
Acquired lundi 9 juin 2008 14:38:04
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Etude Etude CCM CCM 

Toluène AcOEt CH3CN Toluène 
90

MeOH   
10

AcOEt   
90

MeOH   
10

CH3CN  
90

MeOH   
10

Toluène 
80

MeOH   
20

320nm

Lecturer scanner à 254nm Toluène-MeOH (80-20)



Transposition prTransposition prééparativeparative
Colonne : Prochrom diamètre 50 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 µm 300 g

Packing: 40 bars

Eluant: Toluene – méthanol 80-20

Débit : 80 ml/min

Injection : 3.2 g de brut dans 100 ml d’éluant

Détection : UV 320 nm



Transposition Transposition prprééparative parative et bilanet bilan

Colonne : Prochrom diamètre 450 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 µm 40 Kg

Packing: 40 bars

Eluant: Toluene – méthanol 80-20

Débit : 6.5 l/min

Injection : 374 g de brut dans 2500 ml d’éluant

Détection : UV 320 nm

E8-E22 (10,1) DAN44563,C50.SCS-060608,10,1,1
Acquired lundi 9 juin 2008 15:36:30
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Quantité obtenue: 340 g

Pureté chimique : 99.3 %

Rendement: 91%Toluène
99.3%



Purification dPurification d’’un intermun interméédiaire de diaire de 
synthsynthèèse en dse en dééveloppementveloppement

Phase stationnaire : Plaque CCM 5 x 20 ( i.e. Merck  60F254)
Elution : Methylcyclohexane 100% ; élution sur 10 cm
Dépôts : 50 µg et 100 μg 
Détection : UV 254 nm

Spectre UV
Lecture scanner à

254nm



Transposition prTransposition prééparativeparative
Colonne : Prochrom diamètre 50 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 µm 300 g

Packing: 40 bars

Eluant: Methylcyclohexane

Débit : 80 ml/min

Injection : 9 g de brut dans 50 ml de Methylcyclohexane

Détection : UV 254 nm

Fraction 1

Fraction 2

fraction3

fraction 4

fraction 5

fraction 6

fraction 7

fraction 8

fraction 9

O
P02/08

fraction 10

fraction 11

fraction 12

fraction 13

fraction 14

fraction 15

fraction 16

fraction 17

fraction 18



Transposition prTransposition prééparativeparative
2eme injection

3eme injection

4eme injection

5eme injection

6eme injection



Transposition industrielleTransposition industrielle
Colonne : Novasep diamètre 450 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 µm 40 Kg

Packing: 40 bars

Eluant: Methylcyclohexane

Débit : 8 l/min

Injection : 1 Kg de brut dans 5 l de Methylcyclohexane

Détection : UV 254 nm

Fraction 2

Fraction 3

Fraction 4

Fraction 5

Fraction 6

O
P03t08

Fraction 7

Fraction 8



BilanBilan

Purification de 5.1 Kg de cet intermédiaire en 6 injections de 35 min 
sur la même phase stationnaire. 

obtention de 3.3 Kg de produit purifié soit un rendement de 64 % 
avec une qualité chimique de 96% (Rendement obtenu au laboratoire: 
67.5%)



Purification dPurification d’’un intermun interméédiaire de diaire de 
synthsynthèèse en dse en dééveloppementveloppement

Phase stationnaire : Plaque CCM 5 x 20 ( i.e. Merck  60F254)
Elution : Elution sur 10 cm
Dépôts : 100 μg 
Détection : UV 254 nm Spectre UV



Transposition prTransposition prééparativeparative
Colonne : Prochrom diamètre 110 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 µm 1500 g

Packing: 40 bars

Eluant: Toluène – Dichlorométhane 90-10

Débit : 500 ml/min

Injection : 75 g de brut dans 750 ml de toluène

Détection : UV 285 nm

Durée d’une opération : 40 min



Bilan de la purificationBilan de la purification

Récupération de 40 g de produit purifié soit un rendement 
de 53 %.Titre HPLC: brut 80 %    purifié: 97 %.

Isolement de 5 impuretés identifiées par RMN

Validité du titre 
HPLC du Brut 

de 80 %?

Acquired mercredi 21 mars 2007 11:27:13
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Acquired mercredi 21 mars 2007 12:18:48

-20

0

20

40

60

80

100

R
es

po
ns

e

0 5 10 15 20 25 30 35
Retention time

5.
71

18
.9

3 20
.5

9

 D
IM

E
TA

N
U

LO
N

E

23
.0

7

28
.3

5

29
.5

4

+SuI -Su +SuI-Su +SuI -Su



QuelquefoisQuelquefois……..

Colonne : Prochrom diamètre 450 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 µm 25 Kg

Packing: 40 bars

Eluant: Toluène – Dichlorométhane 80-20

Débit : 6.5 l/min

Injection : 297 g de brut dans 1350 ml d’éluant

Détection : UV 280 nm

Durée d’une opération : 30 min

Filtrat

Fraction 2

fraction 4

fraction 5

Fraction 6

Fraction 7

fraction 3



Isolement dIsolement d’’impuretimpuretéés ds d’’un un 
produit en dproduit en dééveloppementveloppement

Colonne : Prochrom diamètre 110 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 µm 1800 g

Packing: 40 bars

Eluant: Toluène – Éthanol 98-2 puis 95-5  90-10  80-20  50-50 puis méthanol

Débit : 500 ml/min

Injection : 40 g de brut dans 140 ml de dichlorométhane

Détection : UV 280 nm



Suivi de la purificationSuivi de la purification
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Bilan de la purificationBilan de la purification
Fractions   

LIMS
Fractions Volume Tare Brut Net Rendement

FRC1 A1 1.000l 62.9025g 66.2341g 3.332g 8.3%

FRC2 A2 1.000l 63.4048g 63.4770g 0.072g 0.2%

FRC3 A4+A5 1.300l 62.8351g 62.9518g 0.117g 0.3%

FRC4 A7+A8 1.300l 63.4057g 63.4778g 0.072g 0.2%

FRC5 A9+A10+A11 3.000l 62.9046g 63.4318g 0.527g 1.3%

FRC6 A12 1.000l 63.0326g 66.5609g 3.528g 8.8%

FRC7 A13 1.000l 62.9823g 63.9385g 0.956g 2.4%

FRC8 A14 1.000l 63.4488g 63.8290g 0.380g 1.0%

FRC9 A15 0.800l 63.1358g 63.7790g 0.643g 1.6%

FRC10 A16 1.000l 62.8894g 63.2405g 0.351g 0.9%

FRC11 A17 1.000l 62.8691g 63.3930g 0.524g 1.3%

FRC12 A18 0.900l 62.8800g 63.4126g 0.533g 1.3%

FRC13 A19 0.800l 63.6174g 64.4347g 0.817g 2.0%

FRC14 A20 0.900l 62.8793g 66.1295g 3.250g 8.1%

FRC15 A21+A22 1.500l 63.3543g 66.1857g 2.831g 7.1%

FRC16 A24->A27 4.000l 93.6515g 100.4234g 6.772g 16.9%

FRC17 A28->A31 2.800l 63.0832g 64.7045g 1.621g 4.1%

FRC18 A32->A40 9.000l 66.9110g 71.4204g 4.509g 11.3%

FRC19 A41 1.000l 66.8329g 67.1101g 0.277g 0.7%

FRC20 A42+A43+A44 4.000l 66.9105g 68.4639g 1.553g 3.9%

FRC21 A45+A46 2.000l 66.8413g 68.5560g 1.715g 4.3%

FRC22 A47+A48 4.000l 66.9645g 67.6245g 0.660g 1.6%

Référence injectée :
Masse injectée     : 40.000g
Masse récupérée  : 35.042g

Rendement global  : 87.6%
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La CCM est une méthode complémentaire à la HPLC. Une 
impureté ayant un TRR proche du produit principal en HPLC 
peut être bien séparé en CCM 

ConclusionConclusion

Elle est basée sur la Chromatographie sur Couche Mince qui 
est une méthode qui permet de visualiser tout ce qui est déposé
et notamment les produits à Rf=0.

La Flash chromatographie est une technique simple, très 
rapide qui permet l’isolement d’impuretés pour identification 
structurale et la purification de produits de synthèse.  

La CCM et la flash chromatographie sont désormais  des 
techniques performantes grâce à des instruments automatisés 
disponibles commercialement (déposeur, cuve d’élution et 
densitomètre permettant la quantification et appareils de flash 
chromatographie) 




