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Introduction

B TLC a connu un grand dévéloppement instrumental ces derniéres années

B Le couplage avec MS a ouvert une nouvelle ére dans la technologie HPTLC

But: evaluer si le couplage direct HPTLC-ESI Tandem MS via l'interfase
CAMAG peut contribuer d'une certaine facon a l'identification structurelle des
lipides dans des échantillons complexes par MS/MS (MS") et HR-MS

?

Des adduits de sodium sont formeés chez les lipides complexes lorsque
des spectres ESI + sont obténus a partir de la plaque chromatograhique

X Lipides neutres dans les FAME-ex biodiesel
g
=) Des profiles et identification structural individual de MG, FA, DG (impuretes)

X Des sphingolipides dans le plasma humain

G—
Saass) Des especes moleculaires de SMs et Gb3
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INSTITUTO DE
CARBOQUIMI




Couplage séquentiel HPTLC (AMD)-Densitometrie-MS

DETECTION AND QUANTIFICATION

GRADIENT FLUOROPHORE Uv ESI-MS, MS/MS
SEPARATION  POSTIMPREGNATION + HR-MS (or APCI-

APPLICATION + (primufine) FDIC HPTLC-MS MS)
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Le principe de ’AMD

Developpement multi-étape
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Focalisation

oE
CARBOQUINIGA

CsIC




Automated Multiple Development (AMD)

Pour des échantillons complexes

avec un large interval de polarité
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/ Developpement incremental \
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& Des étapes a 1-2 mm

< Composition différente dans chaque étape
< Répétabilité: +0.45 mm / 90 mm total m.d.

& Gradient jusgu’a 5 disolventes
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Couplage HPTLC-MS

CAMAG interfase
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Glass base of the plate

UV ou/et

® Gb3

® LacCer

FDIC-primuline pour détection et quantification:

® GluCer
® SM

. - Permet une détection quasi-universelle

- Plus sensible que I'UV

- (Semi)Quantification des pics séparés
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- Réperer les coordonnées %
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Primuline n'interfére pas avec les spectres MS eSS




ldentification structurelle de lipides dans FAME-Biodiesel et plasma humain

& ESI-MS, MS/MS (MS), HR-MS

€@ directement a partir de la plaque, via interfase

Des adduits de sodium provenant d'une varieté de ljpids peuvent Etre
fragmentés en mode ESI+ avec une technologie type trappe a ions.
Le sodium reste comme la charge des ions fragmentés. Ceci est utile
por leur identification structurelle par MS" et HR-MS

Quadripoble trappe aions MS/MS ou MS": degré élevé d’information structurel
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Bien adapté lorsqu'un nombre défini de lipides doit étre
analysé

M-QToF Haute Resolution (HR-MS), masse exacte




FAME-based biodiesel

(FAME=EMAG)
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FAME-BIODIESEL: séparation AMD de clases de lipides
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Peak 1 (15.4 mm): Mono-acylglycerides
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Pic 1(15.4 mm): Mono-acylglycerides
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Pic 2 (24.2 mm): Acides gras
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Peak 2 (24.2 mm): Acides gras
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Pic 3 (41.4 mm): Diacyl-glycerides i
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Sphingolipides dans le plasma humain

Classes d'sphingolijpides dans plasma par AMD

DCM MeOH m.d. Drying time
20.0 Vol % 80.0 Vol % 20.0 mm 2.0min |SM
50.0 Vol % 50.0 Vol % 30.0 mm 2.0 min
50.0 Vol % 50.0 Vol % 30.0 mm 2.0 min
50.0 Vol % 50.0 Vol % 30.0 mm 2.0 min |Gb3refocusing
50.0 Vol % 50.0 Vol % 30.0 mm 2.0 min
50.0 Vol % 50.0 Vol % 30.0 mm 2.0 min
70.0 Vol % 30.0 Vol % 40.0 mm 2.0 min [LacCer
80.0 Vol % 20.0 Vol % 50.0 mm 2.0 min [GluCer
90.0 Vol % 10.0 Vol % 60.0 mm 2.0 min _ |Cleaning

Sphingomyelines a partir du plasma par AMD
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Pic 1 (16.7 mm): Sphingomyelines r' -
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Pic 1 (16.7 mm): Sphingomyelines I~
Plasma humain,30 pL
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Pic 2 (28.4 mm): Gb3 (globotriaosylceramide)
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Pic 2 (28.4 mm): Gb3 (globotriaosylceramide)
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Gb3 (globotriaosylceramide)
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Conclusions

Q Le couplage en ligne HPTLC-MS (MS/MS et/ou HR-MS, dans les modes ESI
positive ou négative) via l'interface basée sur I’élution, peut étre utilisé pour
I'identification structurelle des lipides et des sphingolipides neutres dans des
échantillons complexes, comme le biodiesel ou le plasma humain, directement
a partir de la plaque chromatographique

ﬁ Seuls les pics souhaités sur la plaque sont transférées vers l'appareil MS. Ceci
peut également étre utile pour un criblage rapide pour confirmer la présence /
absence d'un lipide donné. Les coliteux enregistrements MS d'échantillons
inconnus peuvent étre réduits a un minimum en utilisant HPTLC-MS : on peut
gagner du temps et économiser de I'argent

ﬁ La sélectivité spatiale fournie par HPTLC-MS est d'intérét pour la considérer
comme une techniqgue complémentaire a LC-MS pour I'analyse des lipides
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