Le dépot sur plaques de CCM/HPJTI

Pierre Bernarebavary,

www.clubdeccm.com, clubccm@hptlc.com,

I
www.hptlc.com, info@hptlc.com Lm



-dzy LISdz RQKAAUG2ANBE 0dzy RS
- dépot par capillarité / dépodt par vaporisation

- parametres importants

- artefacts

- le depot comme outil, applications
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- Sujet de notre premiere réunion €99

HPTLC, Journal GhromatographyVolume 9, chap. 1 et
5 par R.EKaise(Inst.Chromatographydonne des

éléments théorigues basés sur le concept de la qualité
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Il faut retenir que la qualité du dépot est primordiale
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Un depot ne doit pas dépasser 0,5mm de diametre (ou
dans le sens de la migration)
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Dépotpar capillarité

Le depot par capillarité doit se faire

par contact 4déger» avec la couche

LJI2dzNJ yS LI & f QSYR2YYIl ASNE S
obtenir un depot régulier.

La pression doit étre inferieure a
100g/mm2 (5g/ext0.3/int0.15mm).
On doit utiliser un capillaire rode,
positionné perpendiculaire a la
plaque.



Dépotpar capillarité

Attention au choix du solvant (+volatitéluant).

Mettre de preférence un echantillon concentre dans un solvant
dans lequel tous les constituants auraientRfinferieur a 0.1,
FTAY RQ200§SYANI dzy &a&SOKIF3IS NI |
Le depot ne doit pas dépasser 0.5mm de diametre (0.3mm), et
volume de dépot inférieur a 1ul en HPTLC et 5ul en CCM.
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Dépotpar vaporisation

Pas de contact avec la plaque
Séchage des depots

Hexane, Toluéne, Méthanol
SPOT SPRAY
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Compatible solvants polaires et non volatils
Compatible gros volumes



Il est possible de réaliser des depots en bandes manuellement
sans vaporisation, mais dans ce cas le résultat est de gualité
inférieure en particulier pour lesbdfo K2 NY A a S

Dépotsapres
migration

Dépotsavant
migration
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zone de concentration (porosité 5000 A) mais :
- la diffusion sera plus importante (sensibilité plus faible)
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Parametresmportants

- positionnement, taille et forme
- parametres de prelevement et de rincage

- parametres du dépot proprement dit



positionnement, tallle et forme

1 le plus important : le dépot doit se situer au

dessus du niveau de solvant, juste au dessus.

Par exemple :

VAOSLI dz Rdz a2f gl yi RQdzyS
10 mLde solvant = 5mm environ, donc depot a

8mm du bas de la plague

2 pour eviter les effets de bord sur la migration,
conserver une zone de 20 mm environ libres en

bord de plaque
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depots tres proches
latéralement, presque en contact
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Réglages préelevement et rincage

- conserver si possible le méthanol pour le solvant de
rincage
-régler les parametres en fonction des échantillons en
prenant le cas le plus déefavorable
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-regler éventuellement le mode de rincage
-regler si nécessaire la profondeur de prélevement

- bien différencier rincageifsing avec le solvant et
remplissagef{lingd | SO f QSOKI y i Af




parametres du depot proprement d t

- vitesse de depot (plus vite = diffusion ?
- chauffage (plus vite = instabilité ?)
- le ratio: tallle/volume/vitesse pour les

parametres de dépot doit rester constant.
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pour des résultats identiques
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Parametresmportants

Récapitulatif des parametres
accessibles sur le logiceInCATS
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tous les parametres (solvants de
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Quelquesartefacts

Il est toujours conseillé de bien veérifier le
séchage des depots avant de démarrer la
migration

e Les problémes rencontrés ont parfois leur
- origine dans la qualité du depoét et son
-t = séchage qui peut influer secondairement la
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Ledépot commeoutil de couplage

Le DUOCHROM, appareil de couplage H{ME a été
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matiere de couplage chromatographique liquide.
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Ledépotcommeoutil de purification
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et UV a 254 nm).

Le rendement est 4 a 5 x supéerieur a un déepot manuel.
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(0,01%) de produit lacté
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Kaselander Ziegenkase Kaselander  Ziegenkase
PaprikaJalapero Natur PaprikaJalapero Natur

G.Morlock, C.Lemq inVorbereitung
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séparation en une seule étape, grace aux possibilités du dépot |
vaporisation.
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Unoutil de préparationR QS OK |

Le domaine des sucres est
particulierement

representatif de ce type
RQFLILX AOF A2y O2
de la matrice. Sucreglansla mélassgA-81.2)

Plaqueéclairéea 366nm Hg) etphotographiéeau traversk W ditye >400nm.
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justifier pour augmenter la sensibilité.
Sucralosalansleseffluents(eau), avect W1 tVisén/
alternativeauxmeéethodesisotopiquesou HPLEToFou MSMS

Vis - Plate 1 Vis - Plate 2
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Mean value (ng/L) SampleA SampleB SampleC Sample D
HPLC-TOF or -MS/MS 5869 7302 186 200

(n = 6 laboratories)

HPTLC-Vis 5863 7034 247 218
(n=2)

G. Morlock, SGrashorn L.SchueleJ Chromatogr A218 (2011) 27482753
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Oellig C.,SchwackW. JChromatogrA (2011), 1218 6546547, et CBS109



Pour lecouplageavec la masse

Un depot plus long (30mm) permet plusieurs analyses sur la
méme bande, pour augmenter la sensibilité en RMN ou
differencier des substances insuffisamment resolues en SM.

Remerciements L-A Barretet C.Jungaf..G.B.P) UMR 7265 CNESAUniversité AixMarseille



