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L’analyse quantitative de lipides par
HPTLC, est-elle possible?

L’example des monoacylglycerides en EMAG-biodiesel
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Introduction

guelles informations quantitatives pouvons-nous obtenir en séparant les
mélanges de lipides en classes, et a partir des spectres de masse”?

Example des MG en biodiesel EMAG

carburant renouvelable composé d'esters methyliques des acides gras, substitut
total ou partiel du diésel.

Transesterification catalytique avec un alcool
Qualité EMAG

N

Nature des lipides source (huiles végétales, graisses animales, etc.)

EMAG < 98% conditions de réaction inappropriées

\

Les impuretés lipidigues (MG, DG, TG, acides gras..) affectent la performance
du biodiesel EMAG dans les moteurs

MG peuvent produire obstruction dans les filtres a carburant

@cb Tolerance maximale aux MG: 0.7 wt% (UNE EN14214:2013)
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Caractérisation des Monoacylglycerides (MG) des biodiesel type EMAG

Détection des
MG insaturés

A

AMD uv Flu?)rgspt?ore
Chromatogram Densitometrie impregnation

Séparation des MG

Ftalon: 1-oleoyl-rac-glycerol
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Primuline

Quantification MG
comme classe:

-avec un étalon externe
-avec addition d’etalon

Détection des
MG insaturés + saturés

Fluorescence
(FDIC)
densitometrie

Choix d’étalon

Identification
) espéces
HRMS

ESI-MS, MS?, MS3

Profil ESI-MS des ions

\

Normalization

Semi-quantification
d’espéces




Séparation et détection des MG d’un biodiesel EMAG

» Pas de traitement d’échantillon, pur EMAG
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FDIC, 365/>400 nm

PRIMULINE

200 mg-Lt en MeOH

EMAG-diesel 50%
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Détection UV versus FDIC
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Etalonnage Externe de MG: UV and FDIC-primuline
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Etalonnage par addition standard of MG: UV et FDIC-primuline
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Q

Etalonnage externe PP
) .

HO
HO

6000

n=3

( n ) UVv190
5000 (n=5)

RSD% 6.9 (EMAG)

4000 - FDIC_primlJline' 365 nm RSD% 8.2 (étalon)

- /
2000 /./ UV’ 190 nm FDIC 365/>400 nm
(n=5)
/ RSD% 5.2 (EMAG)
1000 ../// RSD% 7.3 (étalon)

0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Mass of O-RAC (ug)

Area counts

Ultraviolet, 190 nm FDIC-Primuline, 365 nm
Incertitude +tS (95%) Incertitude *tS (95%)
Pente 856,5 29,6 94,3 Pente 2730 70,4 224,1
0. Origine 38,8 35,6 113,2 O. Origine -40,1 84,6 269,2
Coef. Regr. 0,998?2 Coef. Regr. 0,9990038
Conc (ug - uL™) Incertitude Conc (ug - pL™) Incertitude
Valeur 778,0 0,86 0,04 Valeur 3360,7 1,25 0,03

cb

TN RSD% écart-type relatif; et incertitude comme (o,,_, / n)1/2




Etalonnage par addition standard
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Added mass of standard (ug)

Ultraviolet, 190 nm

Incertitude 1S (95%)
Pente 928,8 61,1 169,5
0. Origine 742,8 54,2 150,6
Coef. corrl 0,9914
Conc (ug - pL™") Incertitude
Valeur 0,80 0,11
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FDIC-Primuline, 365 nm

Incertitude +tS (95%)
Pente 1733 37,2 103,3
O. Origine 2032 33,0 91,7
Coef. corrl 0,9990
Conc (pg - L") Incertitude
Valeur 1,17 0,04




Quantification en moyenne de la classe MG d’un EMAG par densitometrie
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External standard (ug - pL) Standard addition
uv 0.86+0.04 «<—>» UV 0.80+0.11
FDIC 1.25+0.03 €«<—>» FDIC

1.17 £ 0.04

/ Des résultats cohérents entre les deux méthodes d'étalonnage pour
chaque technique de détection

/ UV: dosage des MG insaturés. FDIC: dosage des MG saturés + insaturés
(hypothese vraisemblable)

/ On obtient des pourcentages quantitatives en moyenne, car ils dépendent
de l'etalon

/ Nous pouvons choisir un étalon répresentatif a partir de l'identification MS

Maximum MG tolerance en EMAG: 0.7 wt7 (UNE EN14214:2013).
Cette EMAG a 0.1 wt7 in MG. Méthode de control.

Slell
s

CsIC




Profil des MG en EMAG par ESI(+)-MS, e identification par MS/MS et MS3 (ion-trap)
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Les spectres ESI (+)-MS présentent des profils representatifs
d'especes moléculaires individuelles MG dans un EMAG

) les efficacités d'ionisation sont similaires pour les especes
moléculaires appartenant a une classe donnée de lipides*, par example,
les MG;

i) En HPTLC, le solvant-gradient de développement est évaporé avant la
détection;

iii) le solvant d'élution de l'interface (MeOH) a une composition constante
et, de cette maniere, des efficacités d'ionisation similaires sont
obtenues pour les lipides individuels d'une classe.

* Han X. Lipidomics: Comprehensive mass spectrometry of lipids. Wiley & Sons, Inc.
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Normalization des ions de la clase MG et analyse semiquantitative
des especes moléculaires par densitometrie

m/z

377.3
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[C1H30,+Na]*
[C21H40O,+NaJ*
[Cp1H4,04+Na]*
[C,1H3505+Na]*
[C1H40Os+Na]*
[Co5H460,+NaJ"*
[Co3H,4,O4tNa]*

C18:2
C18:1
C18:0
C18:2 oxidé
C18:1 oxidé
C20:0
C20:1 oxidé

%

16
35

10
15

C (g puLt)

0.19
0.43
0.10
0.12
0.18
0.01
0.11

/ Utile pour distinguer le biodiesel de différentes origines (animale,
végétale) ou issu de différents traitements
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Conclusions

Une caractérisation analytique profonde des monoacyglicerides (MG)

dans EMAG biodiesel par HPTLC-densitométrie-Tandem MS est
possible

1) une determination quantitative moyenne de monoacylglycerides comme

classe de lipides, par densitometrie UV (MG insaturés) ou fluorescence-
induite (MG saturés+ insaturés).

2) une identification structurelle directe, rapide and relevante des especes
moléculaires individuelles par ESI(+)-MS/MS (trap d’ions)

3) obtention d’un profil réprésentatif des MG par ESI(+)-MS.

4) normalization des ions ESI-MS pour obténir la composition

semiquantitative des especes moléculaires individuelles a partir des
pourcentages MG préalablement obtenus par densitometrie.
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