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La CLHP à gradient est un outil essentiel pour l’analyse d’échantillons contenant des 
composés de polarité variable. Son efficacité découle de la possibilité d’adapter à la fois 
la durée et la composition du gradient, ce qui permet de manipuler les temps de rétention 
des analytes. Toutefois, les écarts dans les profils de gradient programmés produits par 
les systèmes HPLC posent des problèmes, car ils ont un impact sur le temps de rétention 
et la forme des pics. Plusieurs facteurs contribuent à cette variabilité dans la CLHP à 
gradient, tels que la qualité du solvant, les performances de la pompe, les changements 
de pression du système et l’état des colonnes. Pour relever ces défis, il est nécessaire de 
contrôler et de surveiller avec précision les profils de gradient.

La méthode traditionnelle et généralement acceptée pour la validation des gradients 
dans un système HPLC repose actuellement en grande partie sur l’assistance d’un 
détecteur UV. Pour un gradient binaire, on utilise généralement de l’eau pure et de 
l’eau contenant 0,1% d’acétone. La détermination de l’absorbance de l’acétone en 
fonction du temps représente très précisément le gradient effectué par le système. 

Cependant, bien que cette méthode soit précise, elle n’est pas représentative du 
gradient utilisé dans une séparation chromatographique réelle, car plusieurs facteurs 
importants, notamment la viscosité et la densité de l’eau pure et de l’eau contenant 
0,1% d’acétone, sont pris en compte dans la détermination du gradient.

Les particularités des solvants utilisés ne sont pas prises en compte. En outre, les 
particularités des électrovannes du système CLHP utilisé, telles que des temps de 
commutation différents pour les phases d’activation et de désactivation, n’entrent 
pas vraiment en ligne de compte lorsque les solvants utilisés sont très similaires, ce 
qui est le cas dans la méthode de validation traditionnelle.

Toutefois, compte tenu de l’importance de gradients reproductibles pour toute 
application CLHP, une méthode précise et reproductible de contrôle continu du 
mélange de solvants créé par le système devrait être d’un intérêt primordial pour 
les nombreuses applications CLHP à gradient critique utilisées dans les industries 
pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires et autres industries similaires 
rigoureusement réglementées.

Les débitmètres modernes non invasifs, basés sur un principe thermique, sont bien 
connus pour être un outil rapide et précis pour la détermination du débit dans les 
systèmes HPLC. Cela a été démontré dans plusieurs articles et publications1. Une 
caractéristique intéressante de ces dispositifs, dans le contexte de la surveillance de 
la composition du gradient, est que les valeurs de débit rapportées sont strictement 
liées au solvant.

pour laquelle l’appareil a été étalonné. En d’autres termes, ces débitmètres, sans 
étalonnage spécifique, fournissent un débit apparent qui dépend de la composition 
de l’éluant mesuré. En tant que tels, ils constituent, du moins en théorie, l’outil 
idéal pour contrôler en continu la composition de l’éluant dans un système HPLC à 
gradient, dans le but de déterminer la reproductibilité du mélange. (Voir figure 2)

La preuve du concept décrit ci‑dessus a été faite par la détermination simultanée 
de la composition de l’éluant en utilisant la méthode généralement reconnue de 
l’absorbance UV tout en mesurant le débit apparent indiqué par un débitmètre 
connecté à l’extrémité du système HPLC. Cette configuration garantit que la 
mesure du débit apparent n’interfère en aucune façon avec la séparation CLHP. 
Contrairement à la méthode traditionnelle, il s’agit d’une méthode totalement non 
invasive et donc idéale pour surveiller la composition de l’éluant indépendamment 
d’une application CLHP particulière. En détail, notre objectif de contrôle n’était pas 
de déterminer la composition absolue de l’éluant mélangé, mais de vérifier si la 

reproductibilité du mélange peut être déterminée par cette méthode, confirmant 
ainsi la validité de l’adéquation supposée de cette approche à la tâche de contrôle 
continu de la reproductibilité.

La Figure 3 montre les résultats des deux méthodes exécutées en même temps. 
L’expérience a été répétée deux fois, les traces des deux expériences se chevauchent. 
Il est clairement visible que la méthode traditionnelle et la méthode du «  débit 
apparent » (utilisant le débitmètre LC) rendent compte de manière reproductible de 
la composition du mélange d’éluant.

Si la méthode du «débit apparent» ne permet pas de déterminer de façon absolue 
la composition de l’éluant, elle offre cependant le réel avantage de ne pas interférer 
avec la séparation, ce qui permet de contrôler la forme et la composition du gradient, 
ce qui n’est pas possible avec la méthode de validation traditionnelle.

Conclusion

Cette étude expérimentale démontre la capacité des débitmètres modernes non 
invasifs à être des outils précieux pour valider et contrôler le gradient dans les 
systèmes HPLC d’une manière qui était impossible jusqu’à présent.
En contrôlant avec précision les débits apparents en temps réel et en permettant 
l’enregistrement des données, ces débitmètres garantissent que le gradient 
programmé est fidèlement reproduit, ce qui facilite une séparation précise et 
cohérente dans la CLHP. Cela permet d’utiliser la CLHP à gradient avec un degré de 
confiance plus élevé.

Les débitmètres analytiques LC de TESTA sont l’outil idéal pour les laboratoires où 
une plus grande confiance dans les résultats HPLC est souhaitée ou nécessaire.
La flexibilité et les avantages de ces débitmètres non invasifs en tant que dispositif de 
surveillance de la composition de l’éluant dans les systèmes HPLC à gradient ont été 
confirmés par rapport aux techniques de détection UV traditionnelles.
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 �Figure 1. Chromatogramme d’absorption UV à 265  nm d’un test de gradient 
standard

 �Figure 2. Débitmètre LC analytique TESTA

 �Figure 3. Reproductibilité du profil de débit par rapport à l’absorbance UV
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