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I - Introduction
Par la complexité des produits naturels entrant dans 
la fabrication des parfums, arômes et des huiles es-
sentielles, l’industrie de la parfumerie a été pionnière 
dans l’utilisation de la chromatographie en phase ga-
zeuse capillaire. Elle bénéfi cie toujours des dernières 
avancées de cette technique avec la mise en œuvre 
de séparation en chromatographie en phase gazeuse 
bidimensionnelle (CGxCG) sur des colonnes de plus 
en plus performantes, et l’utilisation de détections 
par spectrométrie de masse, ceci afi n d’améliorer les 

rendements des laboratoires de contrôle qualité.
Pourtant, devant les variations subtiles des chroma-
togrammes complexes de plusieurs dizaines ou cen-
taines de pics, le contrôle par l’empreinte chromato-
graphique des échantillons restait jusqu’alors manuel. 
L’analyste contrôlait visuellement, pic après pic, le 
chromatogramme de son échantillon par rapport à 
son témoin.
Aujourd’hui, la puissance de l’outil informatique as-
socié à un logiciel spécifi que peuvent permettre un 
traitement automatique de ces variations aléatoi-
res tout en améliorant la qualité, la précision et la 

qqu
RÉSUMÉ
Le logiciel GC-LC CONCORDANCE permet d’automatiser les comparaisons de chromatogrammes de produits 
complexes, jusqu’à 1000 composants dans un mélange, en compensant simultanément les décalages et 
fl uctuations aléatoires des temps de rétention de leurs composants, dus au vieillissement des phases des 
colonnes et à l’appareillage en général.  Nous présentons dans cet article deux exemples d’applications 
permettant d’évaluer les capacités et l’intérêt de ce logiciel. Le premier porte sur le suivi, par chromatographie 
en phase gazeuse, de produits dans un contrôle qualité d’échantillons de compositions parfumées. L’échantillon 
d’un lot qui présente une anomalie est détecté automatiquement par le logiciel. La seconde application 
illustre un problème plus complexe, la séparation par chromatographie liquide haute performance d’extraits 
protéiques, issus du fractionnement du protéome cellulaire par chromatofocalisation. Des chromatogrammes 
très complexes ont été obtenus, intégrés par un logiciel de chromatographie standard, ils ont ensuite été traités 
par GC-LC CONCORDANCE afi n de résoudre les décalages systématiques des pics. Des déformations locales des 
chromatogrammes sont plus délicates à analyser. Fixer manuellement des pics permet au logiciel, dans la majorité 
des cas, de modéliser correctement la déformation.

MOTS-CLÉS
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Computer assisted comparison of complex chromatograms in gas and liquid chromatography. 
Application to quality control and proteomics
SUMMARY
The GC-LC CONCORDANCE software was designed to automatically compare complex chromatograms,  up to 1000 
compounds in a mixture, and automatically correct time shifts due to column degradation. We present in this article 
two applications in order to evaluate its functionalities and interest. The fi rst is based on the quality control of perfume 
samples. A sample containing an abnormality was automatically detected by the software GC-LC CONCORDANCE. The 
second application, the separation by high performance liquid chromatography of cells protein extracts fractionated by 
chromatofocusing, illustrates a tougher problem. Complex chromatograms were obtained, integrated by a chromatography 
software and then analysed by GC-LC CONCORDANCE. The software managed to detect systematic peaks shifts in the 
chromatograms. Local chromatogram alterations were more diffi cult to analyse. In most cases the problem could be solved by 
manual peak picking.
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rapidité du contrôle. 
La chromatographie liquide à haute performance 
également, n’a cessé d’évoluer depuis son apparition 
dans les années 1970. La tendance actuelle est de di-
minuer la taille des particules (2 μm ou moins) des 
phases stationnaires, de travailler à haute températu-
re et à haute pression afi n d’obtenir à la fois une haute 
résolution et un haut débit d’analyse. La comparaison 
entre les phases classiques et les phases de faible gra-
nulométrie a montré qu’il était possible d’obtenir un 
gain substantiel en performance en travaillant avec 
des colonnes à faible taille de particules (1, 2). 
La séparation des protéines bénéfi cie également des 
avancées de ces colonnes à faible taille de particules. 
Les colonnes non poreuses (3, 4) sont particulière-
ment adaptées à la séparation de mélanges comple-
xes. L’absence de porosité évite les phénomènes de 
diff usion, accélère les cinétiques de transferts et per-
met une récupération des protéines avec un haut ren-
dement. La protéomique est particulièrement friande 
de techniques séparatives. L’étude des protéomes se 
heurte à la complexité de la machine cellulaire avec 
ses milliers de formes protéiques. Le fractionnement 
des échantillons biologiques se révèle nécessaire afi n 
de réduire leur complexité avant une analyse par 
spectrométrie de masse.
A côté des approches qui mettent en œuvre l’électro-
phorèse monodimensionnelle et bidimensionnelle, il 
existe des stratégies basées sur la chromatographie 
liquide bidimensionnelle des protéines et des pepti-
des. Une comparaison des performances de ces tech-
niques montre qu’elles sont clairement complémen-
taires (5).
La séparation d’un grand nombre de molécules avec 
une haute résolution n’est pas réservée à la chroma-
tographie gazeuse. Une des applications présentées 
dans cet article rapporte une utilisation de la chroma-
tographie liquide bidimensionnelle pour fractionner 
un mélange extrêmement complexe : le protéome 
cellulaire. L’utilisation d’un logiciel de reconnaissance 
automatique de pics dans ce contexte expérimental 
permet de confronter celui-ci à un problème particu-
lièrement diffi  cile.  

II - Première application : 
contrôle de qualité d’échantillons 
de compositions parfumées

1. Matériel et méthodes
Des fl acons remplis de solutions parfumantes liqui-
des diluées au 1/10 dans l’acétate d’éthyle ont été di-
rectement disposés sur le passeur automatique d’un 
chromatographe 6890N GC (Agilent Technologies, 
Santa Clara, Etats-Unis). La méthode a été program-
mée sur le logiciel ChemStation (Agilent Techno-
logies) qui pilote le chromatographe. Le volume 
d’échantillon injecté est de 1,0 μl dans un injecteur en 
mode split chauff é à 250 °C sur lequel ont été mon-
tées deux colonnes capillaires de 60 m 250 μm x 0,50 
μm, l’une polaire type Carbowax® 20 M, l’autre apo-

laire de type Méthylsilicone afi n de ne pas manquer 
un composé non élué sur l’une des phases. Le gaz 
porteur utilisé est de l’hydrogène. Le programme de 
chauff age du four est le suivant : initialement chauff é 
à 80 °C sa température a été programmée pour at-
teindre les 250 °C avec une rampe de 2,7 °C/min. Le 
signal est récupéré sur deux détecteurs à Ionisation 
de Flamme (FID) chauff és à 250 °C et intégré par le 
logiciel ChemStation. Les paramètres d’intégration 
des pics dans la méthode ont été réglés pour intégrer 
tous les pics des chromatogrammes supérieurs à 0,01. 
Le fi chier du rapport complet d’intégration du chro-
matogramme est généré par le logiciel ChemStation. 
C’est ce fi chier qui sera analysé et traité par le logiciel 
GC-LC CONCORDANCE.
Le traitement mathématique appliqué par le logiciel 
GC-LC CONCORDANCE est une méthode dite 
standard qui reste performante sur l’ensemble des pro-
duits contrôlés en GC. Le paramétrage de cette mé-
thode est de 4 coïncidences par pic pour déterminer 
une concordance de pics sur les deux chromatogram-
mes dans une fenêtre dynamique de 60 pics, avec une 
erreur maximum dans la classe de 4 %. Le logiciel  re-
cherchera automatiquement et optimisera la meilleu-
re équation quadratique (n ≤ 5) avec une extrapola-
tion des positions des pics par pas de 0,001 seconde.
Ce calcul est eff ectué aujourd’hui en 2 secondes pour 
un chromatogramme d’une centaine de pics. Les 
seuils d’acceptation de variations des surfaces des 
pics ont été adaptés aux conditions du laboratoire. Le 
début du traitement a été fi xé à partir de 6 minutes, 
pour s’aff ranchir des pics non signifi catifs du début 
du chromatogramme.

2. Résultats et discussion
La présentation des chromatogrammes échantillon 
et témoin (fi gures 1 et 2) montre la diffi  culté pour un 
opérateur de contrôler pic à pic l’absence ou la varia-
tion de concentration de chaque constituant des chro-
matogrammes. La diffi  culté est augmentée par le con-
trôle sur les petits pics. La Figure 3 présente le résultat 
après traitement automatique des deux chromato-
grammes par le logiciel GC-LC CONCORDANCE.  
Bien que cette étape en contrôle qualité soit ignorée 
le plus souvent au profi t du rapport d’analyse papier, 
cette représentation permet de visualiser instanta-
nément la concordance ou non de chaque composé. 
Elle donne également de nombreuses informations 
sur les résultats des calculs utilisés par le traitement 
automatique : le nombre de pics communs trouvés 
automatiquement par le logiciel est de 26, répartis 
entre 0 et 74 minutes. Ce premier traitement permet 
de calculer la dérive des temps de rétention entre les 
deux chromatogrammes pour faire concorder les 104 
pics. Le traitement logiciel se trouve optimisé sur une 
équation du deuxième ordre (y = a0 + a1x + a2x² (or-
dre 30 max)) avec une corrélation de 0.999999778 et 
une précision dans le positionnement des pics sur le 
témoin de 0,282 seconde. Un pouvoir de résolution 
de 15744 pics est obtenu en théorie sur ce chromato-
gramme. Ce résultat permet d’apprécier la précision 
du traitement dans un contrôle de parfums compor-
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Figure 1
Chromatogramme « échantillon » de parfum obtenu par GC. Cent quatre pics ont été détectés et intégrés par le logiciel ChemStation à comparer avec le 
chromatogramme « témoin » de la fi gure 2.  Une forte expansion du signal en ordonnée est utilisée pour contrôler les petits pics. On peut constater la diffi  culté de 
comparer deux chromatogrammes similaires dans le cas d’un contrôle visuel. 

Figure 2
Chromatogramme « témoin » de parfum obtenu par CPG, à comparer avec le chromatogramme « échantillon » de la fi gure 1.

Figure 3
Représentation graphique de la concordance des 2 
chromatogrammes. L’échantillon est présenté en haut 
du graphe, en bas le « témoin »  est montré en miroir. 
Entre les deux axes, les traits bleus représentent les 
concordances des pics communs. Les marques rouges 
signalent les pics manquants pour l’échantillon et le 
témoin. Le traitement, fixé par la méthode, s’effectue 
entre 6 et 74 minutes. La corrélation des points de 
références concordants sur les deux chromatogrammes 
est de 0,999999778 et la précision dans le positionnement 
sur le témoin est de 0,47/100 minutes soit 0,282 seconde.

Le temps de calcul de concordance est inférieur à la seconde.
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tant entre 10 et 400 constituants (pics).
Le rapport d’analyse de l’échantillon d’une composi-
tion parfumée de 104 pics présentant une anomalie 
est présenté en Figure 4. La lecture de ce rapport per-
met de relever de façon aisée plusieurs éléments d’in-
formations importants.
En premier lieu, la valeur de la « Concordance Moyen-
née sur 3 notes », 88,82 %, indiquée en haut à gauche 
peut signifi er rapidement un problème sur cet échan-
tillon, cet élément est  confi rmé par de nombreuses 
lignes rouges dans le corps du rapport. 
Dans cette partie centrale « PICS IDENTIFIES HORS 
TOLERANCE »,  la ligne mise en évidence en rouge 
apparaît signifi cative. En eff et, le produit VERDOXE 
mesuré à 4,161 % dans le témoin à 22,63 min n’est pré-
sent dans l’échantillon qu’à l’état de trace (0,025 %).

Second point, dans la partie « PICS MANQUANTS » 
du rapport, un pic à 41,63 min, dosé à 5,378 % appa-
raît dans l’échantillon et manque dans le témoin. Un 
autre pic de VERDOXE à 23,49 min est absent dans 
l’échantillon. Le constat est immédiat, le VERDOXE 
(acétate de 2-tert-butylcyclohexyle, CAS N°88-41-5) 
a été remplacé par un autre produit. Il n’a pas été pos-
sible dans cette étude d’identifi er ce produit étranger. 
En eff et, le temps de rétention d’un composé chimi-
que sortant sur un type de colonne n’est pas suffi  sant 
pour l’identifi er. Quoi qu’il en soit la connaissance des 
produits utilisés dans les compositions commerciali-
sées par la société a permis de déterminer rapidement 
que le VERDOXE a été eff ectivement remplacé, par 
erreur, par du JASMONALE H (a-Hexylcinnamic al-
déhyde CAS N°101-86-0). De plus, on notera qu’une 

Figure 4
Bulletin correspondant au résultat d’analyse par CPG d’un échantillon de parfum présentant une anomalie. Ce rapport fourni par 
GC-LC-CONCORDANCE, signale les diff érences trouvées entre l’échantillon et le témoin. De nombreuses lignes rouges dans le corps du 
document peuvent constituer une alerte visuelle directe relative à un problème avec l’échantillon.
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nouvelle fonctionnalité du logiciel peut per-
mettre cette identification en s’appuyant sur le 
calcul des indices de rétention (indices de Ko-
vats) à partir des temps de rétention et en con-
frontant les résultats obtenus au contenu d’une 
bibliothèque d’indices spécifiques.

III - Seconde application : 
séparation d’extraits protéiques 
issus du fractionnement 
du protéome cellulaire 
par chromatofocalisation

1. Matériel et méthode
1.1- Culture cellulaire
Des cellules Vero NK ont été entretenues 
dans du milieu DMeM (Invitrogen, Carlsbad, 
Etats-Unis), 10 % SVF gold (PAA) avec Buf-
ferall (Sigma-Aldrich, St-Louis, Etats-Unis) 
jusqu’à atteindre la confluence. Cent quarante 
millions de cellules ont été collectées dans 
du PBS à l’aide d’un grattoir et centrifugées 5 
minutes à 1100 rpm, avant d’être lavées une 
nouvelle fois dans du PBS pour éliminer toute 
trace de sérum. 

1.2- Lyse des cellules et échange 
des tampons
Les cellules collectées ont été utilisées afin de 
préparer les extraits protéiques. Un extrait to-
tal de protéine a été préparé selon la procédu-
re de lyse des cellules humaines recommandée 
par la société Beckman Coulter dans le cadre 
de l’utilisation du système de fractionnement  
ProteomLabTM PF 2D (Beckman Coulter, Ful-
lerton, Etats-Unis). Après centrifugation 5 
minutes à 1100 rpm, les cellules ont été resus-
pendues dans le tampon de lyse contenant : 
6M d’urée, 2M de thiourée, 10 % de glycérol, 
50mM de Tris-HCl, 2 % de n-octylglucoside 
et 1mM d’inhibiteurs de protease. Les cellules 
sont ultracentrifugées (>20000g, 60 min, 18 °C),
le surnageant est stocké à -80 °C. Avant 
l’analyse, l’extrait protéique est décongelé et 
l’échange entre le tampon de lyse et le tampon 
de première dimension est effectué sur une 
colonne PD-10 G25 (Amersham Biosciences, 
Piscataway, Etats-Unis).

1.3- Séparation des protéines en 
première dimension : chromatofocalisation
Les séparations sont effectuées sur Pro-
teomLabTM PF 2D. La séparation des protéines 
en première dimension ou chromatofocalisa-
tion est effectuée sur une colonne HPCF-1D 
(250 x 2,1 mm) (Beckman Coulter). Le systè-
me ProteomLabTM PF 2D est constitué de deux 

HPLC, deux détecteurs UV, d’un collecteur-
injecteur de fraction entre les deux HPLC et 
d’un collecteur de fraction après la seconde 
HPLC. La colonne HPCF-1D est équilibrée 
avec le tampon de départ, start buffer (Bec-
kman Coulter) ajusté à pH 8,5. Après équili-
bration, 1,5 mg d’extrait protéique est injecté 
sur la colonne. L’élution des protéines est ef-
fectuée à l’aide d’un tampon d’élution, elution 
buffer (Beckman Coulter) ajusté à pH 4. Un 
gradient linéaire de pH est alors généré sur la 
colonne, et les protéines sont éluées séquen-
tiellement en fonction de leur point isoélec-
trique. Les protéines sont collectées toutes les 
0,3 unités de pH de 8,5 à 4,0 sur une plaque 
de 96 puits.

1.4- Séparation des protéines 
en deuxième dimension : NPS-RP-HPLC
Après la chromatofocalisation, les protéines 
collectées en première dimension sont sépa-
rées par NPS-RP-HPLC (nonporous reversed-
phase HPLC). Une séparation très résolutive 
des protéines est effectuée sur une colonne de 
4,6 x 33 mm contenant une phase ODS cons-
tituée de billes de silice non poreuse de 1,5 μm 
de diamètre (Beckman Coulter). La séparation 
est effectuée à 50 °C à 0,75 mL/min et le signal 
UV est enregistré à 214 nm. La phase mobile 
est constituée d’eau avec 0,1 % de TFA (A) et 
d’acétonitrile avec 0,08 % de TFA (B). Le gra-
dient est le suivant : 0 % de B pendant 2 min, 
0-100 % de B en 30 minutes.
Afin de tester la reconnaissance automatique 
des pics, des extraits protéiques issus de la 
première dimension ont été réinjectés plu-
sieurs fois en seconde dimension. La fraction 
correspondant à un point isoélectrique entre 
6,8-7,1 a été réinjectée, ainsi que la fraction 
non retenue sur la colonne de chromatofoca-
lisation contenant toutes les protéines dont le 
point isoélectrique est supérieur à 8,5.

1.5 - Analyse des chromatogrammes
Les chromatogrammes obtenus en seconde 
dimension ont été intégrés à l’aide du logiciel 
32 KaratTM (Beckman Coulter). Le paramètre 
« shoulder sensitivity » a été réglé à 500. Ce 
paramètre contrôle la détection des épaule-
ments. Plus la valeur de ce paramètre augmen-
te, plus la sensibilité de détection des épau-
lements diminue. Une valeur de 500 permet 
d’éviter un découpage excessif du chromato-
gramme sachant que dans ce cas particulier la 
majorité des pics présentait des épaulements. 
Les pics sont ensuite exportés dans un fichier 
texte puis repris dans le logiciel GC-LC CON-
CORDANCE. L’erreur aléatoire sur le temps 
de rétention pour la recherche automatique 
des pics a été réglée entre 3 et 10 %, alors que 
la valeur par défaut était de 5 %.
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Figure 5
Séparation sur une 

colonne C18 non 
poreuse (taille de 

particules 1,5 μm) 
d’un extrait complexe 

de protéines dont le 
point isoélectrique 
se situe entre 6,0 et 
6,25. Les protéines, 

issues de deux 
lignées de cellules 

cancéreuses (6) (en 
rouge et en bleu), 

ont été fractionnées 
au préalable par 

chromatofocalisation. 
L’agrandissement 

montre une bonne 
reproductibilité et une 
haute résolution de la 

séparation avec des 
pics dont la largeur 
se situe entre 3 et 5 

secondes.

2. Résultats et discussion
2.1- Qualité des chromatogrammes

La chromatographie liquide en deux dimen-
sions, basée sur une étape de chromatofocali-
sation et de chromatographie en phase inverse, 
permet de simplifier fortement un mélange de 
protéines avant son analyse en spectrométrie 
de masse. Les colonnes non poreuses C18 de 
taille de particules 1,5 μm jouent un rôle essen-
tiel dans la qualité finale du fractionnement. 
Il est possible d’obtenir avec ces colonnes des 
pics fins de quelques secondes seulement (fi-
gure 5). Cependant, la complexité du mélange 
de départ est telle que, même en travaillant sur 
un sous-protéome, on observe des coélutions. 
C’est le cas sur les chromatogrammes (figure 5) 
obtenus en séparant les protéines cytosoliques 
de deux lignées de cellules cancéreuses (6). 
Pour éliminer les coélutions, il serait nécessaire 
d’augmenter le nombre de dimensions chroma-
tographiques.
Cette solution apparaît réalisable en chroma-
tographie liquide mais le nombre de fractions 
à gérer devient problématique. Et, de fait, une 
approche fondée sur une séparation 2D puis 
une étape de séparation des peptides par cou-
plage nano-LC et spectrométrie de masse est 
généralement privilégiée. 
La gamme dynamique des chromatogrammes ob-
tenus en seconde dimension est d’environ 103, il 
apparaît en eff et possible de travailler sur des quan-
tités de protéine situées dans une fourchette allant 
du ng au μg (4). 

2.2- Analyse automatique 
de chromatogrammes complexes 
concordants
Selon le point isoélectrique des protéines sé-
parées en première dimension, les fractions 
sont d’une complexité variable. La fraction 
utilisée dans le chromatogramme (figure 6), 
est constituée de protéines dont le point isoé-
lectrique est situé entre 6,8 et 7,1. Le chro-
matogramme présente une trentaine de pics 
en seconde dimension. Il ne faut pas cepen-
dant se fier à l’apparente simplicité de ce 
chromatogramme, car on sait qu’il est possi-
ble d’identifier plus de 20 protéines dans les 
pics de grande taille. L’injection renouvelée 
de cette fraction a permis d’obtenir des résul-
tats présentant une répétabilité satisfaisante 
et malgré la présence de coélutions, l’intégra-
tion des pics a également  abouti à des résul-
tats répétables.
L’analyse de ces chromatogrammes par GC-
LC CONCORDANCE n’a posé aucun problè-
me et la concordance des pics est de 100 %, 
sans contrainte de surface.

2.3- Analyse automatique 
de chromatogrammes complexes 
disconcordants
Pour augmenter encore la complexité du mé-
lange de protéines analysées, la fraction des 
protéines non retenues en première dimen-
sion a été injectée en seconde dimension. 
Cette fraction contient donc toutes les protéi-
nes caractérisées par un point isoélectrique 
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Figure 6
Chromatogrammes simples d’une trentaine de pics (A) obtenus 
en réinjectant deux fois sur une colonne C18 non poreuse 
(taille de particules 1,5 μm) un mélange de protéines de point 
isoélectrique entre 6,8 et 7,1, préparé à partir d’un extrait cellulaire 
fractionné par chromatofocalisation. Les chromatogrammes ont 
été soumis à une analyse informatique permettant de détecter 
les concordances entre les pics. Les pics une fois intégrés, sont 
convertis en histogrammes proportionnels à leur surface.  Les 
deux histogrammes en miroir (en noir) correspondant aux deux 
chromatogrammes, sont représentés en haut de la capture d’écran 
(B). L’analyse informatique de ces chromatogrammes montre une 
concordance parfaite entre les pics, matérialisée par les lignes 
bleues reliant les histogrammes.

supérieur au pH du tampon de départ, c’est-
à-dire 8,5. Des chromatogrammes présentant 
un décalage et des disconcordances ont été 
choisis. On remarque (figure 7) que les pics 
sont décalés et que la richesse du mélange est 
telle que la plupart des pics n’atteignent pas la ligne 
de base. Lorsque des chromatogrammes de ce type 
sont analysés par le logiciel, il est souvent nécessaire 
de revenir à l’intégration initiale. En eff et, la présence 
d’épaulements sur la plupart des pics est particuliè-
rement diffi  cile à intégrer. Un épaulement peut être 

détecté sur un chromatogramme et pas sur l’autre 
conduisant à une disconcordance immédiatement 
détectée par le logiciel GC-LC CONCORDANCE. 
L’analyse de ce type de chromatogramme par le lo-
giciel est possible, mais nécessite un réglage fi n de 
l’erreur sur les temps de rétention. En outre, comme 
dans le cas des chromatogrammes de la Figure 7, où 
l’équation de variation des pics est très complexe, il 
peut se révéler nécessaire de fi xer manuellement des 
concordances, si le chromatogramme présente 
des déformations. L’origine de ces déforma-

Figure 7
Chromatogrammes complexes comportant plus de 80 pics sur une dizaine de 
minutes (A) obtenus en réinjectant deux fois sur une colonne C18 non poreuse 
(taille de particules 1,5 μm) un mélange de protéines préparé à partir d’un 
extrait cellulaire fractionné par chromatofocalisation.  Les chromatogrammes 
ont été soumis à une analyse informatique permettant de détecter les 
concordances entre les pics. Les pics une fois intégrés, sont convertis en 
histogrammes proportionnels à la surface des pics.  Les deux histogrammes en 
miroir (en noir), correspondant aux deux chromatogrammes, sont représentés 
en haut de la capture d’écran (B). Les pics concordants sont reliés par des lignes 
bleues, les pics non concordants sont repérés par un trait rouge. L’analyse 
informatique de ces chromatogrammes montre comment le logiciel a géré 
le décalage des chromatogrammes (B).  Le logiciel a également détecté une 
disconcordance due à un pic dédoublé sur le chromatogramme bleu puisque 
l’épaulement correspondant sur le chromatogramme rouge n’a pas été intégré (C).
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tions est probablement due à de légères varia-
tions du gradient. En effet, en HPLC, un gra-
dient obtenu par un mélange de solvants,  n’est 
pas aussi simple à réguler que la température 
et/ou la pression d’un appareil de chromato-
graphie en phase gazeuse. En procédant de la 
sorte, on peut voir qu’il est possible de com-
penser des différences de temps de rétention, 
tout en conservant la capacité à détecter des 
disconcordances. Dans le cas des chromato-
grammes de la Figure 7, la concordance obte-
nue était légèrement supérieure à 95 %, sans 
contrainte de surface. Les exemples cités pré-
cédemment concernent des études de répétabi-
lité. Le programme a été utilisé pour comparer 
des chromatogrammes provenant d’expérien-
ces de 2D-LC distinctes. Les chromatogram-
mes obtenus ont généralement plus de diffé-
rences que dans les exemples ci-dessus car on 
cumule les étapes de chromatographie liquide 
et de préparation des échantillons. On retrou-
ve les trois situations décrites précédemment : 
des chromatogrammes parfaitement alignés, 
des chromatogrammes globalement décalés et 
des chromatogrammes présentant de grandes 
déformations partielles et aléatoires. Cette der-
nière situation étant la plus délicate à gérer.
En effet, le programme s’accommode bien d’un 
décalage sur l’ensemble des chromatogrammes, 
en suivant des lois de régressions linéaires ou 
quadratiques « régulières ».

IV - Conclusion
Le premier exemple présenté dans cet article a 
permis de démontrer l’utilité du logiciel  pour 
la modélisation des variations aléatoires due au 
vieillissement graduel des phases des colonnes 
capillaires. Ce logiciel apporte de la sorte une 
solution automatisée et innovante pour les la-
boratoires de contrôle qualité dans l’industrie 
des parfums. Le second exemple, l’analyse de 
chromatogrammes des extraits de protéiques 
cellulaires, présentant de nombreuses coélu-
tions, illustre un problème plus difficile à ré-
soudre. Avant même l’utilisation du logiciel 
de concordance de pics, la détection automa-
tique de ces pics par un logiciel d’intégration 
standard montre ses limites lorsque des épau-
lements sont présents sur la plupart des pics. 
Plusieurs cas de figure ont été rencontrés : des 
chromatogrammes parfaitement alignés, des 
chromatogrammes présentant un décalage 
systématique aléatoire de tous les pics et des 
chromatogrammes avec de grandes déforma-
tions partielles aléatoires. Les deux premiers 
cas ne posent pas de problèmes de traitement 
particuliers et sont gérés automatiquement par 
le logiciel GC-LC CONCORDANCE. Le dernier 
cas apparaît plus délicat car il n’est pas modélisable. Le 
logiciel laisse alors la possibilité à l’utilisateur de fi xer 
manuellement des pics afi n de permettre, en général, 
de compenser ces déformations critiques.


