< Description genérale du systeme LC 2D
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¥\ Circuit 1 alimenté par la pompe quaternaire
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¥\ Circuit 2 alimenté par la pompe isocratique
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¥ Phase 1: Analyse en dimension 1
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¥\ Phase 2: piégeage sur la cartouche
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| Phase 3: rincage du piege
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Phase 4 : élution du piege et analyse en dimension 2
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Phase 4 : élution du compose pieége en dimension 2
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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

Physic 13



) 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
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< 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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¥ 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
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' 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\
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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 20




¢ 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

| :




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 ] —
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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
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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)
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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
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Le piégeage ne perturbe pas le reste du chromatogramme de la
1 dimension 1.
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