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Transposition de la CCM a la chromatographie
préparative.
Applications a I’isolement d’impuretés et la
purification de produits a usage pharmaceutique.
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e 1°" Laboratoire pharmaceutique francais
Independant, présent dans plus de 140 pays

« Médicaments de prescription
 Plus de 4 boites sur 5 vendues a |'étranger
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2600 personnes

 Un quart du chiffre d'affaires est consacré a la Recherche
et au Développement et ce, depuis plus de 40 ans.

 Principaux axes de Recherches : Métabolisme, Maladies
Cardio-vasculaires, Systeme Nerveux Central,
Cancérologie, Rhumatologie, Gynécologie.

o Cette stratégie de recherche a long terme permet a notre
Maison de posséder I'un des plus gros portefeuilles de
meédicaments en déeveloppement (32).
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Principes actifs fabriqués

orl.

Spécialité Dénomination Domaine thérapeutique
ARCALION Sulbutiamine Inhibition physique ou psychique
ARTEX Tertatolol Hypertension
COVERSYL Périndopril Hypertension
DAFLON Fraction flavonoique Insuffisance veineuse
DIAMICRON Gliclazide Diabéte
DUXIL Raubasine + Almitrine Sénescence cerébrale
FLUDEX Indapamide Hypertension
GLUCIDORAL Carbutamide Diabéte
HYPERIUM Rilménidine Hypertension
LOCABIOTAL Fusafungine Affections respiratoires
MEDIATOR Benfluorex Diabéte 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




Developpement d'un medicament
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Idee d unnouveau 1 FABRICATION D’UN PREMIER LOT
médicament
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PHASE IV Co0t moyen
Pharmacovigilance > 1 milliard de francs
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Cenire.de.Recherche.lndustrielle

v
LSO Cl DA LI , CID .
Laboratoire de Synthése Chimie Développement Laboratoire Centre d’Information et de
Organique Industrielle Analytique Industriel Documentation

Suivi analytique Mise au point des méthodes Identification des Définition et garantie Synthése et isolement

des produits
en développement

analytique pour produits
en développement

structures des constituants
des échantillons

des regles d’organisation
et de qualité du DA

d’impuretés.

Purification de produits
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» Isoler et identifier les impuretés du principe actif ou dans un stade intermédiaire de
sa synthese:

-pour la connaissance du procedé¢ (un profil d’impuretés est une empreinte du

schéma de synthese utilisé). Toute impureté présente a une teneur superieure a 0.1%
doit étre connue.

-pour la validation de méthodes analytiques
-pour le controle et I’¢tude d’effets purificateurs
-pour d’éventuelles ¢tudes 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 Marchg¢)
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» Produire des lots spécifiques:
-Lot de référence analytique

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

» Produire et purifier les premiers lots destinés a des études pharmacologiques
(Séparation d’énantiomeres a partir d’'un mélange racémique).

» Purifier des intermédiaires de syntheése lors de problémes de qualité.
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1. La Flash chromatographie

Principe:

* Mise au point de la séparation des composes d’un melange 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.



* = Recherche d'un systeme en CCM ~,

= SERVIER pour transposition sur colonne
e choix des conditions op€ratoires de purification passe avant tout par une
bonne CCM:
Détermination des conditions operatoires (choix de 1’¢luant et de la phase
stationnaire:silice le plus couramment), Rf adéquat, Solvants (solubilité).

Révélation
UV et 12 FRONT DE
1 SOLVANT
a»
10cm
>
>
5 -1 > DEPOT




= Recherche d'un systeme en CCM
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| | I 1l 1l 1"l Vv Vi VI Vi Vil VI
MTBE Et,0 EtOH MeOH THF DMF CH,CL, EtOAc ACN MEK Toluéne CHCI3
®
étape 1:
solvants purs :
[ J
i 17
EtOH 70 ﬁ% 28
Hexane 30 2

étape 3:

essayer les
mélanges ( + acides
et bases)

==l 1[I w JUEUL

j 60 : 40 40 : 60

i ®
etape 4: e
ajustement final

EtOH 28
Hexane 12
CH,CI, 60




* Colonne Flash
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Pro.c}}ut d Eluant » Controle CCM
PUEIHCT — déterminé
| en CCM
Deépot Fractions réunies
Collecteur de mises a sec
fractions
. § Controle HPLC
Silice
normale




En pratique...
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*Mise au point des conditions CCM:

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

*Transposition sur colonne:
Mise en suspension de la silice dans I’¢luant déterminé pour

la séparation . M
Tassement sous pression ( 0.5 a 1 bar).

Ajout de sable afin d’éviter le phénomene de dilution lors
de I’injection et les perturbations du lit de phase. e~
Injection en solution dans le solvant le moins €¢luant ( ou
quelquefois solide).

Elution sous faible pression (0.5 a 1 bar).

Collecte en sortie de colonne, suivi de la purification par
CCM ou HPTLC, regroupement des fractions et isolement j_l_/

des produits par mise a sec.

Eluant sous
_ pression

Bl
Echantillon #
déposé
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Quelques conseils :
Utiliser des systémes de solvants « classiques » (Cyclohexane,
Dichlorométhane, Toluene, Acétate d’ethyle, Acétonitrile, MTBE,
Ethanol, Méthanol) en évitant quand on le peut 1'addition d'adjuvants

acides ou basiques, les systémes les plus simples sont souvent les
meilleurs!

L'autre petite astuce consiste a ne pas travailler sur les produits salifiés
(Chlorhydrate...), 1l est nécessaire dans ce cas de revenir a 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
I’ordre de 1/20 a 1/100 et sont dépendants de la séparation et des
produits injectés.
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*Transposition sur colonne:
Mise en suspension de la silice dans le dichlorométhane
Utilisation des colonnes a compression axiale dynamique
Tassement sous pression ( 40 bars).

Injection en solution dans le solvant le moins €luant
Elution aux débits théoriques (100 ml/min sur colonne de
50 mm, 600 ml/min sur 110 mm et 500 I/h sur 450 mm).
Detection UV (Longueur d’onde déterminée par
densitometrie) et collecte en sortie de colonne, suivi de la
purification par CCM ou HPTLC, regroupement des
fractions et 1solement des produits par mise a sec.




2 colonnes DAC de 50 mm

2 colonnes DAC de 110 mm
1 colonne DAC de 450 mm

v

v
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1 systéme de cartouches

v
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«Efficacité

Débit adapte (Pression plus importante), détection en ligne, efficacité de
la colonne augmentée, séparation amélioreée...

«Securite
Plus de colonnes verre, plus de préparation de mélange de solvants...
*Productivité

Vitesse linéaire plus élevée (X 20 de 25 I/h a 500 I/h), temps de
préeparation diminué (Packing plus rapide, utilisation de cartouches
prepackees), temps de purification <1h
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4+ 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.



Enrichissement par réempatage  fmy

1) Reéempatage dans I’¢thanol effectue sur 372 g de produit.

2) Masse de precipité =323 g
— Masse du RMS de filtrat =19 ¢

Réempatage (6,1) Il
Acquired mardi 29 avril 2008 16:16:38
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Résultats du réeempatage: RMS du filtrat: % en aire des impuretés multipliés par 10



Etude CCM pour transposition ol

Mise au point des conditions en CCM

+ Phase stationnaire : Plague CCM 5 x 20 cm ( i.e. Merck 60F254)
«+ Dépots 100 pg; Elution sur 10 cm ; Détection U.V. 254 nm

4+ Systeme éluant: Toluene/MeOH/EtOH NH, 70/25/5 (VIVIV)

+ Scan UV (190 — 400 nm) — LongueAJbr o(l;%de retenue: 300 NmM (UV cutoff Toluéne = 280 nm)
S. . . ‘ .
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— Colonne Novasep 110 mm packée a 40 bars avec 1,5 Kg de silice
normale 15-40 um

— Eluant : step gradient toluéne/ (MeOH/EtOH NH3(25-5) ) 70/30
(V/V)

— D¢bit : 600 mL/min
— Préparation de I’¢chantillon : 13,35 g de RMS en solution dans 165

mL de MeOH puis filtration sur fritté n°4 puis ajout de 385 mL de
toluene au filtrat

—Détection : U.V. 300 nm



Suivi de la purification &

Deétecteur H-1V-3010
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+ Controle HPLC dans la méthode DALC1856:

— [\l
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] | J | l Fr.89,1,1
100- w l Fr.3,1,1
: | “L ‘ Nl L ) A “ .. ________RMsdufiltrat apres réempatage, 1, 1
so| T
o s 1 15 2 2 3.  3m
Retention time
Fractions Masse de produit Impureté
3 571 mg 2 (Trr 1,69)
8-9 540 mg 1 (Trr1,31)
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4+ Bilan CCM (toluene/MeOH/EtOH NH; 70/25/5 v/v/v):

4+ Impurete 1 isolée dans les Fr. 8 et 9
(purete¢ HPLC = 93 %) Masse = 540 mg

RMS du filtrat (brut)

Fr. 8-9

+ Impuret¢ 2 1solée dans la Fr. 3 (purete
HPLC = 67 %) Masse = 571 mg

Fr. 3

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

Impureté 2

PA

= Impureté 1 nommée DAI 1720

Impureté 1

Impurete 2 nommeée DAI 1718



Purification d'un principe actif en
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Objectif: Eliminer une impureté de Trr 1,03 détectée dans la méthode HPLC de
controle a une teneur de 2.5%, retrouvée dans un lot de PA destiné a des études
toxicologiques (Pureté de 95% insuffisante).

A80ORO011 (9,1)
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Etude CCM




Transposition préparative @

Colonne : Prochrom diamétre 50 mm
[—'—-W Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 um 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
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Colonne : Prochrom diamétre 450 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 um 40 Kg
Packing: 40 bars

Eluant: Toluene — méthanol 80-20

Débit : 6.5 1I/min

Injection : 374 g de brut dans 2500 ml d’¢luant

Détection : UV 320 nm Quantité obtenue: 340 g
Pureté chimique : 99.3 %
E8-E22 (10,1) 99.3% ‘ Cavo
Acquired lundi 9 juin 2008 15:36:30 Toluéne Rendement: 91%
3 C
560 c
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Retention time




= SERVIER synthese en developpement ordl..

Phase stationnaire : Plaque CCM 5 x 20 (i.e. Merck 60F254)

. = Purification d'un intermeédiaire de

Elution : Methylcyclohexane 100% ; élution sur 10 cm

Dépots : 50 pget 100 pg

Détection : UV 254 nm

Spectre UV
LeCtuI'e scanner é Spectra comparison
Track 1 s
254nm 1000 1000
[AU] A rraul
200 A F 200
oo+ - F00
Goo -+ ~ G600
S0.0 o - 800
400 4 - 400
200+ - 200
200 4 r 200
100 4 - oo
[uR] T T T T T T T T T 0.0
200.0 250.0 200.0 250.0 400.0 450.0 S00.0 S50.0 G00.0 [nm] Joo.o
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Colonne : Prochrom diamétre 50 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 um 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

Criren P 2 SR ESR

foa\

i
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2eme injection

3eme injection

4eme 1njection

Transposition préparative

Seme injection

6eme injection
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Transposition industrielle &

UV Signal (H1-AE-3010)

4 5 8 Flowrate (H1-FT-3040)

100.0% 10,000
90.0% 9167
80.0% g 8333
70.0% 7.500
60.0% 6,567
50.0% 5833
40.0% 5000
30.0% 4167
20.0% 3333
10.0% 2500

0.0% 1667
10.0% 0333
200% - 0.000

0 10 20 a0 40

Colonne : Novasep diamétre 450 mm

Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 um 40 Kg
Packing: 40 bars

Eluant: Methylcyclohexane

Débit : 8 I/min

Injection : 1 Kg de brut dans 5 1 de Methylcyclohexane
Détection : UV 254 nm
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Purification de 5.1 Kg de cet intermédiaire en 6 injections de 35 min
sur la méme phase stationnaire.

obtention de 3.3 Kg de produit purifi¢ soit un rendement de 64 %
avec une qualit¢ chimique de 96% (Rendement obtenu au laboratoire:

67.5%)




Purification d'un intermédiaire de

synthése en développement  Of}

Phase stationnaire : Plaque CCM 5 x 20 (i.e. Merck 60F254)
Elution : Elution sur 10 cm
Dépots : 100 pug

Détection : UV 254 nm Spectre UV
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TR h IS HHH HH Colonne : Prochrom diamétre 110 mm
IR % :I"-‘I ﬁ‘_(;-h g\l A 1
= g %’;‘:";5 faisaiaies Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 pm 1500 g
Ry bl
ciEcRRsa SR Packing: 40 bars
§ HE e Eluant: Toluéne — Dichlorométhane 90-10
e (- g~ . )
i ~ ‘:E = S | | Débit : 500 ml/min
K ; i Injection : 75 g de brut dans 750 ml de toluéne
| £ Détection : UV 285 nm
Ee
FHEFHRR Durée d’une opération : 40 min
B
=R |
SE :
N
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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
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Colonne : Prochrom diamétre 450 mm
Phase Stationnaire: Silice normale MERCK 15-40 pum 25 Kg
Packing: 40 bars

Eluant: Toluéne — Dichlorométhane 80-20

Débit : 6.5 1/min

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

Détection : UV 280 nm

UV Signal (H1-AE-3010) B Temperature H1-TT-3040

1000% |—‘

Durée d’une opération : 30 min

90.0% 24147

80.0% 23252

700% --+1722.358

60.0% ...[121.464

50.0% 20568

A0 Ot s s Qo mssar s ...|{19675

300% 18781

200% 1117 886

100% 1716992

T S A S e ST A 16.098
O T B S S B B B 0 S S S Py 15203
0 10 20 30

Temps enmin
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Isolement d’'impuretés d'un
produit en developpement

: ‘t]‘f{f’_— 3

Colonne : Prochrom diameétre 110 mm

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

Packing: 40 bars

Eluant: Toluéne — Ethanol 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




Toluene90 A A o ' i 5 Toluéne90
EtOH10 ' | EtOH10

HPTLC révélation A HPTLC :
iode+UV254nm révélation e

L .l.' /
I 2 ¥
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: 2 3 4 5 6 7 8 2 - 131344388

HPTLC révélation
iode+UV254nm
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Bilan de la purification

FTICA:;“S Fractions Volume Tare Brut Net Rendement
FRC1 Al 1.000I 62.9025g | 66.2341g 3.332g 8.3%
FRC2 A2 1.000I 63.4048g | 63.4770g 0.072g 0.2%
FRC3 A4+A5 1.300! 62.8351g | 62.9518¢g 0.117g 0.3%
FRC4 A7+A8 1.300! 63.4057g | 63.4778g 0.072g 0.2%
FRC5 A9+A10+A11 3.000I 62.9046g | 63.4318¢ 05279 1.3%
FRC6 Al2 1.000I 63.0326g | 66.5609g 3.528¢ 8.8%
FRC7 A13 10001 | 62.9823g | 63.93859 | 09569 2.4%
FRC8 Al4 1.000! 63.4488g | 63.8290g 0.380g 1.0%
FRC9 Al5 0.800I 63.1358g | 63.7790g 0.643g 1.6%
FRC10 Al6 1.000I 62.8894g | 63.2405¢ 0.351g 0.9%
FRC11 Al7 1.000I 62.8691g | 63.3930g 0.524q 1.3%
FRC12 Al8 0.900I 62.8800g | 63.41269 05339 1.3%
FRC13 Al9 0.800I 63.6174g | 64.43479 0.817¢ 2.0%
FRC14 A20 0.900I 62.8793g | 66.1295¢ 3.2509 8.1%
FRC15 A21+A22 1500l 63.3543g | 66.1857¢ 2.831g 71%
FRC16 A24->A27 40001 93.6515g | 100.4234g | 6.772¢g 16.9%
FRC17 A28->A31 2.800I 63.0832g | 64.7045¢ 1.621g 4.1%
FRC18 A32->A40 9.000I 66.9110g | 71.4204g 45099 11.3%
FRC19 A41 1.000! 66.8329g | 67.1101g 0.277g 0.7%
FRC20 |A42+A43+A44| 4.000I 66.9105g | 68.4639¢ 15539 3.9%
FRC21 A45+A46 2.000I 66.8413g | 68.55609 1.715g 4.3%
FRC22 A47+A48 4.000I 66.9645g | 67.6245g 0.660g 1.6%

HPTLC révélation
iode+UV254nm

Toluéne75
EtOH25

HPTLC révélation
iode+UV254nm

' F FRF F|FRF F F FRIF | FRF F F|FRF FRF F|F FRF
R C2R RICBR R R COR CIIR R/ R CIIR C1/R R R C2R
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»La Flash chromatographie est une technique simple, trés
rapide qui permet I’1solement d’impuretés pour 1dentification
structurale et la purification de produits de synthese.

»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 a Rf=0.

»La CCM est une méthode complémentaire a la HPLC. Une
impureté ayant un TRR proche du produit principal en HPLC
peut &tre bien sépare en CCM

»La CCM et la flash chromatographie sont désormais des
techniques performantes grace a des instruments automatisés
disponibles commercialement (déposeur, cuve d’¢élution et
densitometre permettant la quantification et appareils de flash

chromato iraihie l
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