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“Far better an approximate answer to 

the right question than an exact 

answer to the wrong one”

John TUKEY   ( thanks to Gerda MORLOCK for this suitable quote)



Quelques Rappels:

CCM HPTLC différences similitudes

Résolution Sensibilité Sélectivité

Qualitatif – quantitatif validation

Limite de quantification 

Gamme de travail & linéarité 

Robustesse / validations déjà publiées



CCM HPTLC différences similitudes

Épaisseur, taille et granulométrie ≠

Porosité identique

50 mm 

120 mm 

Seule l’HPTLC est quantitative

+ 5’/30’ & 5mL/20mL 

(aubépine)



Résolution Sensibilité Sélectivité

très peu de plateaux 

sensibilité intrinsèque faible

MAIS quelle est la RÉALITÉ ?

ABSOLUMENT TOUT VOIR 

VOIR CE QU’ON VEUT 

OBTENIR DE LA SENSIBILITÉ

RÉVÉLATION
SÉLECTIVITÉ
VOLUMES

HTC’  P.SCHOENMAKERS              A.MAKAROV                  P.SANDRA



Qualitatif – quantitatif / validation

Il est simplement possible de valider une 

méthode pour garantir qu’elle est 

adaptée à l’objectif et qu’elle permet 

effectivement de répondre correctement 

à la question posée :

DOSAGE, ESSAI LIMITE ou IDENTIFICATION

ATTENTION AU TERME SEMI-QUANTITATIF!



Limite de quantification 

Seule donnée valable

A déterminer comme décrit dans 

Eurachem entre autres 

Se méfier du rapport S/B

Déposer des quantités décroissantes 

d’analytes avec la matrice (n > 6) et 

determiner la plus petite quantité( pas 

concentration)permettant d’obtenir une

RSD% acceptable. 

En général inférieure à 5%.



Gamme de travail & linéarité 
Détection>LOQ>gamme de travail 
Il est primordial de suivre cette chronologie pour laquelle le choix de la sélectivité de 

détection est importante au départ. Toujours conserver la même gamme de 

référence, et déposer les échantillons dans cette gamme.

Linéarité 
Tout le monde est maintenant censé ne plus faire la 

confusion entre la linéarité de la méthode et celle de la 

réponse d’un détecteur spécifique.

Sur plaque la détection se fait en phase solide et donc 

répond à des critères spécifiques (voir Prof.S.EBEL).

La réponse est linéaire sur un gamme étroite ou en 

fluorescence. Mais pas sur une gamme x10 ou x 100.

À l’incertitude sur les points de calibration !

Choisir la fonction qui correspond le mieux

MAIS … ATTENTION



Quelques illustrations:

Validation qualitative

Stéviosides dans les yaourts

Dextrines dans la pâte à pain

Détection d’activité antiradicalaire

Ce qui est important



Validation qualitative

C’est important

Exemple de test à réaliser

UTILISER UNE MIGRATION BIDIMENSIONNELLE 

afin de valider la stabilité des constituants 

sur la plaque ( sinon retirer le MeOH, prendre 

une silice greffée ou tremper dans du BHT). 

Ci-dessous Hydrastis avec CH Ph CAMAG et US Ph



Stéviosides dans les yaourts

Fidélité adéquate pour ce type de matrices,

Tolérance sur les résultats adaptée aux faibles 

teneurs rencontrées dans les matrices alimentaires 

(0.02 à 0.2% en poids).

Grande spécificité par la 

dérivatisation post 

chromatographique,

Intervalle de mesure adapté 

aux produits alimentaires,



Dextrines dans la pâte à pain

Std

level 1

Std

level 2

Std

level 3
Std

level 4

Spiked 

matrix

50 ng

Spiked 

matrix

100 ng

Spiked 

matrix

300 ng

Spiked 

matrix

500 ng

Unspike

d matrix

Méthode de dosages de DP1 à DP7

La performance de la méthode peut être évaluée 

avec SEULEMENT 5 PLAQUES !

Méthode de validation puissante avec calcul de 

l’erreur totale

Standards NF V03-110, USP <1210> (PF42(5)), ISO 

21748…

Les profiles (accuracy + uncertainty) sont simples à 

obtenir et éclairent bien la performance analytique

spécificité

”Application of prediction intervals to dextrine profiles of enzymatic digestion of starch and baking products”     J-M Roussel, HPTLC’17, BERLIN



Détection d’activité antiradicalaire

(1er travail sérieux sur le sujet 

validation détection activité sur plaque »)

Méthode quantitative validée sur un dosage d’actif

Dans un extrait végétal en utilisant une détection 

biologique directe d’activité sur la plaque 

6 plaques pour validation de la méthode

3 plaques (sur 5) pour l’étude de l’effet matrice

Moins de deux semaines de temps passé en cumul 
traitement statistique inclus



Un peu de lecture

Livre à paraître de 

Colin POOLE



Robustesse 

Il est simple et assez rapide d’évaluer la 

robustesse d’une méthode d’HPTLC car 

une vingtaine de plaques suffisent.

(ex :saturation, conditions de

révélation)

ET 5 PLAQUES SEULEMENT POUR UNE VALIDATION

moins cher !
+ vert



Avis aux amateurs de robustesse



Ce qui est important

Réfléchir avant de commencer

Bien définir son objectif

Suivre la méthode simplement

Préciser la question, la bonne question 

Choisir la détection, penser sélectivité

Se former s’informer communiquer



AGENDA :

Niveau 1    25-26 Octobre

Niveau 2    12-13 Octobre

AMD   22-24 Novembre

EDA    4-6 Octobre

avec le professeur MORLOCK

La formation 

c’est important



LÂCHEZ VOUS : ESSAYEZ L’HPTLC



MERCI

et 

maintenant 

passons aux 

choses 

sérieuses

Chromart by 

Herbert 

HALPAAP

1986-1987 


