yPharma

Physic

5
A t_(min)

0 5 10 15 20 25 30

Mise en place plate-forme LC2D
Application de la LC2D a I'étude d’'impuretés




¥\ Présentation - Pharmaphysic

Nous sommes un laboratoire spécialisé dans la prestation de services d'analyse pour les
industries cosmétiques et pharmaceutiques.

Pour répondre rapidement aux besoins de nos clients nous nous appuyons sur:

= une expérience de plus de 25 ans dans le développement analytique
= des travaux de recherche analytique interne

" un réseau d'experts

= une cellule de veille technologique

= et un plateau technique complet

Nous accompagnons également nos clients dans la formation de leurs collaborateurs aux
techniques d'analyses.

]
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¥\ Introduction - Plateforme de développement LC

Plateforme de développement
UHPLC/DAD/MS LC2D/DAD/UV
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< Description genérale du systeme LC 2D

/

|
TUV detecteur 2

PRI RE
Dimension 2

Pompe binaire

Pompe quaternaire — (Circuit 1
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— Circuit 2
1 ——— Circuit 3 .




¥\ Circuit 1 alimenté par la pompe quaternaire

Vanne droite: position 2

N W N
Dimension 1

e [ .

Pompe quaternaire
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¥\ Circuit 2 alimenté par la pompe isocratique

Vanne de gauche: position 2

Pompe isocratique

» Circuit 2
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¥\ Circuit 3 alimenté par la pompe binaire

Vanne gauche: position 2

PHENASOTNERS

Dimension 2 |

.. détecteur 2
Pompe binaire

— Circuit 3

1
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¥ Phase 1: Analyse en dimension 1

Vanne de gauche: position 2 Vanne de droite: position 2

DN W R
Dimension 1

Pompe quaternaire

1 — Circuit 1 (dimension 1)
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¥\ Phase 2: piégeage sur la cartouche

Vanne de gauche: position 2 Pompe isocratique

PDA - Dim 1

g 5
oy WG
G G )

4 e,

Pompe quaternaire

— Circuitl et ——Circuit2

1
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| Phase 3: rincage du piege

Vanne de gauche: position 2

Pompe isocratique

Trap
cartridge

Waste Vanne de droite: position 2

» Circuit 2

]
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Phase 4 : élution du piege et analyse en dimension 2

Vanne de gauche: position 1 Vanne de droite: position 2

TUV detecteur2

— Circuit 3 (dimension 2)

1
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<

Phase 4 : élution du compose pieége en dimension 2

0.100
0090 3
0080 3 Chromatogramme de dimension 1
0.060 7
0.080 3
0.040 1
0.030 1
0.020 17

\ - J

0.000 T v T v T v v T T y v v T T T v
000 020 040 080 080 100 120 140 1860 180 M?.&ﬂ 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
inutes

AU

0100
0.090 A
0.080 ° ° o 7

0070 Chromatogramme de dimension 1 avec piégeage
0.060
0.050 A
0.040
0.030 A
0.020

0.010 : Q k e I

0.000 T T v T T v T T T T T T T T T T T T T
0.00 020 040 080 par 1.0 1.20 40 1.60 1.60 M_Z_[Itﬂ 220 240 280 280 300 320 340 360 380 4.00
inutes

AU

0.100

0.090 \

2070 | Chromatogramme de dimension 2
0.060 7
0.0s0 3
0.040
0.030 9
0020 1
0.010 L

0.000

000 020 040 080 080 1.00 #>\Vi.af 160  1.80 M%ms 220 240 260 280 300 320 340 360 380 4.00

AU
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< Configuration de lI'instrumentation

ﬁ M1_rifamycine in Pharmaphysic_ETU
[ File Edit View Heip

| Dl=(=] &) [ weres

ACQ-QSM  ACQ-FTN| ACQ-CM| ACQ-BSM| ACQ-ISM| ACQ-PDA| ACQ-TUV

-

Quaternary Solvent Manager fute -Blend |
General ||"-I'Iisc I Data I
— Solvents Pressure Limits 7 |
P Tampon 7.5/ACN 90/ (Q|| Low: [0 = |
B |Tampon 7.5 /ACN 30/ v | tich: [T5000  psi
c| =
D | | Seal Wash Period: [5.00  min =
Gradient:
AR | Time Flow %A %B % %D | Curve ﬂ @l
(mLfmin}
1 [inifial 0800 800 200 00 0.0 Initial '»|
2 [2600  0.800 410 8590 0.0 0.0 6
3 [3000  0.800 2000 800 0.0 0.0 6
4 3200 0800 800 200 0.0 0.0 6 v
Comment: J L4
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) A Programmation du déeroulement des phases

T ———
% M1_rifamycine in Pharmaphysic_ETUOS09TRADZ as '‘Administrator - Instrument Method .-[QQE

File Edit Wiew Help
Wiaters
ACQ-CM  F

D|D“‘|E| ‘1%|><| Wiaters
ACQ-QSM

S L = < o Mode
sl LBV A Fo Al Tw‘ Column Ma“ager ’V(' Column Selection % Advanced
Mode I
Column Manager |'(__ Column Selection & Advanced Genefall Data Events l
General |Data I E\rentsl ” _|?
Valve Position: — Temperature Control: ————— —.I
Left Valve: r B < ¥ Run Events [~ 2D Repeat
IF‘osition 2 vI
2 IOﬁ -| T
Right Valve: - Tine ) =
|Posmon 2 - (min) Event Actien
1 1.20 Right Valve Position 1
P famand [0 € 2 1135 Right Valve Position 2
3 |235 Left Valve Position 1
¢ |
[~ Shutdown all temperatures g
Comment: 6
| = :
8 vI
«| | _’I—I
é

Ready

Physic 14




< Mise en place LC2D

La répétabilité de l'injecteur est-elle modifiée lorsqu’un composé est analysé
en deuxieme dimension aprés piégeage?

La répétabilité de I’élution est-elle altérée lorsqu’un composé est analysé en
deuxiéme dimension?

Quelle est I'influence du débit de la phase mobile dans le circuit 2 (ISM) ?

Y-a-t-il une difficulté particuliere de piégeage dans le cas d’un gradient
d’élution dans le circuit 1 (QSM)?

Y-a-t-il un écart entre l'aire du pic d’'un composé analysé en premiere
dimension et l'aire du pic de ce méme composé apres cutting et deuxieme
dimension?

Le piégeage peut-il étre répété de facon quantitative dans un objectif
d’augmentation de sensibilité?

Le cutting perturbe-t-il le reste du chromatogramme de 1lere dimension?

]
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) A Propositions d’utilisation de la LC2D

En réponse a des demandes de nos clients

Client 1 : Le pic observé en stabilité est-il issu du méme composé que celui observé en
dégradation forcée?

Contrainte : Les conditions chromatographiques ne sont pas compatibles avec la MS

Client 2 : Comment apporter des informations sur la caractérisation d’un pic ?

Contrainte : La présence du pic dépend des conditions chromatographiques qui ne
sont pas compatibles avec la détection MS.

Client 3 : Comment obtenir le profil isomérique d’'un API en évitant I'interférence des
impuretés ?

Contrainte : La sélectivité entre les isomeres de I’API et les impuretés n’a pas
été obtenue apres plusieurs études de développement

1
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¥ Question 1: La répetabilité de I'injection est-elle modifiée lorsqu’un

composeé est analysé en 2¢™¢ dimension apres piégeage?

Conditions chromatographiques du test

Premiéere dimension (circuit 1)

Echantillonneur Détecteur de la
Pompes pour la automatigue premiére dimension
premiére dimension Colonne de premiére
diﬂenﬁim
Dimension 1 et dimension 2 ont des conditions
Piégeage (circuit 2) chromatographiques identiques (phase
Composé provenant stationnaire, phase mobile, température)
dela dimension 1
Pompe ISM {L Trap:C830x2.1
pour le piege mm 10pm

hlad
H&Dimenﬂun 2

Deuxiéme dimension (circuit 3)

Détecteur de la

Elution du piege deuxiemedimension
Colonne de deuxiéme

dimension
a3

S e— N

Pompes pour la
deuxiéme dimension

]
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¥ Question 1: La répetabilité de I'injection est-elle modifiée lorsqu’un

composeé est analysé en 2¢™¢ dimension apres piégeage?

Conditions chromatographiques isocratiques (caféine)

Premiére dimension (6 injections) Deuxieme dlm.er?smr\ apres piegeage
(6 injections)
a{l.ﬂ]- 20-53
0.00. E 0.00 _‘l"”"h.,,_ h:::ij k




' Question 1: La repetabilité de I'injection est-elle modifieée lorsqu’un

composeé est analysé en 2¢™¢ dimension apres piégeage?

Conditions chromatographiques en élution gradient (benzoquinone)

Premiére dimension (3 injections) Deuxieme dimension apres piégeage
(3 injections)
220] —m —’
2 1.204 g-13.4-()-




Question 1: La repétabilité de I'injection est-elle modifiee lorsqu’un

compose est analysé en 2¢™¢ dimension apres piégeage?

Comparaison de la dispersion sur les temps de rétention (cv en %)

caféine 0.8 0.3

(dimension 1 et 2 isocratique)

| Benzqu|nong 0.7 0.3
(dimension 1 et 2 gradient)

Sur les deux exemples étudiés, il apparait clairement que la répétabilité
de lI'injection (SM-FTN) de la dimension 1 n’est pas modifiée par le
piégeage et I'analyse en 2eme dimension.




Question 1: La repétabilité de I'injection est-elle modifiee lorsqu’un

compose est analysé en 2¢™¢ dimension apres piégeage?

Comparaison de la dispersion sur les aires (cv en %)

Cafeine (n=6)

(dimension 1 et 2 isocratique)

Benzoquinone (n=3) 1.0 0.4

(dimension 1 et 2 gradient)

Sur les deux exemples étudiés il apparait clairement que la répétabilité
d’injection n’est pas modifiée par le piégeage et 'analyse en 2¢™¢ dimension.

Etape de piégeage Etape d’élution
—>:{ Trap \’:'_’ <—|:{ Trap }:|4—
—N:{ Trap }:I—b

1 Focalisation de I'échantillon dans le piege = Faible dispersion en D2

Physic 21




' Question 2 : Quelle est I'influence du debit de la phase mobile dans le

circuit 2 (ISM) ?
Vanne de gauche: position 2 Pompe isocratique

PDA - Dim 1

T Lo SR\

[
e - W "
AT - N NN Y
m - I S S WSS S S S S S S S S S S S S .

Pompe quaternaire

— Circuitl et ——Circuit2

1
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" Question 2 : Quelle est I'influence du debit de la phase mobile dans le

circuit 2 (ISM) ?

Le débit du circuit 2 (ISM) a une influence trés importante sur la composition de la
phase qui traverse la cartouche et donc la qualité du piégeage

Exemple en élution isocratique :
Circuit 1 = eau/acetonitrile-90/10-0,4 ml/min
Circuit 2 = eau 100%
Débit = 2ml/min Débit = Iml/min Débit = 0.5 ml/min

\ \

m9 m9
% eau ®m % org = %eau ® %org

m %eau W %org

Fa

g

1

Physic
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¢ Question 2 : Quelle est l'influence du debit de la phase mobile dans le

circuit 2 (ISM) ?

Exemple en gradient :
Circuit 1 = eau/acetonitrile-90/10 a 5/95 en 2.5 min-0,4 ml/min
Circuit 2 = eau 100% - 1ml/min

T=0.6 min T=1.5 min T=2.5 min

B %eau MW %org m%eau W% org B %eau MW %org

Facteyr de rétent;

Ons .y
Urun piege apolajre
1 24




¢ Question 2 : Quelle est l'influence du debit de la phase mobile dans le

circuit 2 (ISM) ?

Exemple avec un piege C8

Piégé avec ISM 1.0 ml/min Piegé avec IASM 1.8 ml/min
200 Dimension 1
1.50—?
2
1.00j
; :
0.50 8
o.oof -
000 020 040 060 08 100 120 140 160 18 | 200 220 240
Minutes l
) o
Dimension 2
1] Dimension 2
Qm 0501
™ E 0.00
" 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Minutes

!

l Changer la nature du piege
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¥ Question 3 : Le composé peut-il éfre accumulé de facon quantitative par

répetition du piegeage?

Conditions chromatographiques du test

Premiére dimension Plegeage
Echantillonneur Détecteur de la Composé provenant
Pompes pour la automatique premigre dimension . » de |a dimension 1
premiére dimension Colonne de premiére “"'r':: roll G
diﬂens.im paurle plag Trap

+ [ r—— T e

n répétitions

Chromatographie UHPLC de la dimension 1 Circuit 2 = eau

Colonne C18 — Circuit 1 = eau/ACN

Deuxieme dimension

Détecteur de la

Elution du piage deuxiemedimension
Colonne de deuxiéme

Pompes pour la

deuxiéme dimension ) .
d:ﬂensuon

S a— R

Chromatographie UHPLC de la dimension 2
Colonne C18 — Circuit 3 = ACN

| 26




Question 3 : Le composé peut-il élre accumulé de fagcon quantitative par

répetition du piegeage?

Analyse d’un composé de facteur de capacité K’ faible (Caféine)

o, Piégeage sur cartouche C8
0.28
0] Aires des pics
o Dimension 2
. D2 apres 3 piégeages .
“-“3“; D2 apres 2 piégeages 1 piegeage 220313
2 0,14
Il'l2—f
D2 aprés 1 piégeage 2 piégeages 222 706
0.08]
=
D'EH_E - 7
o 3 piegeages 266 194
u.uu: /
-u.uz-f
0.80 C I 1.IE[I o I 14|'ZEII s 1.1lil} s 1.43!] o I 1.;3EII s 2.IEI-I} S 220 ‘
Winutes
1 piégeage Pas d’accumulation
—N:{ Trap p— 4

2 piégeages

- 2 Trap 1———p
y Pharma




0.30

Question 3 : Le composé peut-il élre accumulé de fagcon quantitative par

répetition du piegeage?

Analyse d’un composé de facteur de capacité K’ faible (Caféine)

021
02
024
u.zz—f
0]
018
016
0.14]
012
0.10]
0.8
005
004]

0.02

D2 apres 3 piégeages
D2 apres 2 piégeages

D2 apres 1 piégeage

0.00-4

002

0.80

220

Piégeage sur cartouche C18

Aires des pics

Dimension 2

1 piégeage 232 163
2 piégeages 233 107
3 piégeages 233501

\ ¢

Pas d’accumulation




Question 3 : Le composé peut-il élre accumulé de fagcon quantitative par

répetition du piegeage?

Analyse d’un composé de facteur de capacité K’ faible (Caféine)

Piégeage sur cartouche Oasis HLB

0.20
D.Z’B—E
022 Aires des pics
0.24] D2 apres 3 piégeages Dimension 2
0.224
0.204
018 D2 apreés 2 piégeages {\ 1 piégeage 233415
0.16—5
1114—-
® o] D2 aprés 1 piégeage 2 piégeages 465 209
0.10—:
10.084
o 3 piégeages 698 602
10.024 (|
0.00 j)l
-0.024 ‘
o Caw o Tam T Taw C Tam im0 Ta; 2n Accumulation proportionnelle

—hl:ll Trap ] —
]




Question 3 : Le composé peut-il élre accumulé de fagcon quantitative par

répetition du piegeage?

Analyse d’un composé de facteur de capacité K’ faible (Caféine)

0.2

Physic

E

- :nlll
0.20]
ase
o10] | 1 piégeage
o 2 piégeages
I:Ilbé I.
o 3 piégeages
oo - -II'.
- P
= AR piégeages
fuor]
202 5 piégeages
0k N N R . " 200 220
L ]
—— cafeine 1 piege + elution 1,E406
—— cafeine 2 pieges + elution
— Ccafeine 3 pieges + glution 1,E+06
—— cafeine 4 pieges + elution 8 E+05
——— cafeine 5 pieges + elution o
-51 6,E+05
4,E+05

2,E+05 L@
0,E+00

2

Aires des pics
Dimension 2

3

233 415
465 209

698 602

906 858

1046 441

4 5 6

Nombre d’accumulation
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¢  Question 3: Le composé peut-il étre accumule de facon guantitative par

répetition du piegeage?

Analyse d’un composé de facteur de capacité K’ forte (butylparaben)

Al 14
1] [ 100] [\
.7z \| .z .z . I
" Piegeage sur C8 12 | Piegeage sur C18 | i Piegeage sur Oasis HLB
Il ) A |
i\ |
o8] 0l 0] \ '.\
|
07104 070} \
oee] i 00}
2
2 05 o 2 05
0401
14 0407
u:l i
0 ; 04y § 020]
W g
02 5 H 0204
8 3
B 0201
0104 & _i 1]
£ § ’
00 0001 ~ (1S
5'w !| T 0 -ﬂh‘ 5{“ T r§|m‘ T .5!;5‘ ENE) .555- ENED ls'!a’r ENE] '5"”' L) .5}”: L wam AL SLELE lshl L 15" UL lsH Trer .|1l LU SLELL '51“‘ LI '5!”‘ LI Isl“! LIS 'am L L L] ‘9&' LIl l&[ml [ | ISI“N LILJ 15}0’ LN ] '5351 LI lsh‘ L m [ 'ak‘ LI ’5hl' L) ]5}“’ L Y. L]
Minges Mingtes Minutes
— Sarpiehame butyipxr abent 1 page- sluion s SaTpEN R butiiparabine | peges diton ——— SampleName butyparabene | pege+ duton
= SampleName butyiprr shene 2 iages + eluton e SarrpleName butparabene 2 pieges seiution ——— SarpleName butjparabene 2 preges +eluton
— SampleName butyipr ane I pages + aluon e SarpleN e butyiparabene 3 pieges séiution e S3rpleN e butyparabene 3 pieges seiution
Sargietam boyoabing g e i e SarpleNamme butiparabine 4 pieges +#iuton e SarrpleNName butiparabine 4 pieges +eluton
——— SampigName butyparabane S pages + aluion e SarrpheNarme butyparabene 5 pieges selution e SampleName butylparabene S peges +eluton
3,0E+06 3,0E+06 3,0E+06
2,5E+06 ..,.0 2,5E+06 @ 2,5E+06 @
2,0E+06 4 2,0E+06 X 2,0E406 Pt
il I ® £ LSER06 | ° ::i 1,5E+06 L
1,0E+06 e 1,0E+06 e 1,0E+06 .o
5,0E+05 ' 5,0E+05 o 5,0E+05 O
0,0E+00 ** 0,0E+400 ‘= 0,0E400
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 '

0 1 2 3 4 5 6

Nombre d’accumulation

Nombre d’accumulation
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Question 3 : Le compose peut-il élre accumulé de facon quantitative par

repétition du piegeage?

L‘accumulation
sur le piege est
quantitative

Améliorer la
sensibilité

Piégeage d’un
groupe de pics

Améliorer la
LOD/LOQ

Stocker pour une
autre analyse

Perspectives d’applications multiples




¢ Question 4 : le cutting perturbe-t-il le reste du chromatogramme de

1ere dimension?

Absence du pic de la benzoquinone piégée

3.00
] © N~
2.801 o 2
] t o P-i o Ty)
] & — NI (o] L0
2.60 N (o) —
] L — I\
2.401 o
] ©
2.20 i
] Ll ) Eh
2.00+ (o)) b
b oN
1.80
1.60
2 ]
< 1.40-
1.20
1.00
., ?.SB—’ .
Chromatogramme D1 sans piégeage de la benzoquinone J k
0.60-]
0.40 /
- ?.2%{ .
Chromatogramme D1 avec piégeage de la benzoquinone R
0.00

000 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240
Minutes

Le piégeage ne perturbe pas le reste du chromatogramme de la
1 dimension 1.
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¥  Client 1: Le pic observe en stabilite est-il issu du méme composé que

celui observe en degradation forcee en milieu oxydant.

Conditions chromatographiques du test

Premieéere dimension (circuit 1)

Echantillonneur Détecteur de la
Pompes pour la automatique y - - . . .
premiére dimension Chromatographie de la dimension 1
premitre dimension Colonne de premire Core-shill If1J00x4 62,7 um C18
dimension 1=
> Circuit 1 = gradient H3PO4/MeOH - 1 ml/min
Détection UV

Piégeage (circuit 2)

Composé provenant
de la dimension 1
Pompe ISM
pour le piege 5‘ Trap

) _ _ Trap : Xbridge C18 20x2,1 - 5 um
j_%'_:_”"“'“"“"z Circuit 2 = Acide formique 0,1 % v/v - 1,5 ml/min

Deuxiéme dimension (circuit 3)

Détecteur de la
Pompes pour la Elution du piege deuxiémedimension Chromatographie de la dimension 2

deuxiéme dimension Colonne de deuxiema Colonne HSS C18 50-2,1 1,7 pm
diggension Circuit 3 = Acide formique 0,1 % v/v/ACN - 0,6 ml/min
Détection QDA ES+

]

Physic
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¥  Client 1 : Le pic observé en stabilité est-il issu du méme compose que
celui observe en degradation forcee en milieu oxydant.

0.10-

0.057




¢ Client 1 : Le pic observé en stabilité est-il issu du méme compose que

celui observe en degradation forcee en milieu oxydant.

Conclusions de I'étude

Figure 1 : Spectre de masse impureté Inc 4 en milieu oxydant

Match Plot Spectre de masse du
i i’ i - composé identique dans les
13057 deux échantillons
E 8000
. dh‘!ﬁ-
‘x 141.1 230.2
2 LN o e Spectres de masse obtenus
T T _
e _ _ avec une phase mobile de la
Figure 2 : Spectre de masse impureté Inc 4 comprime T15 mois .
Nim—" D1 non compatible MS
Y 9319 Inc 4
8]
, ook :
] Information obtenue sans
5 modification des conditions
2004 141.1 230.2 :
3 B e chromatographiques de Ia
e i S e e . méthode de la monographie du

produit




¥ Client 2 : Comment apporter des informations sur la caractérisation d’un

pic detecté dans des conditions HPLC spécifiques ?

Conditions chromatographiques du test

Premiére dimension (circuit 1)

Echantillonneur Détecteur de la
Pompes pour |a automatique y - - . . .
premiére dimension Chromatographie de la dimension 1
premiére dimension Colonne de premiére CfS $5x4 61,8 um
dimension 7Y
> Circuit 1 = gradient SDS/ACN — 0,6 ml/min
Détection UV

Piégeage (circuit 2)

Composé provenant
de la dimension 1
Pompe ISM
pour le piege 5‘ Trap

) _ _ Trap : Xbridge C8 30x2,1 - 10 um
j_%'_:_”"“'“"“"z Circuit 2 = Acide formique 0,1 % v/v - 1,5 ml/min

Deuxiéme dimension (circuit 3)

Détecteur de la
Pompes pour la Elution du piege deuxiémedimension Chromatographie de la dimension 2

deuxiéme dimension Colonne de deuxiema Colonne C18 50-2,1 1,7 um
diggension Circuit 3 = ACN - 0,6 ml/min
Détection QDA ES+

Physic
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¥ Client 2 : Comment apporter des informations sur la caractérisation d’un

pic detecté dans des conditions HPLC spécifiques ?

0.604
0.557

&
o.soé /
Chromatogramme de dimension 1 |

0.35—2 ‘
2 0.305 ‘
0.25—E |
0.207 |

0.157 |

0.107 |

Pic a identifier - 9.289

0.055
1 |
e NV L 5. S

20.05]
000  2.00 400  6.00 800 1000 12000 1400 1600 1800 2000
Minutes

/J k“'—h-_f\}\,.__i

On. B0
0. 557
.50

g
Chromatogramme de dimension 1 avec piégeagq’
|

On. 40




¥  Client 2 : Comment apporter des informations sur la caracterisation d’un

pic detecté dans des conditions HPLC spécifiques ?

Chromatogramme de dimension 2

1.4%107
1.2%10"
1.0%107 4

2.0x10%-

Intens iy

G.waﬁ—f DétECtiOﬂ MS (ES+/')

4.0x10%4

2.0x10%]
0.0

T T T T T T T T T T
10,00 11.00 12.00 12.00 14.00 15.00 18.00 17.00 12.00 1800 20.00
Minutes

1.001
0.804
0.60 1

Détection UV 278 nm 3 04

0.204

0.00

-0.204

—rr~1++r~1nr~r~rrrrIr+r~r~rr~~~r 1 r~r~r1rr r+ 1 ¢ [ Tt 17T
n.oo 2.00 4.00 8.00 2.00 10.00 1200 4400 1800 18300 2000 2200
Minutes
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Client 2 : Comment apporter des informations sur la caracterisation d’un

pic detecté dans des conditions HPLC spécifiques ?

Conditions chromatographiques de I'accumulation

Premiére dimension Piégeage
: ntillonneur Détecteur de la dela dim.ﬂ::“';"; "
Pompes pour la automatique premiére dimension -
premiére dimension Colonne de premiére pm' o r":;: pidge {} .
rap

dimension

e — + _ fP————

Chromatographie de la dimension 1 n FEDEtItIOHS
C18 75x4,6 1,8 um
Circuit 1 = gradient SDS/ACN — 0,6 ml/min

Détection UV

Trap : Xbridge C8 30x2,1 - 10 um
Circuit 2 = Acide formique 0,1 % v/v
1,5 ml/min




AU

AU

AU

Client 2 : Comment apporter des informations sur la caractérisation d’un

pic detecté dans des conditions HPLC spécifiques ?

Vérification de I'laccumulation sur le piege

1.007 ) 3 piégeages + élution
0.00 m
1.00- 2 piégeages + élution
0.00-
1\

1.00 . 1 piégeage + élution

| il

il ‘ o
0001

10.00

Physic ]

11.00 1150  12.0C
Minutes

3 piégeages 8 609 418

2 piégeages 5127914

1 piégeage 2 823 059

1,E+07
8,E+06
6,E+06

4,E+06

Aire

2,E+06

0,E+00 o=t

0 1 2 3 4
-2,E+06
Nombre d’accumulation
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" Client 2 : Comment apporter des informations sur la caractérisation d’un

pic detecté dans des conditions HPLC spécifiques ?

Conditions chromatographiques de I'laccumulation puis de la collecte

Premiére dimension Plegeage
Echantillonneur Détecteur de la Composé provenant
Fompes pour la automatique premigre dimension . » de ladimension 1
premiére dimension Colonne de premiére “"'r':: roll G
diﬂens.ian paurle plag Trap

- [ r—— T e

n répétitions

Chromatographie de la dimension 1
C18 75x4,6 1,8 um
Circuit 1 = gradient SDS/ACN — 0,6 ml/min
Détection UV

Trap : Xbridge C8 30x2,1 - 10 um
Circuit 2 = Acide formique 0,1 % v/v
1,5 ml/min

Deuxieme dimension

Elution du piage

Pompes pour la
dewxdéme dimension Chromatographie de la dimension 2
1 N Colonne C18 — Circuit 3 = ACN
..
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¥\ Client 2 : Comment apporter des informations sur la caractérisation d’un

pic detecté dans des conditions HPLC spécifiques ?

Analyse de la fraction recueillie apres évaporation

00204

0.0154

5 0010; Vérification dans les conditions D1
0.0054

0000 ]

MS impact électronique
En cours
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¥ Client 3: Comment obtenir le isomérique d’'un API sans l'interférence

des impuretés ?

Conditions chromatographiques du test

Premiére dimension (circuit 1)

Echantillonneur Détecteur de la
Pompes pour |a utomatique premiére dimension Chromatographie de la dimension 1
premiére dimension Colonne de premiére C18 50x4,6 1.8 pum
dimension re
> Circuit 1 = gradient eau/ACN — 0,4 ml/min
Détection UV

Piégeage (circuit 2)

Composé provenant
de la dimension 1
Pompe ISM
pour le pigge {} Trap

) _ _ Trap : Xbridge C8 30x2,1 - 10 um
j%”'m'“"“"z Circuit 2 = Acide formique 0,1 % v/v - 1,0 ml/min

Deuxiéme dimension (circuit 3)

Détecteur de la
Pompes pour Ia Elution du piege deuxigémedimension Chromatographie de la dimension 2

deuxigéme dimension ?:nnng c:.edeuniéme Hypercarb 250-2,1 5 um
"gensio Circuit 3 = Isocratique eau/ACN — 1 ml/min
Détection UV

ool .
i "




¥ Client 3: Comment obtenir le isomérique d’'un API sans l'interférence

des impuretés ?

Chromatogramme D1 : séparation des impuretés du PA

120 0.080-
Loo] 0.070
] 0.060- \ PA
0.80 ]
] 0.050- <
) | <
< 0601 0.040"
0.40] 0.030-
020] 0.020-
] w 0.010
0.00 ]
000 050 100 150 200 250 300 350 4.00 0.000-
Minutes :“““““““““““‘
2.00 2.50 3.00 3.50 4.00

Minutes

Mise en place de la D2 pour étude des isomeres du PA




Client 3: Comment obtenir le isomérique d’'un API sans l'interférence

des impuretés ?

Chromatogramme de dimension 1 avec piégeage

0.080

0.050

0.0404 Pic principal piégé

3 0.030

0.020

0.010]
0.000 P .JLK. lJtJ@)L_

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
Minutes

Chromatogramme de dimension 2

0.002

0.000-
_u_uuz_\['
-0.004

2 -0.008]

-0.00&

-0.010

-0.012

A _I}-D14"'I"'I"'I"'I'"I'"I"'I"'I"'I"'I"'I"'I"'I"'I"'I"'I"'I'
sPharma g.00 200 400 §00 800 10.0012.0014.0016.00 18300 20.00 22.00 24.00 256.00 28.00 30.00 32.00 34.00
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z Client 3: Comment obtenir le isomérique d’'un API sans l'interférence

des impuretés ?

0.032
0.030]
0.028
0.026
0.02¢] f A Lot 1
0.022
0.020
0.018
0.016
2 0014

R
o e N N -
e

Lot 2

0.0084

0.0086+
0.0044

Lot 3

0002

0.0004
=002
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Minutes

LU'analyse des isomeres n’est pas perturbée par les impuretés

]
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La LC2D Heart Cutting

Un outil complémentaire a une plateforme de développement

La LC2D apporte des informations sur la spécificité des méthodes LC

Peu de contraintes sur les conditions chromatographiques de la premiere dimension

La LC2D est une solution pour couplage LC/MS utilisant des phases mobiles
incompatible avec la MS.

'accumulation sur le piege peut étre une solution alternative pour I'étude
structurale d’'un composé et la recherche de traces.

Orthogonalité de la LC2D.

Utilisation simple et rapide.

Perspectives :

- Orthogonalité Hilic/phase inverse/SEC...

- Complément de validation des méthodes dans la spécificité
- Intégration d’une méthode L2D dans une monographie
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La LC2D Heart Cutting

1004 Difficulté a séparer I'ensemble des composés
0.50] recherchés dans une seule méthode
g 10,80
0,404
o] Chromatogramme de dimension 1
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Chromatogramme de dimension 2
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