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Cible: étudiants inscrits en Licence 3 de pharmacie

Pré-requis:

Chimie des solutions ;
Grandeurs de rétention et de séparation;
Théories de la chromatographie;



OBJECTIFS

1.Enoncer le principe de la chromatographie planaire.

2.Ecrire I'expression des grandeurs fondamentales en
chromatographie planaire.

3.Décrire le matériel de la chromatographie planaire.
4.Décrire les étapes d’'une chromatographie planaire.

5.Citer 4 applications de la chromatographie planaire,
exemple a I'appui.
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INTRODUCTION

 La chromatographie planaire est une technique
de séparation des substances (non volatiles) en
solution, sur une surface plane.

 Elle est mise en ceuvre a des fins d’analyse
qgualitative, semi-quantitative et parfois
guantitative.

 Elle regroupe la chromatographie sur couche
mince, la chromatographie sur papier [et
I’électrochromatographie] qui utilisent toutes une
couche plane, relativement mince, d’'un matériau
rigide ou déposé sur une surface solide variable.




INTRODUCTION

* De loin la plus employée, la CP se résume
actuellement a la chromatographie sur couche
mince (CCM) qui sera particulierement
développée dans cette lecon.

e Sur le plan historique, la CCM a été
découverte fortuitement en 1938 par Ismailov
et Schreiber. Elle fut développée a partir de
1956 avec les travaux de STAHL.



INTRODUCTION

* Depuis cette date, elle a connu un essor
considérable.

* Le grand intérét pour cette technique de
séparation est lié a sa simplicité, sa mise en
ceuvre aisée, son cout bon marche, ce qui
justifie ses nombreuses applications dans
divers domaines allant de la chimie a Ia

niologie.

|| s’agit d’'une technique inscrite a la
Pharmacopée Européenne.




1. Principe

e Séparation d’'un meélange de substances non
volatiles en exploitant leur différence de
distribution(affinité) entre 2 phases :

v'une phase mobile liquide (développant) qui
déplace les substances,

v'une phase fixe liquide ou solide (phase
stationnaire), immobilisée sur une surface
plane, qui exerce un effet retardateur
=) |dentification et/ou quantification



2. Notions théoriques

2.1 Etude de la séparation
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lllustration d’une chromatographie planaire



2. Notions théoriques

e Distribution du soluté (composant)

10



2. Notions théoriques

» Coefficient de distribution

K=C,/C,,
* C.=[SOLUTE] dans PS . e
* C,=[SOLUTE] dans PM Lamis
» Théorie des plateaux S Lw
» Théorie cinétique L — ] et

v

Grandeurs fondamentales



2. Notions théoriques

— Rapport frontalRs

Distance parcourue/Soluté

r—

Distance parcourue/Solvant

Facteurde rétention (capacité) K’

=1 _
K Y 1

—  Sélectivité a

AKr
o= Kr
ARf

Rf2(1—Rf1)
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2. Notions théorigues

— Efficacité
h=Av/? +Z+ C.v (KNOX)
h=hauteur équivalente a3 un plateau théorique (HEPT)
v=vitesse d’écoulementde la PM
A=diffusion transversale
B=diffusion longitudinale

C=transfertde masse

1
X (1—Rf)?

N=16Rs2 (——)?

a—1

N=nombre de plateaux théoriques

Rs=Résolution



2. Notions théoriques
— ReésolutionRs

X2-X1
Rs 2(W'2-I-H’1)

X=distance de migration

w=diametre des taches

Rs=.—.(1—Rf).VN



3. Processus de mise en ceuvre

3.1 Matériel et modalités chromatographiques

Couvercle

Cuve

Plaque/PS

Phase mobile
(PM)

Schéma d’une cuve de CCM
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3. Processus de mise en ceuvre

3.1 Matériel et modalités chromatographiques
-Cuves/phases mobiles

-Plagues/phases stationnaires

» Phases stationnaires

* Couche mince

v’ Epaisseur=f(usage)

v 1-2mm : chromatographie (C) préparative
v'0,1-0,3mm : C. analytique

* PS+liant+Solvants volatils étalés /plaque

* Al’abride I'humidité

e Réactivation a 110°C /30min



3. Processus de mise en ceuvre

3.1 Matériel et modalités chromatographiques
» Phases stationnaires polaires

* Silice : Adsorption et Partage

 Alumine : Adsorption et Partage

* Cellulose : Partage

* Terre de diatomées : Adsorption et Partage
(KIESELGUHR)

* Diethylaminoéthylcellulose : échange d’ions



3. Processus de mise en ceuvre

3.1 Matériel et modalités chromatographiques

» Phases stationnaires apolaires

 Silice greffée : partage

* Alkyle (C,, Cg Cyig...)

* Diphényle

 Silice grefféee+sélecteur chiral :
=) €Nantioséparation



3. Processus de mise en ceuvre
3.1 Matériel et modalités chromatographiques

» Caractéristiques technologiques des phases stationnaires et

types de CCM
_ CCM ordinaire CCM haute performance
Diametre des grains 10-30um 3-10pm
Epaisseur 250um 100-200um
homogénéité Grains larges Grains sphériques étroits
Distance de migration 12-15cm 5-7cm

maximale
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3. Processus de mise en ceuvre

3.2 Conduite d’une analyse

» Préparation analyse

* Echantillon

* Plaques/ Phase stationnaire
* Révélateurs

 Phase mobile/cuve



3. Processus de mise en ceuvre

3.2 Conduite d’une analyse

» Réalisation analyse
**Dépot

e ul
e Solvant peu éluotrope

e Par capillarité

v' Manuel ou mécanique

e par vaporisation (HPTLC)
=) Applications quantitatives




3. Processus de mise en ceuvre

3.2 Conduite d’'une analyse

** Migration/Développement
» Par capillarité

v' En cuve classique

v En cuve automatique

. Temps de saturation

. Temps de migration

. Distance de migration

» En flux force

. Couche mince pressurisée
. PM poussée (<50bars)



3. Processus de mise en ceuvre

3.2 Conduite d’une analyse

* Migration ascendante

* Migration descendante

* Migration circulaire

* Migration anti-circulaire
 Chromatographie bi-dimensionnelle



3. Processus de mise en ceuvre

3.2 Conduite d’une analyse
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3. Processus de mise en ceuvre

3.2 Conduite d’une analyse

*Détection/ Révélation

e Détection visuelle directe

* Détection apres pulvérisation de réactifs de
révélation

e Détection sous lumiere UV a 254nm ou 366nm

» Détection biologique

e Détection instrumentale

v Densitométrie

v’ Spectrométrie de masse

v’ Compteur de radioisotopes

L/




3. Processus de mise en ceuvre

3.2 Conduite d’une analyse

**Optimisation de I'lanalyse
* Optimisation de préparation analyse

* Optimisation de dépot
e Optimisation séparation
* Optimisation détection



3. Processus de mise en ceuvre

3.3 Exploitation analytique

» Analyse qualitative

* |dentification/Rf VS étalon

* Couleur et forme tache

* Couplage/SM

» Analyse semi-quantitative/quantitative
* Dosage

 Comparaison VS étalon

* Etalonnage



4. Applications

» Dans 'industrie pharmaceutique

* |dentification des matieres premieres et des
principes actifs;

 Recherche d'impuretés;

* Controle des préparations radiopharmaceutiques
* Immuno-chromatographie (TDR)



4. Applications

» Dans l'industrie agroalimentaire
* Etude d’interactions contenant-contenu
 Recherche d'impuretés

» En Pharmacognosie
* Analyses phytochimiques
 Recherche d’activités pharmacologiques

» En Toxicologie d’urgence

 Recherche d’antidépresseurs, neuroleptiques,
antipaludéens



4. Applications

EXEMPLES ISSUS DE LA PHARMACOPEE EUROPEENNE

DEXAMETHASONE SILICE MeOH/DCM UV- 254nm
(1:9)
PROPANOLOL SILICE NH3/MeOH (1:99) ALDEHYDE
ANISIQUE

KETOCONAZOLE SILICE GREFFEE C18 ACETATE
D’AMMONIUM/DIO
XANE/MeOH
(20:40:40)

1,
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CONCLUSION

* Tout en conservant sa simplicité, sa facilité de
mise en ceuvre et sa rapidité, cette méthode
est devenue aussi performante que les autres

techniques chromatographiques
instrumentales.

* Elle présente en outre sur ces dernieres
I'avantage d’étre économique et écologique.
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