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Introduction ‘:tﬁ'

= La plupart du temps, dans lindustrie pharmaceutique, c'est la
technique HPLC qui est majoritairement utilisée, principalement
pour sa precision, sa fiabilité et sa reproductibilite. L'HPTLC est
plutot utilisée pour l'analyse des plantes médicinales, cependant,
dans quelques cas, 'HPLC a plus d'inconvénients que 'HPTLC
(grande consommation de solvants, temps d'equilibrage long,
effets de matrice, nécessité d'absorption dans l'UV, fiabilité de
'appareillage en terme de pannes).

= A l'aide de quelques exemples nous allons voir les avantages de
l'utilisation de 'HPTLC dans liindustrie pharmaceutique.
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‘ction d'epoxydation =~ wmss

= Objectif analytique :
- Déterminer la fin d'une reaction d'epoxydation directement dans le mélange
réactionnel (en suspension CH;Cl;) alors que les composants n‘absorbent pas

dans UV et que la matrice est complexe (présence de substances minerales
et organiques)

= Action attendue :
- Poursuivre la réaction si les spéecifications ne sont pas obtenues

= Conditions analytiques retenues :
- Plaques : HPTLC silica gel 60 F254 (Merck) 20x10 cm
- Dépots : en spray par bandes de 6 mm
- Solvant de dissolution : CHCl3/MeOH : 9/1
- Phase mobile : CHCl2/MeOH : 97/3
- Développement : cuve ADC, sur 50 mm avec pré-conditionnement de 5 mn
- Révélation par pulvérisation : reactif phosphomolybdique, chauffage ~5 mn
a130°C
= (259 H3[PM01,040].xH20, 500mL CH3COOH, 25 mL H2504)
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vareillage

= Temps d'analyse total : 35 mn = Appareillage
- Preparation des solutions : 7 mn - Camag ATS 3
- Dépot: 8 mn - Camag ADC
- Pre-conditionnement : 5 mn - Desaga ChromaJet DS20
- Migration : 10 mn - Camag TLC Plate Heater Il

- Révélation : ~5 mn

ﬁ
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= Plaque HPTLC apres revélation, sous lumiere blanche :

Produit de départ

Isomere béta
Isomere alpha

Y Y

Mélange réactionnel Standards

= Résultats :
- Produit de depart : < 0,5 %
- Isomere béta: entre 5 et 10 % (indicatif)
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-in d'extraction wmmn €2

= Objectif analytique :
Verifier l'efficacité de la purification par extraction liquide-liquide du milieu
réeactionnel

= Action attendue :
- Ajouter une éetape d'extraction si les specifications ne sont pas obtenues

= Conditions analytiques retenues :
- Plaques : HPTLC silica gel 60 F254 (Merck) 10x10 cm
- Dépots : en spray par bandes de 6 mm
- Solvant de dissolution : MeOH + NH4OH
- Phase mobile : CH,Cl,/MeOH/NH40H : 47/6/1
- Développement : cuve TTC, sur 70 mm
- Révélation par pulvérisation : reactif Nihydrine, chauffage ~2 mn a 130°C
= (1g Nihydrin, 50mL EtOH, 10 mL CH;COOH)
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= Temps d'analyse total : 35 mn = Appareillage

- Preparation des solutions : 5 mn - Camag ATS 4

- Dépot : 5 mn - Camag TTc et SmartALERT
- Migration : 20 mn - Pulverisateur manuel

- Révelation : ~5 mn - Camag TLC Plate Heater Il
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mple 2 : Résultats

= Plaque HPTLC apres revéelation, sous lumiere blanche :

1000 pg 1 g 1000 + 1 pg

' s ——— Composant principal
) Impureté a éliminer

Echantillon Standard Ech + Std

= Résultats :
- Impurete : < 0,1 %
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ion de réduction i xm

= Objectif analytique :
- Mettre en place une méthode d'analyse simple, rapide et efficace pour étre

appliquee par des opérateurs de fabrication en cours de procede. Pour cela,
comparer 2 methodes analytiques disponibles (HPLC et HPTLC)

- Vérifier que la réaction de réduction est bien terminée apres 3H de palier

= Actions attendues :
- Choisir la meilleure methode pour application en routine
- Poursuivre la réaction si les spécifications ne sont pas obtenues
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-Méthode HPLC

= Conditions analytiques :

- Colonne : Inertsil C4, 5 ym, 4,6x150 mm

- Phase mobile A : KH2PO4 (0,02 M)/ACN : 55/45
Phase mobile B : KH2PO4 (0,02 M)/ACN : 45/55

- Gradient d'elution : temps 0 PMA 100 % PMB 0%
temps 10 PMA 100 % PMB 0%
temps 16 PMA 0% PMB 100 %
temps 40 PMA 0% PMB 100 %
- Débit : 1 mL/mn T A a2 T 022500500
- Détection : UV 260 nm "l
- Température :22°C 60'; Produit de départ Composant principal

/ /

40

= Temps d'analyse total : 35 mn

30 -

20 -

10

) 27.674

0
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-Méthode HPTLC e

= Conditions analytiques :
- Plaques : HPTLC silica gel 60 F254 (Merck) 20x10 cm
- Dépots : en spray par bandes de 6 mm
- Phase mobile : CHCl2/MeOH : 97/3
- Développement : cuve ADC, sur 40 mm
- Examen : UV 254 nm

= Temps d'analyse total : 35 mn
- Preparation des solutions : 5 mn
- Dépot : 5 mn
- Migration : 10 mn

Produit de
départ

- RéSUltatS . Composant

i principal
- Impurete : <1 %
N— 7
—
Standards Echantillon
[ — E—
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B s o

= Pour une analyse en routine effectuee par des operateurs de
fabrication postés en 3 x 8, la methode HPTLC a éte choisie pour
sa simplicité de mise en oeuvre :
- Pas de preparation d'appareillage
- Pas de tests ni d'injection de standard préliminaires
- Faible consommation de solvant
- Faible risque de panne
- Precision satisfaisante
- Temps d'analyse equivalent

~ - —
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BRBBIE 4 Fin de réaction dhydrolyse

= Objectif analytique :
- Veérifier que la réaction d’hydrolyse est complete (moins de 1% du produit de
départ restant)

- La méthode analytique doit étre aussi simple que possible afin de minimiser
l'investissement en mateériel, le temps d'analyse et la mise en place en
atelier de production

- Vérifier que la réaction de réduction est bien terminée apres 3H de palier

= Actions attendues :
- Poursuivre la réaction si les spéecifications ne sont pas obtenues

= Conditions analytiques :
- Plaques : HPTLC silica gel 60 F254 (Merck) 5x5 cm
- Dépots : par contact d'un capillaire
- Phase mobile : CH,Cl2/Ether Isopropylique/AcOEt : 42/2/6
- Développement : cuve TTC 10x5, sur 35 mm

- Révelation par immersion : réactif phosphomolybdique dilue a 50% dans le
MeOH, chauffage ~5 mn a 130°C

~— —
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3
] 1
= Temps d'analyse total : 20 mn = Appareillage

- Preparation des solutions : 7 mn - Camag Nanomat

- Dépot : 1 mn - Camag Capillary dispenser

- Migration : 7 mn - Camag TTC et SmartALERT

- Révelation : ~5 mn
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-ésultats et conclusion

= Plaque HPTLC apres revéelation, sous lumiere blanche :

En pg 10 0.1 10 0.1
Produit

Avant hydrolyse

= Reésultats :
- Impureté : <1 %

Aprés hydrolyse

Echantillons Standards

« La méthode HPTLC a eté acceptée pour sa rapidité, elle permet
de détecter rapidement une grosse anomalie reactionnelle, avec
un matériel simple, peu couteux, présentant l'avantage de ne
jamais tomber en panne.
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d’un procéde de x xuf
entation

= Objectif analytique :
- Connaitre le profil des composés d'un milieu réactionnel apres fermentation
afin d'améliorer le rendement et la qualité du procéde d'isolement

- La méthode d'évaluation de ce profil en routine est 'HPLC alors que le
controle qualité du produit final est 'HPTLC : il s'agit de montrer quelle
méthode doit étre retenue

- A cause de la faible absorbance UV de la plupart des composes de la
fermentation, 'HPTLC, apres révélation, a été retenue comme méthode
alternative a I'HPLC.

= Contraintes :

- Milieux complexes issus de la fermentation : nombreux composes polaires et
non polaires, minéraux et organiques

- Héterogeneiteé des prélevements
- Faible absorbance UV des composés d'intérét

-~ —
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i d'une fermentation

= Les modes opéeratoires disponibles :
- Controle qualite, par HPTLC, du produit isolée

= Plaque HPTLC F254, sur 85 mm,
Eluant : CHCl3/Acéetone/CH3;COOH
80/20/2
Revélation phosphomolybdique

- Controle, par HPLC, en cours de fermentation

= Colonne C18, vos } ®
Echantillon analysé apres extraction 8 g g
Phase mobile Eau/ACN, ' Y
Gradient d’elution 1 mL/mn,
Détection UV 241 nm,
Durée analyse : 55 mn

~— —
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Exemple 5 : Suivi d'une fermentation  wm»

= Plusieurs essais ont montre qu'il n'était pas possible de separer les
differents composes sur une seule plaque. Sans acces a 'AMD, il a fallu
réaliser 2 chromatographies pour obtenir la séparation.

= |’étude a ete menee directement sur les milieux réactionnels

- Mise au point de 2 CCM permettant de repérer toutes les composes
* CCM 1: pour les composés plus mobiles

* CCM 2 : pour les composés moins mobiles
- Mise en solution dans le CH,CL, puis filtration des substances minérales
- Plaques : Gel de silice HPTLC F254

- Solvants de developpement : CCM 1 CCM 2
* Chloroforme 95 V 80 V
- Acétone 5V 20V
» Acide acétique glacial 1V 2V
- Developpement : cuve ADC  cuve saturee
* A partir du bas de la plaque sur : 60 mm 85 mm
- Révélation :

» UV 254 puis au Réactif Phosphomolybdique — chauffage a 120°C

~ —
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O Cromsoganmes s -

Etude comparative de 8
lots de Milieux
réactionnels

Révélation UV 254

Révélation phospho
Réactif A
Réactif B
Composé A
Composé B
Produit attendu
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it

CCM 1 : Composes plus mobiles CCM 2 : Composées moins mobiles
Légende

Coélution

Inversion

Non visibles
sous UV

= Mise en évidence
- De nombreux composés coéeluées dans la CCM 2
- Inversion de l’ordre d’élution de certains composés
- Composeés non visibles sous UV
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des spectres d’absorbance UV wmn

Dépots de 0,5 - 1 et 2 pg des 5 principaux composés connus ou identifiés

All Sracke @ 206 nem

Chromatogrammes apres
lecture scanner a 206 nm :
les coefficients de réponse
sont différents

Réactif A

1 L 00
{

00
(A1) 1.60

Spectres UV des composes :

- 3 sur 5 absorbent a 190 nm
® - 2 sur 5 absorbent a 250 nm

Pas de longueur d'onde commune aux 2 séries

-~ T

—
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spectres apres réveélation

All rada @ 730 nemn

Révélation phosphomolybdique .., .. . . . . . . . . .
[AU) = - [AU])
Réactif A
Chromatogrammes w00 - Comp A e
apreés lecture scanner a ! ey
720 nm
= Comp B Ligne de
3000 / front
: “‘M\\ g 00
st __'_-,--""-'-ﬂ N e 0.00 020 o0 o'e«a - i 120 140 [R] 180
) ) Spectres dans le visible :
N - les absorbances sont lissées
-~ —
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mlyse des spectres : résultat i wmc

. Absorbance a A | Absorbance a | Coef de
Depots | A max : ,
maximum 241 nm reponse

Réactif A 3pg | 190 nm 579 AU 13.4 0.15
Réactif B 3 yg 190 nm 277 AU 3.4 0.04
Compose A 3pug | 250 nm 666 AU 84.4 1
Compose B 3 ug 190 nm 140 AU 7.9 0.1
Attendu 3 ug 250 nm 597 AU 88.2 1

= Conclusion
- ’absorbance speécifique de chaque composeé est differente, il faut lirea 2 A

- A241 nm il n'est pas possible de quantifier correctement les reactifs Aet B et le
compose B

- La variation importante des coefficients de réeponse (de 1 a 25) montre que
'HPLC n'est pas suffisamment performante pour évaluer tous les composés

- La réveélation phosphomolybdique nivelle les absorbances

-~ammT —
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’mple 5 : Conclusion wamp  [E0

= Dans cet exemple, 'HPTLC apporte un complement d’information
au dosage HPLC par

- L’amélioration de la détection des composeés absorbant mal en UV
- La détection des composés apolaires trop retenus en HPLC en phase inverse

- Evite la préparation de |’échantillon par extraction : pas de pollution de la
plaque

= En conséquence, la méthode HPTLC a eté retenue et le laboratoire
s'est équipé en instrumentation CCM

~aT —
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n antibiotique dans les eaux Eﬂ
traitement biologique

= Objectif analytique :
- Dosage d’un nouvel antibiotique, fabriqué sur le site dans les effluents

rejetés en sortie de traitement biologique et dans les eaux propres rejetees
(Eaux non en contact direct avec la fabrication)

= Contraintes :
- Eaux chargées en sels et résidus bacteriens : effet de matrice
- Quantites recherchées de ’ordre du pg/L (ppm)

- Controles a effectuer trimestriellement sur une semaine complete de rejets
soit 12 echantillons par séries

= Meéthodes analytiques envisagées :

- Enrichissement par extraction d’une eau enrichie a 50 mg/l d’antibiotique
par différents solvants ou sur cartouche filtrante : extraction insuffisante

- Chromatographie : compte tenu du nombre et de la nature de ’echantillon,
nous avons opté pour la CCM

-~ —
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’mple 6 : Méthode retenue

= Conditions analytiques HPTLC :
- Plaques : HPTLC silica gel 60 F254 (Merck) 20x10 cm
- Dépots : en spray par bandes de 5 mm
» Standard : 1300 - 2500 et 5000 nl d'une solution a 4 g/L d'antibiotique

» Echantillon : 20 L de I'effluent tel quel
(La gamme d'étalonnage correspond a des concentrations de 2,6 - 5 et 10 mg/L)

- Phase mobile : CH2Cl,/MeOH/ NH40H : 90/10/1

- Développement : cuve ADC, sur 50 mm Rl
- Lecture : UV 270 nm
= Observation d'un effet de matrice :  ajouts1a3 / Echantillon X

- Comparaison de depots realises a partir
de solutions d’antibiotique

- Dilués dans l'eau pure = Standard 1 a 3 s §

- Dilués dans une matrice (un effluent n'en gtzndg r(;jtsm
contenant pas) = Ajouts 1 a 3 = /ppm
* Echantillon X = 20 (L tel quel
- On note un déplacement du Rf , -—_{-}»‘-’ T e—e

-~ -
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Veérification de la validité de la méthode : -

Etude de |’effet de matrice sur la quantification

= Reésultats de la calibration precéedente

DéPGts Quantité déposee Quaptité trouvée dans Qual'wtité trouvée dans
dans les Standards | Uajout : en surfaces ’ajout : en hauteur

1300 nL 56 ng 46 ng 45 ng

2500 nL 107 ng 116 ng 99 ng

5000 nL 214 ng 226 ng 192 ng

= Le taux de recouvrement est compris entre 80% et 120% : 'effet
de matrice est acceptable

—
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e la validité de la méthode :
on de ’identité du composé

= Vérification des spectres UV de la substance

- Compte tenu de la complexité de la matrice et afin de s’assurer que le
reperage de l’antibiotique est juste

trachs @ 270

i1 e ) & Standard e
Standard ]

| Echantillon

| , « 4 Echantillon

- Résultat : Les spectres UV du standard et de l’échantillon se superposent,
confirmant la présence d’antibiotique

~ -
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ltat de la calibration — ===n

Standard & 0,05 - .
andarda .55 Hs On note Standard a 0,2 pg
- Linéarité de la [
calibration dans le
--[m domaine etudie
- Capacite a déceler |
- aisement au dessus 2
de la limite interne = = = = = =
de 2,5 ppm B
B L]m]te. C.je . "1 Droite de calibration
quantification
N interne retenue :
Chromatogrammes Std + Essai | = W
~—— —
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Exemple 6 : Conclusion i wmc

= La technique HPTLC est parfaitement adaptée a ce type de controle

- Bonne sensibilite

» On peut déceler jusqu'a 1 mg/L d'antibiotique dans les effluents
- Rapidité

»Pas de préparation de I'échantillon

*L'analyse complete s'effectue en # 3 heures

- Faible impact de la matrice
* Pas de pollution du systéme chromatographique
* Taux de recouvrement conforme
» Identification du composé validée par le tracé du spectre UV

- Faible cout
*L'analyse des 12 échantillons s'effectue sur 1 seule plaque
* Avec 10 m| d'éluant

-~ I
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© conawsion

Dans les exemples presenteés

= La méethode HPTLC a éteé choisie pour :

- Sa simplicité de mise en oeuvre aussi bien en laboratoire d'analyse qu'en
atelier de production par des opérateurs de fabrication

- Son faible risque de pannes et son faible cout

- L'absence de preparation préliminaire d'appareillage : pas de
conditionnement d'appareillage, de rincage...

- La possibilité de revélations multiples

- L'absence de contamination de colonnes ou d'effets de matrice

~ Les methodes analytiques doivent étre adaptées a l'objectif
analytique :
- Quand la précision est exigee : une calibration complete est nécessaire

- Quand un temps d'analyse court est demandé : on réduit la dimension des
plaques et la distance de migration

= L'HPTLC est toujours possible avec ou sans instrumentation
sophistiquée

-~ —
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