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APPAREILLAGE HPTLC DU DEPT. ENSEIGNEMENT CHIMIE (AVRIL 2017) 
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PARCOURS MASTER CHIMIE DE LA FACULTÉ DES SCIENCES
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PARCOURS SYNTHÈSE APPLIQUÉE, SÉPARATION, ANALYSE (M2)
Responsable: Pr. Alain MORERE

Débouchés:
• Industrie pharmaceutique
• Chimie fine, synthèse à façon
• Industrie agrochimique
• Laboratoires d'analyse et qualité 
• Organismes de recherche publics (CNRS, INSERM, Universités, …)
• Thèse 

Métiers:
• Recherche et développement
• Contrôle – qualité
• Ingénieur d’études
• Technico-commercial

TP DE HMCH365 MÉTHODES SÉPARATIVES (12H CM + 12HTP) 

HPLC, LC-MS, GC-MS, SPE … HPTLC



Il s'agit de doser, par HPTLC, la vanilline et l'éthylvanilline contenues dans des sucres 
utilisés en pâtisserie : le sucre vanillé (arôme naturel de vanille) et le sucre vanilliné 
(arôme artificiel). 

Ce dosage ne nécessite pas d’étape préalable d’extraction sur phase solide. Les 
résultats obtenus seront comparés à ceux obtenus par HPLC-UV (David Egron). 
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OBJECTIFS DU TP
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Vanilline Ethylvanilline
Ingrédients :
 Sucre
 Arôme artificiel : 

éthyl vanillline

Ingrédients :
 Sucre
 Extrait naturel de vanille
 Antiagglomérant : amidon de maïs
4 g de gousses au minimum mises en 
œuvre pour 100 g de sucre vanillé



VANILLE : ORIGINE ET COMPOSITION
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para-hydroxy
benzaldéhyde

(PHB)

Acide vanillique
vanilline β-D-glucoside

Acide
para-hydroxybenzoïque

(APHB)

OH

O OH

Paillat L. et al..  J. Planar. Chromatogr. 2012,25, 295-300. 

Vanilla planifolia
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ARTICLE 1
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Advantages: one pot reaction, simple, no organic solvents, commercial reagents
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Advantages: one pot reaction, simple, no organic solvents, commercial reagents
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ARTICLE 2



DÉROULEMENT DU TP
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 3 trinômes 

 1 séance de 4h/ trinôme

 Présentation de la technique et de l’appareil

 Introduction au TP

 Révélation

 Préparation des solutions étalon et des échantillons

 CCM

 Dépôt des échantillons sur plaque HPTLC (⋍ 30 min)

 Migration

 Traitement des données 

Dosage par HPTLC de la vanilline et de l'éthylvanilline contenues dans le 
sucre vanillé (arôme naturel de vanille) et le sucre vanilliné (arôme artificiel). 
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 HPTLC Silica gel 60F254 (Merck) 20 x 10 cm

 Dépôt par aires de 8 x 3 mm

 Solvant de développement

n-Hexane–Chloroforme–Méthanol–Acide acétique 10/85/4/1

 Cuve verticale préalablement saturée

 Révélation : 254 nm

Paillat L., Périchet C., Lavoine S., Meierhenrich U. J., Fernandez X.  J. Planar. Chromatogr. 2012,25, 295-300. 

254

313

 Echantillons

 PHB 1 g.L–1 (MeOH)

 Vanilline 0,2 g. L–1 (MeOH)

 Ethylvanilline 0,2 g. L–1 (MeOH)

 Sucre vanillé 100 g. L–1 (H2O/MeOH 1/1 v/v)

 Sucre vanilliné 100 g. L–1 (H2O/MeOH 1/1 v/v)

MATERIEL & METHODES



CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE
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 Séparation des substances

1. Vanilline 0,2 g. L–1 

2. Ethylvanilline 0,2 g. L–1 

3. PHB 1 g.L–1

4. Sucre vanillé 100 g. L–1 

5. Sucre vanilliné 100 g. L–1

 Identification des substances présentes dans les sucres
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RÉVÉLATION DE LA PLAQUE

Vanilline
0,5-4 mg

Ethylvanilline
1-5 mg

Sucre 
vanillé

(100 g.L-1)

Sucre 
vanilliné

(100 g.L-1)

PHB

15mL 15mL20mL 10mL
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RÉSULTATS

HPTLC SPE + HPLC-UV

Vanilline dans la solution de 
sucre vanillé (mg.mL−1)

62,1
CV = 17,1 %

69,6

Ethylvanilline dans la solution 
de sucre vanilliné (mg.mL−1)

229,0
CV = 5,7%

240,1

Vanilline

Ethylvanilline
10 mL SVi

15 mL SVi

15 mL SV

20 mL SV
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Vanilline
0,5-1,5 mg

Ethylvanilline
1-5 mg

Sucre 
vanillé

(100 g.L-1)

Sucre 
vanilliné

(100 g.L-1)

PHB

0,31

0,45

0,55

RF

OPTIMISATION DES CONDITIONS
Arnaud Folliard, David Egron, Département Chimie, FdS

10 mL 15 mL 10 mL 15 mL

Durée du dépôt = 35 min
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VANILLINE : COURBE DE CALIBRATION
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ETHYLVANILLINE : COURBE DE CALIBRATION
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BILAN DOSAGES PAR HPTLC

NORMES ISO

Vanilline dans le sucre 
Vanillé

Ethylvanilline dans le sucre 
vanilliné

Manipulateur Solution mère 
(mg.mL−1)

Teneur 
(% masse)

Solution mère 
(mg.mL−1)

Teneur
(% masse)

1 72,5 (CV = 4,3% ) 0,072 271,5 (CV = 4,3% ) 0,271

2 70,9 (CV = 5,1% ) 0,071 275,6 (CV = 5,4% ) 0,275

3 74,4 (CV = 1,4% ) 0,074 299,3 (CV = 4,1% ) 0,299

MOYENNE 72,6 0,072 282,1 0,282

4 g de gousses au minimum mis en œuvre pour 100 g de sucre vanillé

Teneur en vanilline des gousses de vanille = 2 % (Vanilla planifolia)
1,5 % (Vanilla tahitensis)

Teneur dans le sucre vanillé = 0,06-0,08 %



CONCLUSION AND PERSPECTIVES
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 Développement d’un nouveau TP basé sur l’HPTLC

 Méthode facile à mettre en œuvre : pas de prétraitement de l’échantillon, 
analyse simultanée de 15 échantillons

 Amélioration du protocole  

Application lors des prochains TP de M2 SASA

 Identification et dosage

 Pas de validation de méthode
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