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Le dépôtΧ 

- ǳƴ ǇŜǳ ŘΩƘƛǎǘƻƛǊŜ όǳƴ ŘŞōǳǘ Ł ǘƻǳǘύ 
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Un peu ŘΩƘƛǎǘƻƛǊŜΧ 

HPTLC, Journal of Chromatography, Volume 9, chap. 1 et 
5 par R.E.Kaiser(Inst.Chromatography) donne des 
éléments théoriques basés sur le concept de la qualité 
Řǳ ŘŞǇƾǘΦ aŀƛǎ ƭŜǎ ŦƻǊƳǳƭŜǎ ŞǘŀƛŜƴǘ ŦŀǳǎǎŜǎΧ 
 

- sujet de notre première réunion en 1999 

Il faut retenir que la qualité du dépôt est primordiale 
ǇƻǳǊ ƭŀ ǎǳƛǘŜ Ŝǘ ƭŜ ǊŞǎǳƭǘŀǘ Ŧƛƴŀƭ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ 
 Un dépôt ne doit pas dépasser 0,5mm de diamètre (ou 
dans le sens de la migration) 
 



[ΩŞǾƻƭǳǘƛƻƴ des outilsΧ 

manuels ou 
ŀǳǘƻƳŀǘƛǉǳŜǎΧ  
(1970) 

Par capillarité: 
1978 Nanomat 
1982 ATS  

Par vaporisation: 
1969 Linomat 
1988 ATS 3 



Dépôt par capillarité 

Le dépôt par capillarité doit se faire 
par contact « léger » avec la couche 
ǇƻǳǊ ƴŜ Ǉŀǎ ƭΩŜƴŘƻƳƳŀƎŜǊΣ Ŝǘ 
obtenir un dépôt régulier. 
 
La pression doit être inférieure à 
100g/mm² (5g/ext0.3/int0.15mm). 
On doit utiliser un capillaire rodé, 
positionné perpendiculaire à la 
plaque. 
 

F 



Dépôt par capillarité 

Attention au choix du solvant (+volatile/-éluant). 
Mettre de préférence un échantillon concentré dans un solvant 
dans lequel tous les constituants auraient un Rf inférieur à 0.1, 
ŀŦƛƴ ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ǳƴ ǎŞŎƘŀƎŜ ǊŀǇƛŘŜ Ŝǘ ƭŜ ŘŞǇƾǘ ƭŜ Ǉƭǳǎ Ŧƛƴ ǇƻǎǎƛōƭŜΦ 
Le dépôt ne doit pas dépasser 0.5mm de diamètre (0.3mm), et le  
volume de dépôt inférieur à 1µl en HPTLC et 5µl en CCM.  
 

Dépôts vus par dessus, après  
lecture au densitomètre, 
avant et après migration 



Dépôt par vaporisation 

Pas de contact avec la plaque 
Séchage des dépôts  

gaz 

1mm 

1mm 

Hexane, Toluène, Méthanol 

SPRAY SPOT 

Compatible solvants polaires et non volatils 
Compatible gros volumes 



Comparaison  

Il est possible de réaliser des dépôts en bandes manuellement 
sans vaporisation, mais dans ce cas le résultat est de qualité 
inférieure en particulier pour les bas Rf όƘƻǊƳƛǎ ƭŜ ǘŜƳǇǎ ǇŀǎǎŞΧύ 

Dépôts avant 
migration 

Dépôts après 
migration 



Comparaison  

Lƭ Ŝǎǘ ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ŘŜǎ ǎǇƻǘǎ Ŝƴ ōŀƴŘŜǎ ƎǊŃŎŜ ŀǳȄ ǇƭŀǉǳŜǎ Ł 
zone de concentration (porosité 5000 Å) mais : 
- la diffusion sera plus importante (sensibilité plus faible) 
- ƭΩƘƻƳƻƎŞƴŞƛǘŞ ƴŜ ǎŜǊŀ Ǉŀǎ ōƻƴƴŜ όǇŀǎ ǉǳŀƴǘƛǘŀǘƛŦύ 

Avec dépôts par 
vaporisation 

Avec dépôts par 
capillarité 



Paramètres importants 
  
- positionnement, taille et forme  
 

- paramètres de prélèvement et de rinçage   
 

- paramètres du dépôt proprement dit 



positionnement, taille et forme  

1 le plus important : le dépôt doit se situer au 
dessus du niveau de solvant, juste au dessus.  
Par exemple :  
ƴƛǾŜŀǳ Řǳ ǎƻƭǾŀƴǘ ŘΩǳƴŜ ŎǳǾŜ нлȄмл ǊŜƳǇƭƛŜ ŘŜ 
10 mL de solvant = 5mm environ, donc dépôt à 
8mm du bas de la plaque 
 

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

о ƛƭ Ŝǎǘ ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘΩŀǾƻƛǊ ŘŜǎ  
dépôts très proches  
latéralement, presque en contact  
 
 
 



Χ permet optimisation HTS  

Remerciements à  S.Cuiné et  Y Hua   (CEA Cadarache) 

C17:0 TAG  ( gamme de témoins de 0,2_ 0,5_ 0,75_ 1 _et 1,5 µg) / criblage algues  

30 dépôts ŘΨŜȄǘǊŀƛǘǎ ŘΨŀƭƎǳŜǎ avec dépôts par vaporisation 



Réglages prélèvement et rinçage  

- conserver si possible le méthanol pour le solvant de 
rinçage 
 

- régler les paramètres en fonction des échantillons en 
prenant le cas le plus défavorable  
 

- ŀǘǘŜƴǘƛƻƴ ǎƛ ƭŜ ǾƻƭǳƳŜ ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ Ŝǎǘ ŦŀƛōƭŜ Υ 
-régler éventuellement le mode de rinçage 
-régler si nécessaire la profondeur de prélèvement 

 

- bien différencier rinçage (rinsing) avec le solvant et 
remplissage (fillingύ ŀǾŜŎ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴΦ 

 



paramètres du dépôt proprement dit  

- vitesse de dépôt (plus vite = diffusion ?) 
- chauffage (plus vite = instabilité ?) 
- le ratio:  taille/volume/vitesse pour les 
paramètres de dépôt doit rester constant 
pour des résultats identiques 
 



Paramètres importants 
  
Récapitulatif des paramètres 
accessibles sur le logiciel winCATS 
 
±ƻƛǊ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ƭΩŀƛŘŜ Ŝƴ ƭƛƎƴŜ ǇƻǳǊ 
tous les paramètres  (solvants de 
ǊƛƴœŀƎŜΣ ǾƻƭǳƳŜǎ ƳƻǊǘǎΣΧύ 



Quelques artefacts 
  
Il est toujours conseillé de bien vérifier le 
séchage des dépôts avant de démarrer la 
migration 

Les problèmes rencontrés ont parfois leur 
origine dans la qualité du dépôt et son 
séchage qui peut influer secondairement la 
ǎƻƭǳōƛƭƛǘŞ Řŀƴǎ ƭŜ ǎƻƭǾŀƴǘ ŘΩŞƭǳǘƛƻƴ 



Le dépôt comme outil de couplage 
  
Le DUOCHROM, appareil de couplage HPLC-AMD a été 
commercialisé par Camag Ŝƴ мффл ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŜ ƭΩƻǇǘƛƳǳƳ Ŝƴ 
matière de couplage chromatographique liquide. 

Duochrom 

Gradient RP LC 

Gradient AMD Si 



Le dépôt comme outil de purification 
  
LǎƻƭŜƳŜƴǘ ŘŜ мнл ƳƎ ǎǳǊ ǇƭŀǉǳŜ ŘŜ лΣр ƳƳ Ł ǇŀǊǘƛǊ ŘΩǳƴ ŘŞǇƾǘ ŘŜ 
мсл ƳƎ ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ƛǎǎǳ ŘŜ ŎƘƛƳƛŜ ǇŀǊŀƭƭŝƭŜ όǎƻǳǎ ƭǳƳƛŝǊŜ ǾƛǎƛōƭŜ 
et UV à 254 nm). 
. 

Le rendement est 4 à 5 x supérieur à un dépôt manuel. 
. 



Le dépôt comme outil ŘΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ 
  
tŀǊ ƭŜ ŘŞǇƾǘΣ ƛƭ Ŝǎǘ ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘΩŜƴƭŜǾŜǊ ǳƴ ŘƻǳǘŜ ǎǳǊ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ 
ŘΩǳƴŜ ƳƻƭŞŎǳƭŜ ǇŀǊ ǳƴ ŘŞǇƾǘ ǇŀǊǘƛŜƭƭŜƳŜƴǘ ǎǳǇŜǊǇƻǎŞ ŘŜ 
ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ Ŝǘ ŘŜ ƭŀ ǊŞŦŞǊŜƴŎŜ ǘŞƳƻƛƴΦ 

Substances 
identiques  

Substances 
différentes  



Exemple ŘΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǘƛƻƴ 
  tǊŞǎŜƴŎŜ ŘŜ ƭŀŎǘƻǎŜ όƻǳ ŘŞǊƛǾŞύ Ł ǳƴŜ ǘŜƴŜǳǊ Җ млƳƎκмллƎ 
(0,01%) de produit  lacté   

Käseländer  
Paprika-Jalapero 

Ziegenkäse  
Natur 

Käseländer  
Paprika-Jalapero 

Ziegenkäse  
Natur 

G. Morlock, C. Lemo, in Vorbereitung 



Un outil de préparation ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ 
  
Lƭ Ŝǎǘ ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘŜ ǊŞŀƭƛǎŜǊ ƭŀ ǇǊŞǇŀǊŀǘƛƻƴ ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ Ŝǘ ƭŀ 
séparation en une seule étape, grâce aux possibilités du dépôt par 
vaporisation. 

Remerciements à  Gerda Morlock 

Stéviosides dans bonbons Candy 



Un outil de préparation ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ 
  
Le domaine des sucres est 
particulièrement 
représentatif de ce type 
ŘΩŀǇǇƭƛŎŀǘƛƻƴ ŎƻƳǇǘŜ ǘŜƴǳ 
de la matrice. 

Remerciements à  Gerda Morlock Sucralose dans les caramels 

Sucralose 

Matrice 

lactée 

Plaque éclairée à 366nm (Hg) et photographiée au travers ŘΨǳƴ filtre >400nm. 
 

Sucres dans la mélasse (A-81.2) 



Un outil de préparation ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ 
  [Ωǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ŘŞǇƾǘ Ŝƴ ǇŀǊǘƛŎǳƭƛŜǊ Ŝƴ ǊŜŎǘŀƴƎƭŜ ǇŜǳǘ ǎŜ 
justifier pour augmenter la sensibilité.  
Sucralose dans les effluents (eau), avec ƭΨIt¢[/-Vis en 
alternative aux méthodes isotopiques ou HPLC-ToF ou MS-MS 
 

Mean value (ng/L) Sample A Sample B Sample C Sample D 

HPLC-TOF or -MS/MS 
(n = 6 laboratories) 

5869 7302 186 200 

HPTLC-Vis  
(n = 2) 

5863 7034 247 218 

G. Morlock, S. Grashorn, L. Schuele, J Chromatogr A 1218 (2011) 2745ς2753 



Un outil de préparation ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ 
  tƻǳǊ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ŘŜǎ ǊŞǎƛŘǳǎ ŘŜ ǇŜǎǘƛŎƛŘŜǎ Řŀƴǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ 
ƳŀǘǊƛŎŜǎΦ [ŀ ǇƭŀǉǳŜ Ŝǎǘ ƭΩŞǘŀǇŜ ǇǊŞƭƛƳƛƴŀƛǊŜ Ł ƭΩŜȄǘǊŀŎǘƛƻƴ ǇŀǊ 
ƭΩƛƴǘŜǊŦŀŎŜ ƳŀǎǎŜ ŘŜ ƭŀ ȊƻƴŜ ŎƻƴǘŜƴŀƴǘ ƭŜǎ analytes recherchés. 
 

 Oellig, C., Schwack, W. J Chromatogr A (2011), 1218 _6540-6547, et CBS109 



Pour le couplage avec la masse 
  Un dépôt plus long (30mm) permet plusieurs analyses sur la 
même bande, pour augmenter la sensibilité en RMN ou 
différencier des substances insuffisamment résolues en SM. 
 

 Remerciements à L-A Barret et C.Jungas (L.G.B.P) UMR 7265 CNRS-CEA-Université Aix-Marseille 


