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• Rôle majeur : Barrière de protection.

• Trois couches : épiderme, derme et hypoderme.

• Epiderme : 
• couche basale

• couche spineuse

• couche granuleuse

• couche cornée Couche cornée

(Stratum corneum)
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corneum

La peau



• Acides gras : 9 %

• Cholestérol : 27 %

• Céramides : 41 %

Stratum corneum :

Micro-organismes Allergènes

Eau

Cornéocytes

Lipides

Molécules 
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Acide gras : mise en place de l’organisation lipidique.

Structure générale d’un acide gras

Organisation orthorhombique

Les lipides

Cholestérol : impliqué dans la desquamation.



Céramides : régulent la perte en eau et acteur majeur de l’effet 
barrière.

Les lipides



Identifier et quantifier les lipides du stratum corneum (SC) 
humain.

• Extraction lipides du SC 

• Développement d’une méthode analytique en HPTLC .

Objectif

• Pathologie

• Effet d’une crème

• Composition en lipides de modèles reconstruits
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• Extraction liquide/liquide :

• SC isolé puis broyé au cryo-broyeur ou au Potter-Elvehjem 

• 7 protocoles d’extraction

• Masse de SC identique et Vfinal= 1 mL

SC isolé Cryo-broyeur

Potter-Elvehjem

Extraction des lipides



Automatic TLC Sampler 4 (ATS 4) 

Automated Multiple Development 2 (AMD2)

Chromatogram Immersion Device III

TLC Plate Heater

TLC Scanner 

TLC Visualizer

TLC-MS Interface

Système HPTLC



TSQ Quantum Ultra 
Thermo Scientific

TLC-MS Interface

Couplage interface TLC-MS et Triple quadrupole

Extraction des composés avec 100% méthanol

Injection directe dans le spectromètre de masse

Analyse en ESI négatif
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Extraction des lipides

- 7 protocoles d’extraction liquide/liquide testés

- 2 modes de broyage testés

Extraction liquide/liquide sur SC broyé 
au cryo-broyeur

Extraction liquide/liquide sur SC broyé 
au Potter-Elvehjem 
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Farwanah et al

Farwanah et al (2002)

Gradient 

optimisé

Gradient optimisé 

avec plaque 

LiChrospher® Optimisation du gradient :

•  de la polarité en début de gradient

•  des distances de migration

• Essai d’ajout d’acide

• Changement de la phase stationnaire:

Plaque HPTLC Silice gel   Plaque HPTLC LiChrospher®

Méthode HPTLC



Optimisation de la séparation des céramides :

• Gradient spécifique à 4 solvants 

•  des distances de migration

• Ajout d’acide avec les solvants

Avant 
optimisation

Après 
optimisation

Méthode HPTLC
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Optimisation de la séparation des céramides :

Durée: 3h33 Durée : 2h31

Méthode HPTLC



• Identification grâce aux standards et aux schémas de 
fragmentation issus de publications.

• Confirmation avec la HR-MS

TSQ Quantum Ultra,

Thermo Scientific.

TLC-Interface

Couplage TLC-MS



et Cer OP

Identification par spectrométrie de masse



• LOD = 13.29 ng/bande

• LOQ = 44.35 ng/bande

• Linéarité:

• Répétabilité: 

Intervalle (ng/bande) 47 à 1500 

Equation de la droite y= 13.727x + 3249.5

Ordonnée à l’origine 3249.5

Pente 13.727

Coefficient de corrélation (r²) 0.9979

r² > 0.98 = Linéaire

y = 13,727x + 3249,5

R
2
 = 0,9979

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Nombre de dépôts 8

Moyenne des aires 8194.35

Ecart type 71.79

Coefficient de variation (CV) 0.88 %

CV < 2 % = Répétable

Quantification
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Nom du 
céramide

Quantité
retrouvée 

(ng)

Pourcentage par 
rapport à la masse SC

Cer OH 593.67 0.119 %

Cer 7 AH 492.66 0.099 %

Cer 6 AP < LOD < 0.003%

Cer 8 NH 1081.61 0.216 %

Cer AdS 218.91 0.044 %

Cer 5 AS < LOD < 0.003%

Cer 3 NP 1247.31 0.250 %

Cer 9 EOP < LOD < 0.003%

Cer OS et Ods 386.27 0.077 %

Cer 2 NS et Nds 676.28 0.135 %

Cer 1 EOS < LOD < 0.003 %

Cer ? 578.71 0.116 %

Total 5275.42 0.528 %

Plaque HPTLC quantification céramides

Quantification



18

Conclusion

• Séparation des différentes classes de lipides.

• Identification des céramides par spectrométrie de masse.

• Quantification des céramides.

•Methode adaptée a la quantification des lipides dans des 
échantillons biologiques (peau humaine, modèles reconstruits)
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