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Apport de “l’hyphenation” avant la quantification :

HPTLC@Tyrosinase-ESI-Q-TOFMS

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion
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Apport de “l’hyphenation” avant la quantification :

HPTLC-UV-MS

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion
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Apport de “l’hyphenation” avant la quantification :

HPTLC-UV-APCI-TQMS

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Projet 1

Caractérisation de l’activité enzymatique de l’Invertase et 
criblage de substrats naturels 
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Problématique pour nos 
collègues biochimistes

Mise en place d’une 
approche quantitative par 

HPTLC-UV

Mise en place d’une 
approche de criblage 

TLC-UV-MALDI-MS
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Hydrolyse du saccharose par l’invertase

Quantification de l’activité catalytique de l’enzyme Invertase

❑ Apport de la chromatographie sur couche mince ?

- Enzyme : invertase (β-fructosidase), hydrolyse spécifique du saccharose

Invertase

+

Sucrose
M = 342,29 g.mol-1

Substrat

Glucose
M = 180,16 g.mol-1

Produit

Fructose
M = 180,16 g.mol-1

Produit
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I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion

HPTLC-UV

•Détection directe
•Détection spécifique

• Sensibilité ??

Caractérisation de l’invertase par Michaelis-Menten

Colorimétrie

• Rapide
• Détection indirecte

• Détection non spécifique



Protocole HPTLC-UV

Chauffage à l’étuve, 
100°C, 1h

Dépôts
2 migrations (6,5cm)
ACN/H2O 80/20 (v/v)

366 nm

Plaque de silice 60F254

Imprégnation :
Bisulphate de sodium, 

citrate *

Dérivation par 
immersion

Acide 4-
aminobenzoïque

Chauffage 130 °C, 15 min

Lecture densitométrique :
390 nm

Optimisation du protocole HPTLC-UV 

8

* Ghebregzabher et al. and Fell 

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion
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Optimisations 

* Ghebregzabher et al. and Fell 

1 migration                2 migrations                       3 migrations  

➢ Pas de gain avec 3 migrations
➢ 2 migrations pour un gain de 10 minutes

Optimisation du protocole HPTLC-UV 

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion
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Optimisations 

* Ghebregzabher et al. and Fell 

Immersion            Pulvérisation

II. Influence du temps d’immersionI. Influence du mode de dérivation

➢ Choix de l’immersion ou “dipping”
➢ Temps d’immersion 0 seconde

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion

Optimisation du protocole HPTLC-UV 
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* Ghebregzabher et al. and Fell 

Optimisations 

I. Influence du temps de chauffage

➢ Optimum à 15 minutes  de chauffage à 130 °C 
avec un maximum d’aire de pics pour les 3 
composes.

Dépôts
2 migrations (6,5cm)
ACN/H2O 80/20 (v/v)

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion

Optimisation du protocole HPTLC-UV 



Protocole HPTLC-UV

Chauffage à l’étuve, 
100°C, 1h

366 nm

Plaque de silice 60F254

Imprégnation :
Bisulphate de sodium, 

citrate

Dérivation par 
immersion

Acide 4-
aminobenzoïque
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Validation du protocole HPTLC-UV (ICH Q2(R1))
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Validation de méthode (ICH guidelines Q2(R1) )
- Spécificité, précision, robustesse, limites de quantification

et de détection (RDS <20%)  
- LOD 20 ng/spot et LOQ 60 ng/spot

✓ Séparation suffisante pour une approche quantitative
✓ Faisabilité de la caractérisation enzymatique

hRF (fructose)

hRF  (glucose)

hRF  (sucrose)

= 22

= 10
= 16

Résultats

[1] FEREY J., Da SILVA D., J Chrom A, 2016, 1477, 108-113

Dépôts
2 migrations (6,5cm)
ACN/H2O 80/20 (v/v)

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Caractérisation Michaelis-Menten de l’invertase par HPTLC-UV

Principe de l’étude de Michelis-Menten

366 
nm

[S]

Vi

Vmax

Vmax/2

KM

Courbe de Michaelis-Menten
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S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16

Expérience de Michaelis-Menten par HPTLC-UV (20 min)

➢ Quantification spécifique du glucose et du fructose

0.22

0.10

0.33

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9

hRF

L10

0.16

Concentration de saccharose (substrat) croissante 

Sacc
Glu

Fru

IS

5        7.5       15       20      30      50             150             300             400        500 mM

Détermination des paramètres cinétiques

[1] FEREY J., Da SILVA D., J Chrom A, 2016, 1477, 108-113
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Caractérisation de l’activité enzymatique de l’Invertase et 
criblage de substrats naturels 
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Problématique pour nos 
collègues biochimistes

Mise en place d’une 
approche quantitative par 

HPTLC-UV

Mise en place d’une 
approche de criblage 
HPTLC-UV-MALDI-MS

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Criblage de substrats de l’invertase - extraits de plante
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Enjeux

HPTLC-UV

• Séparation d’isomères (glucose/fructose)
• Quantification des sucres
• Estimation de sur- et de sous-expressions de 
tâches
• Dérivation (faibles LD et LQ): analyses de traces

HPTLC-MALDI (choix d’une matrice)

• Résolution spatiale du laser MALDI (10-20 µm)
•Ionisation de petites molécules  (interférences 
matrice MALDI)

• Compatible à l’analyse TLC-UV non ciblée 

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion
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❑ Apport du couplage HPTLC-MALDI : empreinte massique du substrat et des produits ?

✓ Apport de la HPTLC-UV : Détection rapide de la présence de substrat de l’invertase
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Criblage de substrats de l’invertase - extraits de plante

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Criblage de substrats de l’invertase - extraits de plante
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Enjeux

HPTLC-UV

• Séparation d’isomères (glucose/fructose)
• Quantification des sucres
• Estimation de sur- et de sous-expressions de 
tâches
• Dérivation (faibles LD et LQ): analyses de traces

HPTLC-MALDI (choix d’une matrice)

• Résolution spatiale du laser MALDI (10-20 µm)
•Ionisation de petites molécules  (interférences 
matrice MALDI)

• Compatible à l’analyse TLC-UV non ciblée 

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Choix de la matrice MALDI : compatibilité avce l’analyse HPTLC-UV ?

Objectif : conservation de la séparation par HPTLC

Dépôt

Nanoparticules 
MPs

Immersion
(X3)

Sèche-
cheveux

Plaque imprégnée

Dépôts 
Migration 
Dérivation

MALDI UV50 mm

7
5

 m
m

Protocole d’analyse MALDI TOFMS

366 nm

Plaque dérivée

Fe3O4

Si

hRF = 10
hRF = 16
hRF = 22

hRF = 10
hRF = 16
hRF = 22

Influence de la matrice sur la séparation HPTLC

✓ Dérivation possible 
✓ Aucune migration de la matrice
(nature, taille)
✓Aucune influence de la matrice sur
la migration (hRF identiques avec et 
sans matrice)

Sans
matrice

Avec
matrice

➢ Identification des potentiels substrats?
20
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✓ L’apport de la dimension séparative et de l’information massique a permi de conclure sur :

Zone 2 : raffinose (m/z 527 et fragment)

Zone 4 : lactose (m/z 365 sans fragment)

hRF 2

hRF 10

FEREY J., Da SILVA D., TALANTA, 2017, 170, 419-424

LV 1784 

Zone 10 : saccharose (m/z 365 et fragment)

Zone 16 et 24 : glucose/fructose (m/z 203)

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Projet 2

Certification de l’origine et la provenance de résines 
Boswellia et vérification de la qualité et la variabilité 

des lots

22

Produits complexes et 
hétérogènes

Mise en place d’une 
approche quantitative par 

GC-MS (volatils, non 
volatils)

Mise en place d’une 
approche quantitative des 

triterpènes
HPTLC-UV-MALDI-MS

Etude des 4 résines Boswellia

Mono- / 
Sesquiterpènes

Diterpènes

Triterpènes

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Signatures phytochimiques des Résines Boswellia : CPG-MS

24

B. Neglecta (Kenya) B. Sacra (Oman)

B. Serrata (Inde)B. Carterii (Somalie)

1
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32 32
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45
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50
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Identification de 50 composés/marqueurs de la localisation

Mono- / 
Sesquiterpènes

Diterpènes

Triterpènes
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Composés
B. Neglecta

(Kenya)
B. Carterii
(Somalie)

B. Sacra 
(Oman)

B. Serrata 
(Inde)

Diterpénoïdes

Incensole X X

Serratol X X

Monoterpénoïdes and sesquiterpénoïdes

α-thuyène X X

α-pinène X X X X

β-pinène X X X

D-limonène X X X

Verbénol X X

Triterpénoïdes

Acide α-boswellique X X X X

Acide β-boswellique X X X X

Acide α-acétyl-boswellique X X X

Acide β-acétyl-boswellique X X X

Acide 11-kéto-β-boswellique X

Acide 3-O-acétyl-11-kéto-β-
boswellique

X X

1

2

4

8

13

31

32

44

45

47

48

49

50

Signatures phytochimiques/quantification des Résines Boswellia : 

CPG-MS
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I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Composés
B. Neglecta

(Kenya)
B. Carterii
(Somalie)

B. Sacra 
(Oman)

B. Serrata 
(Inde)

Triterpénoïdes

Acide α-boswellique 0.66 ± 0.14 1.08 ± 0.03 0.74 ± 0.03 1.23 ± 0.05

Acide β-boswellique 1.80 ± 0.09 3.09 ± 0.03 1.66 ± 0.12 3.44 ± 0.01

Acide α-acétyl-boswellique - 1.56 ± 0.04 1.97 ± 0.03 0.73 ± 0.05

Acide β-acétyl-boswellique - 4.98 ± 0.03 2.27 ± 0.05 1.73 ± 0.08

Acide 11-kéto-β-boswellique - 0.33 ± 0.04 0.29 ± 0.08 2.36 ± 0.10

Acide 3-O-acétyl-11-kéto-β-
boswellique -

0.14 ± 0.14 3.66 ± 0.06 1.05 ± 0.16

44

45

47

48

49

50

Quantification des triterpènes des Résines Boswellia : CPG-MS

Mono- / 
Sesquiterpènes

Diterpènes

Triterpènes

1,7%

25,4

%

72,9

%

PLE

Distribution des composés terpèniques (résine Boswellia Serrata)

Concentration en g/100g de résine sèche

Screening exhaustif, successif et long pour le 
contrôle qualité des 4 résines Boswellia

(terpéniques)

Screening rapide et simultané des 4 résines 
Boswellia : TLC-UV (Elution: 15 min) 26

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion
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Lecture sous lampe
UV à 254 nm

Dépôt de 1µL 
de solution

Conditions: Plaque gel de silice 60F254 sur support aluminium
Extraction par solvant pressurisé (PLE), 3 cycles à 40°C avec le chloroforme et dépôt de 1 µL de l’extrait sur la plaque
Dépôt à une vitesse de 4sec/µL avec des bandes de 6mm de largeur à une hauteur de 10 mm et à 10 mm du bord. Espacement de 5 mm entre 2 bandes
Phase mobile: Toluène / Acétate d’éthyle / Heptane / Acide formique (8: 2: 1: 0.3, v/v/v/v)

3 cycles à 
40°C

Chloroforme
sous 100 bar

Extraction 
par solvant 
pressurisé
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Z. Jemmali, D. Da-Silva, E. Destandeau A. Chartier, C. in preparation
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Signatures phytochimiques des Résines Boswellia : TLC-UV-MS

Plaque MALDI

Dépôt de la 
matrice inorganique

Fe3O4

Si

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



❑ Absence de co-migration pour les 4 triterpèrnes suivis 
29

Signatures phytochimiques des Résines Boswellia : TLC-UV-MS
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Quantification des triterpènes des Résines Boswellia : 

HPTLC-UV
Conditions: Plaque gel de silice 60F254 sur support aluminium
Extraction par solvant pressurisé (PLE), 3 cycles à 40°C avec le chloroforme et dépôt de 1 µL de l’extrait sur la plaque
Dépôt à une vitesse de 4sec/µL avec des bandes de 6mm de largeur à une hauteur de 10 mm et à 10 mm du bord. 
Espacement de 5 mm entre 2 bandes
Phase mobile: Toluène / Acétate d’éthyle / Heptane / Acide formique (8: 2: 1: 0.3, v/v/v/v)
Derivatization ; Anisaldéhyde

❑ Approche rapide, visuelle et discriminante des 4 triterpèrnes Boswellic suivis 

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion
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Quantification des triterpènes des Résines Boswellia :

HPTLC-UV

Marqueurs majoritaires B. Neglecta
( Kenya)

B. Carterii
(Somalie)

B. Sacra 
(Oman)

B. Serrata 
(Inde)

α/β acide boswellique 692,1 1386 1004 1887

α/β acide acétyl-boswellique 916,4 1970 1932 1749

acide 11-kéto-β-boswellique 53,06 110,07 195,6 456,4

acide 3-O-acétyl-11-keto-β-
boswellique

136,4 143,2 2258 537,6

Concentration en µg/mL

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



Certification de l’origine et la provenance de résines 
Boswellia et vérification de la qualité et la variabilité 

des lots

32

Produits complexes et 
hétérogènes

Mise en place d’une 
approche quantitative par 

GC-MS (volatils, non 
volatils)

Mise en place d’une 
approche quantitative des 

triterpènes
TLC-UV-MALDI-MS

Etude des 4 résines Boswellia

Mono- / 
Sesquiterpènes

Diterpènes

Triterpènes

❑ Quantification avec la même tendance
❑ Apport de la TLC pour le suivi et CQ des lots

I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion



I- Stratégie II- Michaelis -menten III- Criblage de plantes IV- Résines Boswellia V- Conclusion

 Approche HPTLC parfaitement adaptée au suivi cinétique de l’invertase

Apport de l’HPTLC : Caractérisation de l’activité enzymatique de l’invertase

 Criblage de substrats de l’invertase par approche différentielle HPTLC-UV et 

identification par HPTLC-MALDI-TOF MS  

Apport du couplage HPTLC-Enzymotaugraphie-MS

 Apport d’une méthode de suivi d’interaction Ligand / enzyme

 Analyse spécifique du spot d’intérêt par HRMS pour une identification en vue d’une 

quantification d’une composé non connu

 Détection ciblée de la signature phytochimique des résines par HPTLC-UV-MALDI-MS

Apport de la HPTLC-MS pour une quantification fiable

 Certification de l’origine et la provenance de résines Boswellia et vérification de la 

qualité et la variabilité des lots par une approche orthogonale 

Conclusions : Quantification
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