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Résumé : Les acyles gras (FAs) 

représentent le principal élément constitutif 

des lipides complexes (glycérolipides / 

phospholipides / sphingolipides). Leur 

structure varie en fonction de leur 

fonctionnalisation, nombre de carbones, 

nombre et position d’insaturations. Cette 

variété est à l’origine du très grand nombre 

d’espèces lipidiques et de la complexité de 

leur analyse. 

 

Les travaux menés au cours de cette 

thèse ont démontré, au travers de trois 

publications, que l’évaluation de la 

distribution FAs des glycérolipides et 

phospholipides était accessible grâce à 

l’intensité des ions fragments 

[monoacylglycérol+H- H2O]+ (ions B) 

produits en source APPI/APCI-HRMS, lors 

du couplage à la FIA ou la NPLC.  

 

Les bases de ce nouveau concept ont été 

posées via l’étude des triglycérides d’huiles 

végétales.  

Il a été observé que la distribution des 

intensités des ions B était directement reliée 

à la distribution des FAs, sauf pour le FA 

polyinsaturé C18:3.  

Des coefficients de pondération des 

intensités des ions B ont été calculés pour 

compenser les différences d’ionisation. 

Globalement, un coefficient deux fois plus 

important a été appliqué aux intensités des 

ions B(18 :3) pour compenser sa plus faible 

intensité.  

 

Le concept a ensuite été étendu aux 

phospholipides (PLs). Pour les extraits 

contenant uniquement des diacyl-PLs, la  

transposition est également directe. La 

nature de la tête polaire n’a pas eu 

d’influence sur la formation des ions B. 

 

Pour les extraits contenant à la fois des 

diacyl-PLs et des plasmalogènes (fonction 

éther vinylique) une séparation préalable 

doit être réalisée. En effet, la formation des 

ions B n’a pas lieu au même degré pour ces 

deux sous-classes.  

Une hydrolyse par des vapeurs d’acide 

chlorhydrique a permis de rompre 

spécifiquement les liaisons éthers 

vinyliques. Les plasmalogènes sont alors 

transformés en Lyso-PLs et aldéhydes.  

Ces extraits ont également la particularité de 

contenir des teneurs importantes de FAs 

polyinsaturées. Par analogie avec l’étude 

des TGs, un coefficient pondérateur de deux 

a été appliqué aux intensités des ions B de 

ces FAs. 

 

Pour accéder à la distribution des alkényls 

gras des plasmalogènes, un concept 

similaire à celui des ions B a été mis en 

œuvre avec succès. 

De plus, un schéma de fragmentation a été 

proposé pour les plasmalogènes PC lors de 

l’utilisation de la source APCI. 

 

Enfin, notre nouveau concept a été mis en 

œuvre sur des extraits lipidiques de souches 

Yarrowia Lipolytica (levure oléagineuse) 

modifiées pour favoriser la production de 

FAs à chaînes impaires. La distribution des 

FAs au sein de chaque classe de lipides a été 

évaluée et le concept a été étendu à deux 

autres classes de lipide (Diglycérides-DG et 

glucuronosyl diacylglycerol-GlcADG). 
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Abstract  :  Fatty acyls (FAs) represent 

the main constituent element of complex 

lipids (glycerolipids / phospholipids / 

sphingolipids). Their structure varies 

according to their functionalization, number 

of carbons, number and position of 

unsaturations. This variety is at the origin of 

the very large number of lipid species and 

the complexity of their analysis. 

 

The work carried out during this thesis 

has demonstrated, through three 

publications, that the evaluation of the FAs 

distribution of glycerolipids and 

phospholipids was accessible thanks to the 

intensity of the fragment ions 

[monoacylglycerol+H-H2O]+ (B ions) 

produced in APPI/APCI-HRMS source, 

during coupling to the FIA or the NPLC. 

 

The foundations of this new concept 

were laid through the study of vegetable oil 

triglycerides. 

It was observed that the intensity 

distribution of B ions was directly related to 

the distribution of FAs, except for the 

polyunsaturated FA C18:3. 

Weighting coefficients of the intensities of 

the B ions have been calculated to 

compensate for the differences in ionization. 

Overall, a coefficient twice as large was 

applied to the intensities of the B(18:3) ions 

to compensate for its lower intensity. 

 

The concept was later extended to 

phospholipids (PLs). For extracts 

containing only diacyl-PLs, the 

transposition is also direct. The nature of the 

polar head had no influence on the 

formation of B ions. 

 

For extracts containing both diacyl-PLs and 

plasmalogens (vinyl ether function) a prior 

separation must be carried out. Indeed, the 

formation of B ions does not take place to 

the same degree for these two subclasses. 

Hydrolysis by hydrochloric acid vapors 

made it possible to specifically break the 

vinyl ether bonds. The plasmalogens are 

then transformed into Lyso-PLs and 

aldehydes. 

These extracts also have the particularity of 

containing high levels of polyunsaturated 

FAs. By analogy with the study of TGs, a 

weighting coefficient of two was applied to 

the intensities of the B ions of these FAs. 

 

To access the fatty alkenyl distribution of 

plasmalogens, a concept similar to that of B 

ions has been successfully implemented. 

Additionally, a fragmentation scheme has 

been proposed for PC plasmalogens when 

using the APCI source. 

 

Finally, our new concept was implemented 

on lipid extracts of Yarrowia Lipolytica 

strains (oleaginous yeast) modified to 

promote the production of odd-chain FAs. 

The distribution of FAs within each lipid 

class was evaluated and the concept was 

extended to two other lipid classes 

(Diglycerides-DG and glucuronosyl 

diacylglycerol-GlcADG). 

 



 

4 

 

COLLABORATIONS  

❖ Université Paris-Saclay - IUT d'Orsay 

13 Av. des Sciences, 91190 Gif-sur-Yvette 

❖ UMS IPSIT, Service d'Analyse des Médicaments et Métabolites (SAMM) 

17 Av. des Sciences, 91400 Orsay 

❖ Institut des Corps Gras et produits apparentés (ITERG) 

ZA PESSAC, 11 Rue Gaspard Monge CS 20428, 33610 Canéjan 

❖ Plate-forme de Métabolomique et fluxomique de Toulouse (METATOUL) 

135 Av. de Rangueil, 31077 Toulouse 

❖ Institut national de recherche pour l'agriculture, l'alimentation et l'environnement (INRAE) 

Imp. Yvette Cauchois, 44300 Nantes 

ENCADREMENT  

Ce projet de thèse a été réalisé sous la direction du Professeur Pierre CHAMINADE  

au sein du laboratoire de recherche - Lipides : Systèmes Analytiques et Biologiques - Lip(Sys)²,  

Faculté de Pharmacie, Université Paris Saclay  

17 Av. des Sciences, 91400 Orsay 

FINANCEMENT  

Ce projet a été réalisé dans le cadre de mon activité d’ingénieure d’étude au sein du laboratoire 

Lip(Sys)².



 

5 

 

Remerciements 

Au Docteur Juliette JOUHET ainsi qu’au Docteur Philippe SOUDANT, pour avoir accepté 

de juger la qualité de mes travaux de thèse en tant que rapporteurs.  

Au Docteur Corinne BURE ainsi qu’au Docteur Christophe JUNOT pour avoir accepté 

d’examiner ces travaux. 

A l’Université Paris-Saclay et la Faculté de Pharmacie à travers le Professeur Marc 

PALLARDY (Doyen de la Faculté), Madame Sylvie ETIEMBLE (Déléguée de la Directrice 

Générale des Services), Madame Lorraine THIRION (responsable du Service du Personnel) et 

le Professeur Gilles PONCHEL (responsable de la filière VAE) pour m’avoir permis de réaliser 

mon projet de thèse en parallèle de mon activité d’Ingénieure d’Etudes. 

Au Professeur Gilles PONCHEL pour avoir accepté d’être membre extérieur de mon comité 

de suivi de thèse ainsi que pour votre gentillesse et votre bienveillance lors de nos échanges. 

Au Professeur Pierre CHAMINADE pour m’avoir fait l’honneur d’encadrer ce travail de 

thèse. Vous m’avez transmis un savoir et un savoir-faire précieux qui m’ont permis d’être là où 

je suis aujourd’hui. Votre confiance et la liberté scientifique que vous m’accordez me 

permettent de m’épanouir dans mon travail. Je vous remercie également pour vos conseils et 

votre soutien tout au long de ces années. 

Au Docteur Sylvie HERON ainsi qu’au Professeur Alain TCHAPLA pour nos échanges 

scientifiques, vos relectures et votre bienveillance à mon égard. C’est un honneur pour moi 

d’avoir mon nom à côté des vôtres sur ces travaux. J’ai également une pensée chaleureuse pour 

l’équipe du LETIAM qui m’a toujours bien accueillie, notamment Myriam, Marine, Kaouther 

et Jean. 



 

6 

 

Au Docteur Marie-Joëlle VIROLLE ainsi qu’au Docteur Jean-Marc NICAUD et leurs 

équipes (Clara et Young-Kyoung) pour leur gentillesse, nos échanges et de m’avoir permis de 

mettre en œuvre notre méthode sur vos bactéries et levures de prédilection. Cela est très 

gratifiant pour moi de voir l’apport de mon travail dans vos thématiques de recherches.  

Au Docteur Florent JOFFRE, au Docteur Justine BERTRAND-MICHEL, à Jessica 

DALLOUX-CHIOCCIOLI, au Docteur Anne MEYNIER et à Alice KERMARREC pour 

m’avoir aidé à réaliser ce travail. Votre expertise dans l’analyse des FAs par GC-FID a été un 

prérequis à ce travail, sans vous ce travail n’aurait pas pu se faire.  

Au Docteur Audrey SOLGADI et Bastien PROST pour votre précieuse aide scientifique et 

technique en spectrométrie de masse, lors de ces travaux et de tous les autres. Vous êtes toujours 

enthousiastes pour relever de nouveaux défis et c’est un plaisir de travailler avec vous. 

A l’ensemble de mes collègues pour tous les moments partagés depuis ces nombreuses 

années.  

Aux étudiants qui ont partagé un bout de chemin avec notre équipe et avec qui j’ai beaucoup 

appris, notamment Laurent, Ricardo, Benoit, Nolwenn, Spiro, Kodjo… 

A Marie-France et Jean, ma famille de cœur, pour m’avoir permis de poursuivre mes études.  

A ma famille, celle de mon conjoint et à mes amis pour tout votre soutien. 

A Ralph pour m’avoir supporté dans cette aventure et dans toutes les autres aventures de la 

vie. 

A ma fille, Fanny. 



 

7 

 

TABLE DES MATIERES 

INTRODUCTION GENERALE ................................................................ 21 

PARTIE I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE ............................................. 27 

Chapitre I. Généralités sur les lipides ............................................................ 27 

1. Définition ............................................................................................................. 29 

2. Classification ........................................................................................................ 30 

2.1 Acyles gras .................................................................................................. 31 

2.2 Glycérolipides ............................................................................................. 32 

2.3 Glycérophospholipides ............................................................................... 33 

2.4 Sphingolipides ............................................................................................. 37 

2.5 Stérols ......................................................................................................... 38 

3. Fonctions biologiques .......................................................................................... 39 

3.1 Membranes cellulaires ................................................................................ 39 

3.2 Messagers cellulaires .................................................................................. 41 

3.3 Stockage d’énergie ...................................................................................... 41 

Chapitre II. Analyse lipidomique ................................................................... 43 

1. Introduction .......................................................................................................... 45 

2. Extraction ............................................................................................................. 47 

3. Séparations par chromatographie en phase liquide et supercritique .................... 48 

4. Spectromètres de masse ....................................................................................... 53 

4.1 Sources d’ionisation .................................................................................... 53 



 

8 

 

4.2 Mobilité ionique .......................................................................................... 59 

4.3 Analyseurs ................................................................................................... 60 

4.4 Modes d’acquisition de données en spectrométrie de masse ...................... 64 

4.4.1 L’acquisition par balayage MS ............................................................... 64 

4.4.2 Modes de fragmentation ......................................................................... 65 

4.4.3 Modes d’acquisition MS² ........................................................................ 66 

4.5 Traitement des données ............................................................................... 67 

4.5.1 Traitement des données brutes ................................................................ 67 

4.5.2 Identification et annotations ................................................................... 69 

4.5.3 Quantification ......................................................................................... 73 

5. Exemples d’approches lipidomiques .................................................................... 77 

Chapitre III. Optimisation des conditions chromatographiques en phase 

normale pour l’analyse des lipides et techniques de détection associées ............ 85 

1. Introduction .......................................................................................................... 87 

2. Publication numéro 1 ........................................................................................... 87 

3. Conclusion .......................................................................................................... 107 

Chapitre IV. Acyles gras et voies metaboliques .......................................... 109 

1. Introduction ........................................................................................................ 111 

2. Voies métaboliques des acides gras libres (FFA) .............................................. 111 

3. Voies métaboliques des glycérolipides et des PLs ............................................. 112 

4. Lipidome et pathologies ..................................................................................... 113 



 

9 

 

5. Lipidome, nutrition et santé ............................................................................... 114 

Chapitre V. Analyse des acyles gras :  méthodes usuelles ......................... 117 

1. Analyse des FAMEs par GC-FID et GC-MS ..................................................... 119 

1.1 Séparation et isolement ............................................................................. 119 

1.2 Conversion des FAs en FAMEs ................................................................ 122 

1.3 Conversion des chaînes alkényles en DMAs ............................................ 127 

1.4 Séparation des FAMEs et DMAs par GC ................................................. 127 

1.5 Couplage de la GC au FID et à la MS ...................................................... 129 

2. LC-MS/MS ......................................................................................................... 131 

PARTIE II : RESULTATS ....................................................................... 133 

INTRODUCTION :  ANALYSE DES ACYLES GRAS PAR LES IONS 

B ........................................................................................................................ 135 

1. Origine du concept ............................................................................................. 135 

2. Fragmentation des TGs et PLs en mode positif ................................................. 136 

Chapitre VI. Evaluation de la distribution des acyles gras des 

triacylglycérols par les ions B ............................................................................... 141 

1. Introduction ........................................................................................................ 143 

2. Publication 2 ....................................................................................................... 144 

3. Conclusion .......................................................................................................... 155 

Chapitre VII. Evaluation de la distribution des acyles gras des 

phospholipides et des plasmalogènes par les ions B ........................................... 159 



 

10 

 

1. Introduction ........................................................................................................ 161 

2. Publication 3 ....................................................................................................... 162 

3. Conclusion .......................................................................................................... 179 

Chapitre VIII. Réajustement des lipides dans les souches productrices 

d’acides gras à chaînes impaires de Yarrowia lipolytica ..................................... 181 

1. Introduction ........................................................................................................ 183 

2. Publication 4 ....................................................................................................... 183 

3. Conclusion .......................................................................................................... 204 

DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALE ................................... 207 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ................................................. 217 

  



 

11 

 

ANNEXES 

 

ANNEXE I. Supplémentaires publication 1 ....................................................... 235 

ANNEXE II. Supplémentaires publication 2 ....................................................... 249 

ANNEXE III. Supplémentaires publication 3 ....................................................... 267 

ANNEXE IV. Supplémentaires publication 4 ....................................................... 279 

 

Collaboration sur l’étude des lipides chez les bactéries du genre 

Streptomyces .................................................................................................... 305 

ANNEXE V. Impact de la disponibilité du phosphate sur la teneur en lipides 

membranaires des souches modèles, Streptomyces lividans et Streptomyces 

coelicolor 309 

1. Introduction ........................................................................................................ 311 

2. Publication 5 ....................................................................................................... 312 

3. Conclusion .......................................................................................................... 326 

ANNEXE VI. Corrélation négative entre la teneur en lipides et l'activité antibiotique 

chez Streptomyces : règle générale et exceptions ................................................ 327 

1. Introduction ........................................................................................................ 329 

2. Publication 6 ....................................................................................................... 329 

3. Conclusion .......................................................................................................... 349 

ANNEXE VII. L'inhibition de la production d'antibiotiques chez Streptomyces 

coelicolor surexprimant le régulateur TetR SCO3201 est corrélée aux modifications 

du lipidome de la souche .................................................................................... 351 

1. Introduction ........................................................................................................ 353 

2. Publication 7 ....................................................................................................... 353 

3. Conclusion .......................................................................................................... 370 





 

13 

 

Liste de figures 

Figure 1: Classification des lipides [31]. .................................................................................. 30 
Figure 2: Exemples de structures d’acyles gras. ...................................................................... 32 
Figure 3: Exemples de structures de glycérolipides. ................................................................ 33 
Figure 4: Exemples de structures de glycérophospholipides. .................................................. 35 
Figure 5: Exemples de structure de plasmalogènes et de plasmanyl. ...................................... 36 

Figure 6: Teneur en plasmalogène dans différents tissus de mammifères [35]. ...................... 36 
Figure 7: Exemples de sphingolipides. .................................................................................... 37 
Figure 8: Structure du noyau de base des stérols et exemples de stérols. ................................ 38 
Figure 9: Représentation schématique d'une membrane. ......................................................... 39 
Figure 10: Membranes cellulaires : Synthèse lipidique et composition à l'état d'équilibre (A) ; 

Mécanismes générant une distribution lipidique asymétrique (B) [11]. .................................. 40 

Figure 11: Schéma des domaines de recherche omiques [36]. ................................................ 45 

Figure 12: Analyse lipidomique basée sur la LC-MS [17]. ..................................................... 46 
Figure 13: Focus sur les études lipidomiques basées sur la LC-MS : matrices analysées (A) et 

protocoles d'extraction (B) [17]................................................................................................ 47 
Figure 14: Utilisation de systèmes chromatographiques (A), de modes d'ionisation (B) et 

d'analyseurs de masse (C) dans des papiers lipidomiques à base de LC-MS [17]. .................. 48 
Figure 15: Principe de séparation des lipides utilisant différentes techniques 

chromatographiques : RPLC (A), NPLC (B) et HILIC (C) [47]. ............................................ 49 
Figure 16 : Espace chimique des lipides [47]. ......................................................................... 50 
Figure 17 : Séparations de lipide en mode HILLIC  [49]. ....................................................... 51 

Figure 18 : Séparation d’un mélange de standards de lipides par UHPSFC/ESI+-MS [52]. ... 52 
Figure 19 : Exemple de schémas de sources APCI, APPI et ESI ainsi que leur domaine 

d’application [54]. .................................................................................................................... 53 

Figure 20 : Espèces ioniques majoritaires dans une source APCI : en l’absence de vapeurs de 

solvants LC (A) et en présence de vapeurs de solvants LC (B) [55]. ...................................... 55 
Figure 21 : Source APPI, effets de la phase mobile sur : la surface du pic (a), l’intensité de base 

(b) et le rapport signal sur bruit (S/N) de l’ester méthylique d’EPA (m/z 317) (c) [58]. ......... 57 
Figure 22 : Source ESI : interface (A) et mécanismes d’ionisation (B) [56]. .......................... 58 

Figure 23 : Schéma de l’instrument Agilent IM-QTOF [65]. .................................................. 59 
Figure 24 : Analyses IM-MS de standards d’acides gras avec différents emplacements et 

orientations de doubles liaisons [64]. ....................................................................................... 59 
Figure 25 : Schémas des principaux analyseurs utilisés pour l’analyse des lipides [71]. ........ 60 
Figure 26: Comparaison de la résolution à R = 25 000 et à R = 100 000 à m/z 200 (A) et variation 

de la résolution en fonction du rapport m/z (B) [73]. ............................................................... 62 
Figure 27: Représentation de l’exactitude et de la précision [74]. ........................................... 62 
Figure 28: Schéma du Thermo Orbitrap Velos Pro LC-MS [75]. ............................................ 63 

Figure 29: Photographie et spécifications du Thermo Orbitrap Velos Pro Orbitrap [75]. ....... 63 
Figure 30: Modes de détection MS : analyse complète (full scan), surveillance des ions 

sélectionnés (SIM), surveillance des réactions multiples (MRM) & (SRM) et surveillance de 

réaction parallèle (PRM) [77]. ................................................................................................. 64 

Figure 31: Figure schématique des voies de dissociation en mode CID et HCD [79]. ............ 65 
Figure 32: Schémas des modes d’acquisition: DDA  (a) ; AIF, MSE (b) et SWATH (c) [81]. 67 
Figure 33: Flux de travail en lipidomique non ciblé et flux de travail de traitement de données 

basé sur le logiciel open source MS – DIAL [81]. ................................................................... 70 



 

14 

 

Figure 34: Schéma de la combinaison d'une correspondance 4D (m/z ; RT ; CCS (collision 

cross-section) et MS/MS) pour l'identification des lipides dans la lipidomique non ciblée basée 

sur IM-MS [91]. ....................................................................................................................... 71 

Figure 35: Niveaux de résolution structurale et nomenclatures associées [92]. ...................... 72 
Figure 36 : Effet de la concentration de PC saturées (A et B) et insaturés © sur la réponse de 

l’instrument (trappe ionique) [108]. ......................................................................................... 76 
Figure 37: Distribution de lipides dans des extraits de deux microalgues et d’une plante 

supérieure. Chaque classe de lipides a été quantifiée par TLC-GC-FID, LC-MS/MS-Stds et LC-

MS /MS -QC [19]. .................................................................................................................... 77 
Figure 38: Distribution des FAs des MGDG, PC et TG issues des extraits de deux microalgues 

et d’une plante supérieure. La distribution a été calculée suivant la méthode TLC plus GC-FID 

et la méthode MS/MS-QC [19]. ............................................................................................... 78 
Figure 39: Composition lipidique du NIST SRM 1950, selon le nombre d'espèces lipidiques 

(A) et la concentration (B) [115]. ............................................................................................. 80 

Figure 40: Comparaison  des quantités des classes de lipides les plus concentrées (A) et les 

moins concentrées (B) entre l’étude de Bowden et al. [115] et l’étude LIPID MAPS [14]. Figure 

extraite de l’étude [115]. 81 
Figure 41: Exactitude des données de l'essai inter-laboratoire utilisant le kit p400HR par rapport 

aux données consensuelles pour le NIST SRM-1950 [117]. ................................................... 83 

Figure 42: Séparation de lipides par classe [20]. Sont indiqués en bleu les lipides étudiés pour 

le développement du nouveau concept et en vert les lipides auquel le concept pourrait être 

étendu. .................................................................................................................................... 107 
Figure 43: Biosynthèse des acides gras à longue et très longue chaîne chez les mammifères 

[144]. ...................................................................................................................................... 112 

Figure 44: Synthèse des glycérolipide et PLs à partir d'acides gras à longue chaîne [145]. .. 113 
Figure 45: Localisation de la voie des espèces lipidiques dérégulées détectées dans le LCR post-

mortem dans la maladie de Parkinson [154]. ......................................................................... 114 

Figure 46: Bioactivités des PLs enrichis en DHA/EPA dans les aliments marins [161]. ...... 116 

Figure 47: Instruments CAMAG® pour analyses HPTLC (https://anchrom.in). ................... 120 
Figure 48: Séparation de lipides sur plaque TLC bidimensionnelle [165]. ........................... 120 
Figure 49: Illustration schématique d’une procédure de séparation de lipide par classe réalisée 

par SPE [169]. ........................................................................................................................ 121 

Figure 50: Image d’une plaque HPTLC utilisée pour séparer des extraits de lipides totaux (a) et 

leurs FAMEs correspondant (b) [172].................................................................................... 124 
Figure 51: Comparaison de l’efficacité de trois méthodes de dérivatisation pour la génération 

de FAMEs par HPTLC [172]. ................................................................................................ 125 
Figure 52: Comparaison de l’efficacité de six méthodes de dérivatisation pour la génération de 

FAMEs par GC-FID [173]. .................................................................................................... 126 
Figure 53: Séparation de FAMEs et de DMAs par GC-FID réalisée sur une colonne CP-Sil 88 

- site internet Restek. .............................................................................................................. 128 

Figure 54: Séparation de DMAs et FAMEs issue de graisse intramusculaire d'agneau par GC-

FID [178]. ............................................................................................................................... 129 
Figure 55: Gauche : courbes d'étalonnage du FAME 18:0 obtenue par GC-FID (a), QP-MS (b) 

et IT-MS (c). Droite : facteurs de réponse pour une série de FAMEs saturés (a) et une série de 

FAMEs insaturés (b) obtenus par GC-FID et QP-TIC/QP-SIM/IT-TIC/IT-SIE [179]. IT, ion 

trap; QP, quadrupole; SIE, selected ion extraction; SIM, selective ion monitoring; TIC, total 

ion count. ................................................................................................................................ 130 
Figure 56: Comparaison des méthodes LC-MS et GC-FID pour l’obtention de la distribution 

des FAs. Préparation des échantillons (a). Variabilité intra- et inter-journalière de la 



 

15 

 

concentration en FAs selon les deux méthodes dans : le plasma humain (b) ; l’huile de tournesol 

(c) et l’huile de lin (d) [182]. .................................................................................................. 131 
Figure 57: Gauche : schéma de fragmentation des TGs [186]. Droite : schéma de fragmentation 

des PC [187]. Des illustrations ont été ajoutées aux schémas d’origine. ............................... 137 
Figure 58: Spectre full scan des TGs issus de l’huile d’olive (a) ; zoom dans la gamme m/z 

correspondante aux ions B (b) ; pourcentage des FAs obtenus par GC-FID et par les intensités 

des ions B (c). ......................................................................................................................... 138 
Figure 59: Spectre full scan des PC extraits du cerveau de bœuf (a) ; zoom dans la gamme m/z 

correspondante aux ions B (b) ; distribution en pourcentage des FAs par GC-FID et par les 

intensités des ions B (c). ......................................................................................................... 138 
Figure 60: Biosynthèse des lipides d'ornithine (OL) chez S. coelicolor [195]. ..................... 311 

 

 

  



 

16 

 

Liste des tableaux 

Table 1 : Réactions d’ionisation dans la source APCI : en mode d’ionisation positif (A) et en 

mode d’ionisation négatif (B) [57]. .......................................................................................... 55 
Table 2 : Energies d’ionisation de gaz API, solvants LC, dopants, et énergies émises par les 

lampes UV utilisées en APPI [55].API- ionisation à pression atmosphérique ; IE- ionisation 

électronique ; PA- affinité protonique. ..................................................................................... 55 
Table 3 : Réactions d’ionisation dans la source APPI : en mode d’ionisation positif (A) et en 

mode d’ionisation négatif (B) [57]. .......................................................................................... 57 
Table 4 : Comparaison des caractéristiques et spécifications des analyseurs de masse 

couramment utilisés pour la protéomique [72]. ....................................................................... 61 
Table 5: Comparaison des logiciels d'identification des lipides [87]. ...................................... 68 
Table 6: Conditions d'affectation régiochimique des FAs aux positions sn-1, sn-2 et sn-3 des 

PLs et glycérolipides [19]. ....................................................................................................... 72 
Table 7: Synthèse des méthodes de transméthylation décrites dans la norme NF EN ISO 12966-

2. ............................................................................................................................................. 123 



 

17 

 

Abréviations 

ACT Actinorhodine 

ADN Acide DésoxyriboNucléique 

AIF  Fragmentation des ions de toute la gamme de masse / All Ion Fragmentation 

ANR Agence Nationale de la Recherche 

APCI  

Ionisation chimique à pression atmosphérique / Atmospheric Pressure 

Chemical Ionisation 

APPI  

Ionisation par photoionisation à pression atmosphérique / Atmospheric 

Pressure PhotoIonisation 

ARN Acide RiboNucléique 

ATP Adénosine TriphosPhate  

CCS Collision Cross-Section 

CE Esters de cholestérol 

CID  

Dissociation induite par collision après activation résonnante / Collision 

Induced Dissociation 

Corona-CAD® Détecteur d’aérosol chargé 

CV Coefficient de Variation  

DDA  Acquisition des données dépendantes / Data Dependent Acquisition 

DEDL Détecteur Evaporatif à Diffusion de la Lumière 

DG Diacylglycerols 

DHA Acide docosahexaénoïque  

DIA  Acquisition données indépendante / Data Independent Acquisition 

DMAs Diméthylacétals 

DMS Spectrométrie de mobilité différentielle  

EPA Acide eicosapentaénoïque 

ESI  Ionisation par électrospray / Electrospray Ionisation 

FAMEs Acides gras d’ester méthylés / Fatty Acid Methyl Esters 

FAs Acyles gras / Fatty Acyls 

FFAs  Acides gras libres / Free Fatty Acids 

FIA  Analyse par injection en flux continu, Flow Injection Analysis 

FID Détecteur à ionisation de flamme 

FT-ICR  

Résonance Cyclotronique des ions à transformée de Fourier / Fourier-

Transform Ion-Cyclotron Resonance 

FWHM Largeur à mi-hauteur / full width at half maximum 

GC  Chromatographie en phase gazeuse / Gas Chromatography 

GlcADG Glucuronosyl diacylglycérol 

GlcCers  GlucosylCéramides 

GSLs Glycosphingolipides 

HCD 

Dissociation induite par collision à haute énergie après activation non-

résonnante/Higher energy Collision induced Dissociation 

HILIC 

Chromatographie liquide d’interactions hydrophiles / Hydrophilic 

Interaction Liquid Chromatography 

HPTLC High Performance Thin Layer Chromatography 



 

18 

 

HRMS  

Spectrométrie de masse à haute résolution / High Resolution Mass 

Spectrometry 

Ions A [DG+H-H2O]+ 

Ions B [MG+H-H2O]+ 

IM Mobilité ionique / Ion Mobility 

IT Trappe ionique / Ion trap 

LC  Chromatographie en phase liquide / Liquid Chromatography 

LC-MS Chromatographie Liquide couplée à la Spectrométrie de Masse 

LCR  Liquide CéphaloRachidien 

LIT Trappe ionique linéaire / Linear Ion Trap 

LOD Limite de détection 

LOL Lyso Ornithines Lipides  

LOQ Limite de quantification 

LPA Acide lysophosphatidique 

LPC Lysophosphatidylcholine 

LPE Lysophosphatidyléthanolamine 

LPS Lysophosphatidylserine 

m/z Rapport masse/charge 

MG Monoacylglycerols 

MP Maladie de Parkinson  

MRM Multiple Reaction Monitoring 

MS  Spectrométrie de masse / Mass Spectrometry 

MS1 Full scan 

MS² (MS/MS) Spectrométrie de masse en tandem / Tandem Mass Spectrometry 

NAPE N-Acylphosphatidylethanolamines 

NPLC Chromatographie Liquide à polarité de Phase Normale 

OL Ornithines lipides  

PA Acide phosphatidique  

PC Phosphatidylcholine 

PE Phosphatidyléthanolamine 

PG Phosphatidylglycérol 

PI Phosphatidylinositol 

PIMs Phosphatidylinositol mannosides  

PIP Phosphatidylinositol phosphates 

PLs Phospholipides 

P-PLs Plasmalogènes 

PRM Parallel Reaction Monitoring 

PS Phosphatidylsérine 

PUFAs Acides gras polyinsaturés / Polyunsaturated Fatty Acids 

Q Quadripôle  

QC  Contrôle qualité / Quality Control 

QqQ Triple quadripôle 

RED Undecylprodigiosin 

RMN  Résonance Magnétique Nucléaire 



 

19 

 

RPLC 
Chromatographie Liquide à polarité de Phases Inversée / Reverse Phase 

Liquid Chromatography 

RT Temps de rétention / retention time 

SE Esters de stérol 

SFC  

Chromatographie en phase supercritique / Supercritical Fluid 

Chromatography 

SIM Selective Ion Monitoring 

SM Sphingomyélines 

SPE  Extraction sur phase solide / Solid Phase Extraction 

SQDG SulfoQuinovosylDiacylGlycerols 

SRM Selected Reaction Monitoring  

SWATH  

Acquisition séquentielle de toutes les fenêtres de masse / Sequential Window 

Acquisition of all THeoretical fragment-ion spectra 

TGs Triglycérides 

TLC Thin layer chromatography / chromatographie sur couche mince 

TOF  Temps de vol / Time Of Flight 

UPLC 

Chromatographie liquide ultra performance / Ultra Performance Liquid 

Chromatography 

UV Ultraviolet 

  

  

  
 





 

 

Introduction générale 

21 

 

INTRODUCTION GENERALE 

Les lipides sont des substances composant les matières grasses, dans lesquelles les acides gras 

et le glycérol sont les éléments prédominants [1]. La relation entre les lipides et la santé humaine 

a été explorée dès les années 1900, où les lipides ont été notés comme des facteurs nutritionnels 

importants [2,3] et se sont fréquemment avérés être modifiés par rapport aux concentrations 

homéostatiques dans des conditions physiopathologiques [4–6].  

Sur le plan alimentaire, tous les lipides ne représentent pas le même apport, notamment par leur 

composition en acides gras [7]. Plusieurs sources d'information suggèrent que les êtres humains 

ont évolué avec un régime oméga-6 (œuf, viande, fromage, huile de tournesol…) et oméga-3 

(poissons gras, noix, huile de cameline…) dans un rapport ∼ 1 :1 alors que dans les régimes 

occidentaux, le rapport est de 15 :1 à 16,7 :1 [8]. Ces deux familles d’acides gras sont 

métabolisées par des enzymes communes et se trouvent ainsi en compétition. Ce fort ratio en 

faveur des oméga-6 favorise la pathogenèse de nombreuses maladies, notamment les maladies 

cardiovasculaires, les cancers, les maladies inflammatoires et auto-immunes [8].   

Les acides gras trans peuvent être d’origine naturelle (produits issus de ruminants tels que le 

lait et la viande) [9]. Cependant, ils peuvent également être issus du chauffage à haute 

température des huiles végétales ou issus de procédés industriels d’hydrogénation des acides 

gras insaturés (chips, viennoiserie, pizza, gâteaux, etc.) [10]. La consommation d’acides gras 

trans d’origine industrielle est considérée comme présentant un risque accru de maladies 

cardio-vasculaires. 

Les lipides exercent également des rôles majeurs au sein des organismes vivants. Ils sont les 

principaux constituants des membranes cellulaires (phospholipides ou PLs), permettent le 

stockage d’énergie (triglycérides ou TGs) et sont impliqués dans les voies de signalisation grâce 
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auxquelles les cellules communiquent entre elles et avec leur environnement [11]. Là encore, 

la nature des acides gras substitués sur les lipides complexes (PLs, TGs…) influe directement 

sur les fonctions cellulaires. Par exemple, les PLs polyinsaturés favorisent la fluidité des 

membranes, alors que des PLs saturés les rendent rigides [12].  

Un déséquilibre des acyles gras (FAs) est observé dans certaines pathologies telles que les 

cancers, les maladies cardiovasculaires ou dans divers troubles neurologiques [13]. 

Parmi les quatre types de molécules biologiques qui composent le corps humain, c'est-

à-dire les acides nucléiques, les acides aminés (protéines), les glucides (sucres) et les lipides 

(graisses), les lipides se distinguent des divers métabolites cellulaires par le simple nombre de 

molécules distinctes [14].  

La base de données LIPID MAPS [15] recense à ce jour 47 704 structures lipidiques uniques et 

biologiquement pertinentes, regroupées en 8 catégories [16]. La première catégorie regroupe 

les acyles gras (10 509), la deuxième les glycérolipides (7 731) et la troisième les 

glycérophospholipides (10 064). Ces 3 catégories représentent 60% des lipides inventoriés à ce 

jour par cette base de données.   

Les glycérolipides et les PLs contiennent une structure glycérol sur laquelle est substitué un, 

deux ou trois FAs. La variabilité structurelle des FAs (fonctionnalisation, longueur de chaîne, 

nombre et position des insaturations) confère à ces deux catégories de lipides une grande 

diversité d’espèces moléculaires, généralement retrouvée dans les extraits lipidiques d’origine 

naturelle.  

Les analyses lipidomiques visent à étudier l’ensemble des lipides d’un système (organisme, 

cellule, tissus ou encore fluide biologique) afin de mieux comprendre les variations de 

composition occasionnées par différentes situations physiologiques et pathologiques. Ces 

analyses sont principalement réalisées par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie 

de masse (LC-MS), mais de nombreux défis restent encore à relever pour l’obtention de 
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données quantitatives fiables [17]. Les difficultés de la lipidomique quantitative, dont les 

principes reposent sur les techniques d’étalonnage classiques, s’expliquent d’une part par la très 

grande diversité des lipides à quantifier à mettre en regard avec la faible disponibilité des 

standards commerciaux et, d’autre part aux variations de réponse des spectromètres de masse 

en fonction de la nature des espèces moléculaires de lipides [18]. 

L’analyse des esters méthyliques d'acides gras (FAMEs) par chromatographie en phase gazeuse 

couplée au détecteur à ionisation de flamme (GC-FID) est une technique bien établie qui permet 

d’accéder quantitativement à la distribution des FAs. L’obtention de la distribution des FAs par 

classe, nécessite néanmoins une étape de séparation contraignante et est de ce fait peu usitée 

[19]. 

Dans ce travail, nous avons développé un nouveau concept d’évaluation de la distribution des 

FAs, intermédiaire entre la lipidomique quantitative et l’analyse des FAMEs par GC-FID. Pour 

cela, nous avons utilisé la méthode utilisant la chromatographie liquide à polarité de phase 

normale couplée au spectromètre de masse (NPLC-MS) permettant la séparation des lipides par 

classes, que nous avons publiée en 2017 dans Journal of Chromatography A [20]. Cette méthode 

permet une approche lipidomique, puisque l’ensemble des espèces moléculaires des extraits 

lipidiques sont accessibles. L’originalité du travail réside dans l’investigation des intensités des 

ions fragments monoacylglycérol [MG+H-H2O]+ produit par les glycérolipides et les PLs lors 

de l’utilisation des sources d’ionisation par photoionisation à pression atmosphérique (APPI) et 

d’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) pour l’obtention de la distribution des 

FAs. L’étude de nos spectres de masse a mis en exergue une similitude entre la distribution des 

ions [MG+H-H2O]+ et la distribution des FAs obtenue par GC-FID. Dans ce travail, nous avons 

donc étudié la faisabilité d’utiliser ces ions pour évaluer la distribution en FAs. 
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Les chapitres I à V rassemblent les différents aspects de l’état de l’art sur les lipides et leur 

analyse en lien avec le sujet de cette thèse. 

Le chapitre I présente la classification des lipides ainsi que leurs fonctions biologiques. Les 

notions de catégories, de classes et de sous-classes de lipides étant fréquemment utilisées dans 

le manuscrit, ces notions y sont détaillées.   

Le chapitre II est consacré aux analyses lipidomiques menées par LC-MS. Les étapes 

d’extraction de lipides, de séparations par LC, de détection MS et de traitement des données 

sont passées en revue. Les difficultés rencontrées lors des études lipidomiques quantitatives 

sont présentées au travers de plusieurs exemples. Ces éléments permettent de situer notre 

approche par rapport à ce type d’analyse.  

Le chapitre III est consacré à la méthode séparative, publiée antérieurement aux travaux de 

thèse [20]. C’est à partir des spectres de masse obtenus par le couplage de cette méthode avec 

les sources APCI/APPI-MS qu’est née l’idée d’investiguer les ions [MG+H-H2O]+ pour accéder 

à la distribution des FAs. Cette méthode est le support de toutes les analyses LC-MS réalisées 

durant la thèse. Il nous a donc semblé important d’incorporer cette publication au manuscrit.  

Le chapitre IV présente les acyles gras dans leur contexte biologique, de leur synthèse à leur 

influence sur notre santé.   

Le chapitre V détaille l’analyse des FAMEs par GC-FID et MS, principales techniques 

utilisées pour accéder à la distribution des FAs. Un exemple d’analyse des FAs, issus de 

l’hydrolyse des lipides, par LC-MS/MS est également abordé.  

Les chapitres VI à VIII détaillent, à travers trois publications, les différentes étapes du 

développement de notre approche pour l’évaluation de la distribution des FAs des 

glycérolipides et PLs. 
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Dans le chapitre VI, les bases de notre nouveau concept sont posées à travers l’étude des TGs 

issus d’huiles végétales [21].  

Dans le chapitre VII, le concept a été étendu aux classes des PLs. Cette étude nous a conduit 

à développer une stratégie particulière pour prendre en compte la présence de plasmalogènes 

[22].   

Dans le chapitre VIII nous avons mis en œuvre notre nouveau concept sur des souches 

Yarrowia Lipolytica (levure oléagineuse) modifiées pour favoriser la production d’acyle gras à 

chaînes impaires [23]. 

Les annexes I à IV correspondent aux données supplémentaires (supplementary) des quatre 

publications intégrées au manuscrit. 

Les annexes V à VII rassemblent trois publications qui, elles aussi, découlent de la publication 

de notre méthode NPLC d’analyse des lipides par classe [20] et qui présentent, à ce titre, un 

lien avec ce travail de thèse. Ces trois articles [24–26] concrétisent notre participation à l’étude 

du métabolisme lipidique de souches de Streptomyces génétiquement modifiées menées dans 

le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr. M.J. Virolle (I2BC/Université Paris-Saclay). 

Dans ces travaux, nous n’avons pas exploité l’approche décrite dans les chapitres VI~VIII pour 

la mesure de la distribution des FAs qui était alors en cours de développement. Il s’agit 

cependant d’un travail connexe, effectué conjointement à mes travaux de thèse dans le cadre de 

mes activités d’Ingénieure d’Etudes d’où sa présence dans le manuscrit sous forme d’annexes. 
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CHAPITRE I. GENERALITES SUR LES LIPIDES 

 





 

 

Chapitre I.  Généralités sur les lipides 

29 

 

1. Définition 

Selon l’IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) « lipides » correspond 

à un « terme vague désignant des substances d'origine biologique solubles dans des solvants 

non polaires. Ils sont constitués de lipides saponifiables, tels que les glycérides (graisses et 

huiles) et phospholipides, ainsi que des lipides insaponifiables, principalement des stéroïdes » 

[27]. 

Les progrès de la spectrométrie de masse au cours des deux dernières décennies a permis le 

développement d’approches « omiques » [28]. Ces approches ont pour objectif d’appréhender 

la complexité du vivant dans son ensemble [29]. Cependant, ces nouvelles technologies 

génèrent un volume considérable de données, qu’il est impératif d’organiser et de traiter.  

C’est pourquoi, en 2005, l’ILCNC (International Lipid Classification and Nomenclature 

Comittee) sous le parrainage du consortium LIPID Metabolites and Pathways Strategy (LIPID 

MAPS), a développé un système de classification globalisé des lipides en se basant sur la 

définition proposée par Fahy et al [30]. Les lipides y sont définis comme « de petites molécules 

hydrophobes ou amphipathiques qui peuvent provenir entièrement ou en partie de 

condensations à base de carbanions de thioesters (acyles gras, glycérolipides, 

glycérophospholipides, sphingolipides, saccharolipides et polycétides) et/ou par condensations 

à base de carbocations d'unités d'isoprène (lipides de prénol et lipides de stérol) ». Une mise à 

jour a étendu la classification, initialement basée sur les lipides présents chez les espèces 

mammifères, à ceux présents chez les plantes, bactéries et champignons d’après les travaux de 

Fahy et al. publiés en 2009 [16]. 
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2. Classification 

Le consortium LIPID MAPS met à disposition via son site internet [15] la plus grande base 

de données sur les lipides ainsi que des outils associés. Les lipides y sont classés suivant 8 

grandes catégories : les acyles gras, les glycérolipides, les glycérophospholipides, les 

sphingolipides, les stérols, les prénols, les saccharolipides et les polycétides. Chaque catégorie 

de lipides est divisée en classes, elles-mêmes divisées en sous-classes. Sur la Figure 1, les 8 

catégories sont présentées en rouge et les principales classes de lipides (des cellules eucaryotes) 

associées sont notées en noir.  

Les catégories se différencient par leurs motifs structuraux au niveau de leurs chaînes lipidiques 

principales. Les classes se différencient par la nature et le nombre des groupements polaires. 

Les sous-classes se différencient par la structure des chaînes acyles fixées sur la chaîne 

principale (ramification, longueur des chaînes carbonées, présence et position d’insaturations, 

présence d’hétéroatomes).   

Dans le cadre de ce travail, seules les cinq premières catégories ainsi que leurs classes associées 

seront abordées. La nomenclature est reprise de LIPID MAPS, à l’exception de l’abréviation 

phospholipides (PLs) usuellement employée pour désigner la catégorie des 

glycérophospholipides (GPs).  

Figure 1: Classification des lipides [31]. 

Les structures des lipides présentées ci-après sont reprises du site internet LIPID MAPS.  
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2.1 Acyles gras 

La structure des acyles gras représente le principal élément constitutif des lipides 

complexes, c’est donc l'une des catégories fondamentales des lipides biologiques. Cette 

catégorie comporte 13 classes : 

• [FA01] Les acides gras (FAs) et dérivés, constitués d’une succession de groupements 

méthylène ainsi que d’un acide carboxylique terminal.  

• [FA02] Les octadécanoïdes, composés dérivant d'acides gras à 18 atomes de carbone. 

• [FA03] Les eicosanoïdes, composés dérivant de l’acide arachidonique. 

• [FA04] Les docosanoïdes, composés dérivant de l'acide docosahexaénoïque. 

 

Le groupement carboxylique peut-être remplacé par différents groupements définissant ainsi 

les classes des :  

• [FA05] Alcools gras (-OH)  

• [FA06] Aldéhydes gras (-CH=O)  

• [FA07] Esters gras (R-CO-O-R’) 

• [FA08] Amides gras (-CONH2)  

• [FA09] Nitriles gras (-C≡N) 

• [FA10] Ethers gras (-C-O-R) 

A ces classes s’ajoutent les classes des : 

• [FA11] Hydrocarbonés gras 

• [FA12] Hydrocarbonés gras oxygénés 

• [FA13] Acyles gras glycosylés  

Des exemples d’acyles gras sont présentés sur la Figure 2. 
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FAs : acide oléique      Eicosanoïdes : prostaglandine A2 

 

Alcools gras : dodecanol    Amides gras : dodecanamide 

 

 

Hydrocarbonées gras oxygénés :    Acyles gras glycosilés :   

9R,10S-Epoxy-6Z-eicosene    1-O-α-D-glucopyranosyl-(2-tetradecanoyloxy)-eicosan-1-ol 

Figure 2: Exemples de structures d’acyles gras. 

2.2 Glycérolipides 

Les glycérolipides englobent les lipides contenant du glycérol, hormis les 

glycérophospholipides. Cette catégorie comporte 5 classes numérotées GL01 à GL05. 

Les classes les plus abondantes sont les glycérols mono-, di- et tri-substitués, les plus connus 

étant les esters d'acides gras du glycérol (acylglycérols) : 
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• [GL01] Monoacylglycérols  

• [GL02] Diacylglycérols  

• [GL03] Triacylglycérols  

Deux autres classes supplémentaires sont caractérisées par la présence d'un ou plusieurs résidus 

de sucre attachés au glycérol via une liaison glycosidique : 

• [GL04] Glycosylmonoradylglycérols  

• [GL05] Glycosyldiradylglycérols  

Des exemples de structures de glycérolipides sont présentés sur la Figure 3. 

 

 

MG : 1-acyl-sn-glycerol   DG: 1,2-diacyl-sn-glycerol  TG:  triacyl-sn-glycerol 

 

 

SQMG(16:1/0:0)      MGDG: 1,2 diacyl-3-O-β-D-galactosyl-sn-glycerol  

1-(9Z-hexadecenoyl)-3-(6'-sulfo-α-D-quinovosyl)-sn-glycerol 

Figure 3: Exemples de structures de glycérolipides. 

2.3 Glycérophospholipides 

Les glycérophospholipides sont les principaux lipides des membranes cellulaires. Leurs 

structures amphotères permettent une organisation lipidique, notamment en bicouches.  

Les glycérophospholipides sont divisés en fonction de la nature de leur tête polaire en position 

sn-3 du squelette glycérol (hors archéobactéries, en position sn-1).  
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Cette catégorie comporte 20 classes :  

• [GP01] Glycérophosphocholines (PC) 

• [GP02] Glycérophosphoethanolamines (PE) 

• [GP03] Glycérophosphoserines (PS) 

• [GP04] Glycérophosphoglycerols (PG) 

• [GP05] Glycérophosphoglycerophosphates (PGP) 

• [GP06] Glycérophosphoinositols (PI) 

• [GP07] Glycérophosphoinositol monophosphates (PIP) 

• [GP08] Glycérophosphoinositol bisphosphates (PIP2) 

• [GP09] Glycérophosphoinositol trisphosphates (PIP3) 

• [GP10] Glycérophosphates (PA) 

• [GP11] Glycéropyrophosphates (PPA) 

• [GP12] Glycérophosphoglycerophosphoglycerols (CL) 

• [GP13] CDP-Glycérols  

• [GP14] Glycosylglycérophospholipids  

• [GP15] Glycérophosphoinositolglycans  

• [GP16] Glycérophosphonocholines  

• [GP17] Glycérophosphonoethanolamines  

• [GP18] Di-glycerol tetraether phospholipids (caldarchaeols)  

• [GP19] Glycerol-nonitol tetraether phospholipids  

• [GP20] Glycérophospholipids oxydés 
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Les principales classes de glycérophospholipides sont présentées sur la Figure 4. 

 

 

PC: 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine  PE :1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 

 

 

PS : 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphoserine   PG : 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol 

 

 

PI: 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphoinositol  PA : 1,2-diacyl-sn-glycero-3-phosphate 

 

 

CL: 1',3'-Bis-(1,2-diacyl-sn-glycero-3-phospho)-sn-glycerol 

Figure 4: Exemples de structures de glycérophospholipides. 

Les sous-classes de cette catégorie, abordées dans ce travail de thèse, correspondent aux 

diacyl-PLs, monoacyl-PLs (lyso-PLs), 1-O-alkényl-PLs (plasmalogènes ou P-PLs) et 1-O 

alkyl-PLs (plasmanyls).   

Dans le cas des 1-O-alkényl-PLs, un alcool vinylique gras est substitué en sn-1 du glycérol pour 

former une liaison éther vinylique. Dans le cas des 1-O alkyl-PLs un alcool gras (non vinylique) 

est substitué en sn-1 du glycérol pour former une liaison éther, un exemple de ces deux sous-

classes est présenté sur la Figure 5.  
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PC(P-14:0/18:1(9Z)): 1-O-(1Z-tetradecenyl)-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 

PC(O-16:0/18:1(9Z)): 1-hexadecyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 

Figure 5: Exemples de structure de plasmalogènes et de plasmanyl. 

Les éthers lipides sont principalement rencontrés dans les membranes cellulaires 

inflammatoires [32]. Les plasmalogènes (P-PLs) sont quant à eux essentiellement rencontrés 

dans la classe des PE et PC à l’état basal de certains tissus comme le cœur [33] ou le cerveau 

[34]. Les plasmalogènes jouent un rôle d’antioxydant vis-à-vis des FAs polyinsaturés 

généralement substitués en position sn-2. La Figure 6 illustre la teneur de ces plasmalogènes 

dans différents tissus de mammifères.  

 

Figure 6: Teneur en plasmalogène dans différents tissus de mammifères [35].   

Fonction éther (plasmanyl) 

Fonction ester 

Fonction vinyle éther (plasményl ou plasmalogènes) 
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2.4 Sphingolipides 

Les sphingolipides sont caractérisés par la présence d’un squelette commun appelé « base 

sphingoïde ». Cette catégorie se divise en neuf classes : 

• [SP01] Bases sphingoïdes et leurs dérivés simples (comme le 1-phosphate) 

• [SP02] Céramides (bases sphingoïdes avec un acide gras lié par une liaison amide) 

• [SP03] Phosphosphingolipides (liaisons phosphodiester) 

• [SP05] Glycosphingolipides neutres (liaisons glycosidiques) 

• [SP06] Glycosphingolipides acides (liaisons glycosidiques)  

• [SP07] Glycosphingolipides basiques (liaisons glycosidiques) 

• [SP08] Glycosphingolipides amphotères (liaisons glycosidiques) 

• [SP04] Phosphonosphingolipides (autres liaisons) 

• [SP09] Arsenosphingolipides (autres liaisons) 

Des exemples de sphingolipides sont présentés sur la Figure 7. 

 

Bases sphingoïdes : Sphingosine     Céramide 

 

Phosphosphingolipides : Sphingomyéline 

  Neutral glycosphingolipids : Galα1-4Galβ1-4Glcβ-Cer(d18:1/16:0) 

(Gb3(d18:1/16:0))  

Figure 7: Exemples de sphingolipides.  



 

 

Chapitre I.  Généralités sur les lipides 

38 

 

2.5 Stérols 

Les stérols résultent d’une structure à quatre noyaux fusionnés, hydroxylée sur le carbone 

n°3, appelé noyau stérane. Cette catégorie se divise en cinq classes, principalement en fonction 

de la fonction biologique : 

• [ST01] Les stérols englobent le cholestérol et ses dérivés (issus de sources végétales, 

fongiques et marines). Cette classe joue un rôle essentiel dans les lipides membranaires 

chez les mammifères. 

• [ST02] Les stéroïdes comprennent des stérols intervenant en tant qu'hormones et 

molécules de signalisation, par exemple les œstrogènes et la testostérone. 

• [ST03] Les secostéroïdes comprennent les diverses formes de vitamine D, et sont 

caractérisées par le clivage de l'anneau B du noyau stérane. 

• [ST04] Les acides biliaires et dérivés.  

• [ST05] Les stéroïdes conjugués. 

La structure du noyau de base des stérols ainsi que des exemples de stérols sont présentés 

sur la Figure 8. 

Figure 8: Structure du noyau de base des stérols et exemples de stérols.  

Noyau de base des stérols Stérols : Cholestérol Stéroïdes : Testostérone 

Seco-stéroïdes : Vitamine D2 Acides biliaires et dérivés Acide cholique 
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3. Fonctions biologiques 

Les lipides ont trois fonctions biologiques principales. Ce sont les constituants majoritaires 

des membranes cellulaires, ils interviennent en tant que messagers dans la signalisation et sont 

utilisés pour le stockage d'énergie métabolique. 

3.1 Membranes cellulaires 

Les membranes cellulaires sont constituées principalement de phospholipides, molécules 

amphiphiles composées d’une tête polaire et d’une ou de deux chaînes aliphatiques [11]. Un 

schéma communément utilisé pour représenter les membranes biologiques est présenté sur la 

Figure 9. En plus des phospholipides, des stérols, des sphingolipides, des glycolipides et des 

protéines sont insérés dans la membrane.  

 

Figure 9: Représentation schématique d'une membrane. 
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La composition des bicouches lipidiques varie suivant la membrane (plasmique et organite) 

et présente souvent une asymétrie, Figure 10.  

 

Figure 10: Membranes cellulaires : Synthèse lipidique et composition à l'état d'équilibre 

(A) ; Mécanismes générant une distribution lipidique asymétrique (B) [11]. 

Les histogrammes, Figure 10 A, permettent de comparer les pourcentages de PLs chez les 

mammifères (bleu) et chez la levure (bleu clair). Suivant les membranes étudiées, les 

pourcentages en PLs peuvent être plus ou moins différents. Le panneau principal montre le site 

de synthèse des principaux PLs (bleu) et des lipides impliqués dans les voies de signalisation et 

de reconnaissance des organites (rouge). Le réticulum endoplasmique est le principal organite 

de biosynthèse lipidique.  

La Figure 10 B, présente la distribution des lipides de part et d’autre des membranes 

biologiques. Le réticulum endoplasmique possède une distribution lipidique symétrique. 

Cependant, la membrane plasmique présente une asymétrie due à la présence ou à l’absence de 

transporteurs permettant de franchir la bicouche (noté P4). Le PE et le PS traversent la bicouche 

et sont présents très majoritairement dans la couche interne de la membrane plasmique.  

A B 
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Le PC, la SM et les glycosphingolipides (GSLs) restent très majoritairement, voire 

exclusivement (pour les GSLs), sur la couche externe de la membrane. 

3.2 Messagers cellulaires 

Les produits de dégradation des lipides membranaires servent de seconds messagers 

lipidiques. Ainsi, les PLs vont produire par dégradation des LPC, LPA, PA et DG. Les 

sphingolipides vont produire par dégradation la sphingosine-1-phosphate, le Cer-1-phosphate 

et des céramides. L'acide arachidonique produit les eicosanoïdes et les endocannabinoïdes de 

signalisation. Les phosphatidylinositol phosphates (PIP) sont également produits, ils marquent 

les membranes cellulaires pour le recrutement des protéines. Ces messagers sont présentés en 

rouge sur la Figure 10 A.  

Les lipides de signalisation et de reconnaissance représentent moins de 1% des PLs totaux, à 

l'exception des céramides.  

3.3 Stockage d’énergie 

Les FAs sont la principale source d’énergie métabolique, ils sont stockés par l'organisme 

sous forme de TGs. Lors de l’hydrolyse des TGs, les FAs libérés sont dégradés dans la 

mitochondrie, suivant le schéma de la β-oxydation appelé également « tour d’hélice de Lynen ». 

À chaque tour de l’hélice de Lynen, le FA perd deux carbones, sous la forme d’une molécule 

d’acétyl-CoA. Puis, l’acétyl-CoA entre dans le cycle de Krebs, ce qui permet de produire de 

l’ATP, molécule énergétique utilisée par les cellules. 
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CHAPITRE II. ANALYSE LIPIDOMIQUE 
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1. Introduction 

Le domaine des sciences « omiques » comprend la génomique, la transcriptomique, la 

protéomique et la métabolomique qui élucident les marqueurs ADN, les transcrits d'ARN, les 

protéines et les métabolites produits, comme illustré sur la Figure 11. Toutes ces approches 

offrent une opportunité remarquable pour la découverte de nouveaux biomarqueurs pour le 

pronostic et le diagnostic de pathologies. Ces sciences contribuent à concevoir de nouvelles 

stratégies thérapeutiques [36]. 

 

Figure 11: Schéma des domaines de recherche omiques [36]. 

La lipidomique est une sous partie de la métabolomique. La compréhension du métabolisme 

lipidique est un champ de recherche important, avec des applications dans les domaines tels 

que la santé [37–40], l'alimentation, les biocarburants, la chimie verte et bien d'autres [41,42]. 

Il existe différentes techniques analytiques pour explorer le lipidome. Les plus utilisées sont la 

LC-MS et l’introduction directe (infusion-MS), couramment appelé « shogun », mais d’autres 

techniques comme la GC, chromatographie sur couche mince (TLC) et la résonance magnétique 

nucléaire (RMN) sont également utilisées [17].   
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Le principal avantage de l’infusion-MS par rapport à la LC-MS est le temps d’analyse réduit 

au minimum. La LC-MS permet la séparation des lipides, ce qui limite les effets de suppression 

d’ionisation et facilite l’interprétation grâce à l’information sur les temps de rétention. La Figure 

12 extraite de la revue de Tomas Cajka et Olivier Fiehn (2014) [17] présente les différentes 

étapes lors des études lipidomiques, ainsi que les principales techniques utilisées par LC-MS. 

Chaque étape de cette figure est détaillée ci-après. 

 

Figure 12: Analyse lipidomique basée sur la LC-MS [17]. 
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2. Extraction 

L’extraction des lipides est la 1ère étape lors du processus d’analyse. L’extraction permet de 

séparer les lipides d’intérêt du reste des constituants d’un matériel biologique. Le protocole 

d’extraction doit être adapté en fonction du matériel biologique et des lipides cibles. La plupart 

des études lipidomiques utilisent des extractions générales, souvent modifiées, telles que la 

méthode de Folch [43], de Bligh and Dyer [44], de Matyashetal [45] ou BUME [46]. Les 

solvants utilisés et les proportions sont décrits respectivement sur la Figure 13. En 2014, 

l’analyse du plasma et du sérum représentait 39% des matrices étudiées en lipidomique, les 

matrices animales 23% et les cellules 22%, Figure 13 A. Les extractions sont réalisées en grande 

majorité avec un mélange de chloroforme/méthanol, Figure 13 B. 

 

Figure 13: Focus sur les études lipidomiques basées sur la LC-MS : matrices analysées (A) 

et protocoles d'extraction (B) [17]. 
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3. Séparations par chromatographie en phase liquide et supercritique 

La répartition des systèmes chromatographiques dans les études lipidomiques est présentée sur 

La Figure 14 A.  

 

Figure 14: Utilisation de systèmes chromatographiques (A), de modes d'ionisation (B) et 

d'analyseurs de masse (C) dans des papiers lipidomiques à base de LC-MS [17]. 

La chromatographie liquide à polarité de phases inversée (RPLC) est la méthode séparative 

de loin la plus utilisée (71%). Elle permet une séparation par espèces moléculaires. Ensuite, 

arrivent la chromatographie en phase normale (NPLC, 19%) et la chromatographie liquide 

d’interactions hydrophiles (HILIC, 8%), ces deux méthodes conduisent à une séparation de 

lipides par classe. La chromatographie en phase supercritique (SFC) est encore peu utilisée, elle 

permet, suivant le type de colonne mise en œuvre, de séparer les lipides par espèces 

moléculaires ou par classes. Le principe de séparation par RPLC, NPLC et HILIC est présenté 

sur la Figure 15.  

Le PC(16 :0/18 :2) est symbolisé par le rond rouge, correspondant à sa partie hydrophobe 

(chaînes grasses), et par le rond bleu, correspondant à sa partie hydrophile (tête polaire). 
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Figure 15: Principe de séparation des lipides utilisant différentes techniques chromatographiques : 

RPLC (A), NPLC (B) et HILIC (C) [47]. 

En RPLC, la phase stationnaire est constituée, la plupart du temps, par des silices greffées 

apolaires (C8, C18, etc.). La phase mobile utilisée en début d’analyse contient une proportion 

importante d’eau (flèches bleues). Les lipides sont retenus sur la phase stationnaire par des 

interactions hydrophobes. L’élution est déclenchée par l’augmentation du solvant organique 

(flèches vertes). 

En NPLC, la phase stationnaire est constituée de silice vierge (chromatographie 

d’adsorption) ou de silice greffée polaire (exemple : PVA - polyvinyle-alcool). La phase mobile 

utilisée en début d’analyse contient une proportion importante de solvant apolaire (flèches 

vertes). La rétention des lipides par la phase stationnaire se fait principalement grâce aux 

liaisons hydrogènes et aux forces de van der Waals (interactions dipolaires) engagées par les 

groupements polaires des lipides. L’augmentation de la polarité du solvant (flèches bleues) 

entre en concurrence avec les sites polaires de la phase stationnaire et conduit à l’élution des 

lipides. 
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La Figure 16 illustre sur un même graphique, la séparation par espèces moléculaires (RPLC) 

et la séparation par classe (NPLC). Chaque point correspond à une espèce moléculaire. Cette 

figure met en exergue le potentiel que peut avoir une séparation bidimensionnelle (combinaison 

des deux modes de séparation). La compatibilité des solvants pour passer d’un mode de 

séparation à l’autre est toutefois problématique. La revue [48], propose un tutoriel pour les 

analyses bidimensionnelles à partir des données recueillies dans la littérature. 

 

Figure 16 : Espace chimique des lipides [47]. 

L’HILIC se différencie de la NPLC par une teneur importante en eau de la phase mobile, 

de sorte à maintenir une couche d’eau à la surface de la phase stationnaire. La rétention des 

lipides est basée sur les interactions électrostatiques des fractions lipidiques chargées. L’élution 

est obtenue de trois manières différentes : (1) gradient de pH ou de force ionique, (2) 

augmentation du pH entraînant un changement de l’état de dissociation, (3) augmentation de la 

teneur en eau, atténuant ainsi les interactions électrostatiques. Dans l’étude [49], les auteurs ont 

optimisé la séparation chromatographique des lipides acides (PA, LPA, PS, LPS), ainsi que 

celles d’autres classes de lipides. Les principaux paramètres inclus dans l’optimisation ont été 

le type de phases stationnaires HILIC (9 colonnes testées), le pH de la phase mobile, le type et 

la concentration des additifs de la phase mobile. 
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Figure 17 : Séparations de lipide en mode HILLIC  [49]. 

Les lipides acides, tels que le PA et le PS, ont plusieurs pKa, Figure 17 i. En fonction du 

pH, ces lipides peuvent donc changer d’état d’ionisation, entraînant ainsi des changements de 

rétention sur les phases stationnaires, Figure 17 ii. Cela explique pourquoi ces lipides sont 

particulièrement difficiles à analyser. Un exemple de séparation de standards de lipides dans 

les conditions optimisées est présenté sur la Figure 17 iii. 

  

ii 

iii 
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La SFC a connu un renouveau ces dernières années grâce au développement de systèmes 

commerciaux robustes et performants [50]. Les fluides supercritiques possèdent des propriétés 

« hybrides » entre celles des liquides et celles des gaz. Leur densité est proche de celle du 

liquide, mais leur faible viscosité et haute diffusivité, se rapprochent des caractéristiques du 

comportement des gaz. Les séparations par SFC présentent de nombreux avantages, tels qu’une 

efficacité de séparation élevée, une faible consommation de solvant organique (SFC 

subcritique) et un court temps d’analyse. Le dioxyde de carbone (CO2) est usuellement utilisé 

en SFC car son point supercritique est aisément atteignable (température : 31°C ; pression : 73.8 

bars). Le CO2 supercritique est un solvant non polaire, souvent comparé à l’hexane [51], bien 

adapté à l’analyse de composés de faible polarité. Des co-solvants et des additifs peuvent être 

mélangés au CO2 supercritique afin de moduler la polarité de la phase mobile et permettre 

l’élution de l’ensemble des lipides. Lísa et Holčapek ont publié en 2015 [52] une séparation de 

lipides de moins de 6 min, illustrée sur la Figure 18. 

 

Figure 18 : Séparation d’un mélange de standards de lipides par UHPSFC/ESI+-MS [52]. 

La SFC peut également être utilisée en chromatographie bidimensionnelle associée avec la 

RPLC. Dans l’étude [53], menée sur du plasma humain de patientes atteintes d’un cancer du 

sein vs témoins sains, 370 espèces lipidiques provenant de dix classes différentes ont été 

identifiées et 20 biomarqueurs lipidiques du cancer du sein ont été trouvés.   
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4. Spectromètres de masse 

Après leurs séparations sur colonne chromatographique, les lipides arrivent dans le 

spectromètre de masse. Les lipides sont alors ionisés dans la source, puis transférés vers 

l’analyseur et envoyés vers le détecteur. 

4.1 Sources d’ionisation 

L’ionisation par électrospray (ESI) est la principale source utilisée, cela explique pourquoi 

cette source est la seule à être représentée sur la Figure 14 B [17]. L’ESI est compatible avec 

les solvants polaires utilisés lors des séparations par RPLC et présente l’avantage de produire 

peu de fragments. Les sources APCI et APPI sont adaptées pour des solvants les moins polaires 

tels que ceux utilisés en NPLC. Un schéma de ces trois sources est proposé sur la Figure 19. Le 

principe de fonctionnement est détaillé ci-après.  

 

Figure 19 : Exemple de schémas de sources APCI, APPI et ESI ainsi que leur domaine 

d’application [54]. 
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Dans les « Techniques de l’Ingénieur », le principe de fonctionnement des sources APCI et 

APPI est détaillé par Patrick Arpino [55], et celui de la source ESI par Bertrand Monégier [56]. 

Ces deux articles constituent le principal support de la partie ci-après. 

Il existe des similitudes entre les sources APCI et APPI, ce qui permet aux fournisseurs de 

proposer des sources avec les deux modes d’ionisation simultanément. Dans nos travaux, les 

études en APPI ont été menées en introduisant la lampe Krypton dans la source APCI, 

cependant que l’aiguille corona avait été désactivée.  

Ceci est possible car les processus mis en jeu au niveau du nébuliseur sont identiques. Le 

nébuliseur est chauffé à haute température (200-500°C) et parcouru par un gaz de nébulisation 

(généralement N2), ce qui permet aux analytes accompagnés de leur solvant d’être nébulisés 

puis évaporés. L’étape d’ionisation diffère entre les deux sources. 

En APCI, « les ions réactants présents dans le plasma activé par les électrons de la décharge 

couronne sont dominés par les espèces positives ou négatives les plus stables » [55].   

En absence de vapeurs de solvants, les molécules présentes sont celles provenant de l’air 

atmosphérique (N2, O2, CO2 et H2O) et celles du gaz ajouté.   

En mode positif, la première espèce réactive produite est N2
+●, mais elle est très rapidement 

remplacée par des clusters majoritaires (H2O)nH3O
+, l’eau étant la molécule de l’air avec la plus 

forte affinité protonique.  

En mode négatif, l’anion superoxyde O-● est formé en premier. Il est rapidement remplacé par 

des clusters majoritaires (H2O)nO
-●. Un schéma simplifié est présenté sur la Figure 20 A.

  

En présence de vapeurs de solvants, l’affinité protonique la plus forte est celle des solvants 

notés [S1 et S2]. Cela conduit à l’ionisation du solvant tel que présenté sur la Figure 20 B. 

Les solutés sont ensuite ionisés par des réactions classiques d’ionisation chimique en phase 

gazeuse, lors de collisions avec les espèces réactives dans la source [55]. Les réactions 
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chimiques en mode positif et négatif sont détaillées sur la Table 1. Des exemples de valeurs 

d’affinité protonique sont présentés sur la Table 2.  

Figure 20 : Espèces ioniques majoritaires dans une source APCI : en l’absence de vapeurs 

de solvants LC (A) et en présence de vapeurs de solvants LC (B) [55]. 

Table 1 : Réactions d’ionisation dans la source APCI : en mode d’ionisation positif (A) et 

en mode d’ionisation négatif (B) [57]. 

 

Table 2 : Energies d’ionisation de gaz API, solvants LC, dopants, et énergies émises par 

les lampes UV utilisées en APPI [55]. API- ionisation à pression atmosphérique ; IE- 

ionisation électronique ; PA- affinité protonique.  

(A) (B) 

(A) (B) 
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En APPI, une lampe UV émet des photons d’énergie hν. Ces photons interagissent avec les 

molécules (M) qui passent dans un état excité. Les molécules peuvent se désexciter par 

différents processus, dont la photoionisation : M*→ M+● e-.   

La photoionisation n’intervient que si l’énergie du photon est supérieure à l’énergie d’ionisation 

de la molécule. Les valeurs des énergies d’ionisation et d’émission des lampes UV sont 

présentées sur la Table 2. La lampe krypton émet deux raies d’énergies proches à 10,0 et 

10,6 eV, dans un rapport d’intensité 4 :1. Ces énergies sont suffisamment importantes pour 

ioniser les analytes et suffisamment faibles pour ne pas ioniser la plupart des solvants utilisés. 

La lampe krypton est la seule à être utilisée dans les appareils commerciaux [55]. 

Les solvants (heptane, isooctane et acétone) dont l’énergie d’ionisation est légèrement 

inférieure à l’énergie émise par les photons de la lampe Krypton, permettent de jouer un rôle 

de dopant sans induire un bruit de fond important. Ces solvants peuvent être utilisés dans les 

phases mobiles ou être ajoutés en complément. Cai et Syage [58] ont étudié l’influence du 

solvant sur l’ionisation de l’ester méthylique de l’acide eicosapentaénoïque (EPA) (Figure 21 

a), l’intensité du bruit de fond (Figure 21 b) et le rapport signal sur bruit (Figure 21 c). Les 

expérimentations mettent en exergue que l’hexane et le chloroforme induisent chacun peu de 

bruit de fond. Cependant, lors de leur utilisation en mélange, le bruit de fond devient important. 

Dans ces conditions, le rapport signal sur bruit (S/N) de l’ester méthylique de l’EPA devient 

très faible. Les réactions chimiques en mode positif et négatif mis en jeu avec la source APPI 

sont détaillées sur la Table 3. 
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Figure 21 : Source APPI, effets de la phase mobile sur : la surface du pic (a), l’intensité de 

base (b) et le rapport signal sur bruit (S/N) de l’ester méthylique d’EPA (m/z 317) (c) [58]. 

 

Table 3 : Réactions d’ionisation dans la source APPI : en mode d’ionisation positif (A) et 

en mode d’ionisation négatif (B) [57]. 

L’ESI, est également une source à pression atmosphérique. Les analytes et le solvant 

entrent dans la source via un capillaire. Ce capillaire traverse une aiguille métallique dont le 

potentiel est généralement compris entre 3 à 5 kV. Il se forme alors un cône de Taylor à la sortie 

du capillaire. De fines gouttelettes chargées en surface sont produites, ce phénomène est appelé 

nébulisation électrostatique [59]. Le solvant contenu dans les gouttelettes s’évapore 

progressivement, grâce à l’azote chauffé circulant à contre-courant, jusqu’à atteindre la limite 

(A) (B) 
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de Rayleigh. Puis, la répulsion électrostatique des charges de même signe à la surface 

provoquent une succession d’explosions coulombiennes [60]. La désolvatation se poursuit 

jusqu’à la formation d’ions en phase gazeuse. Une illustration de l’interface ESI et du 

mécanisme d’ionisation est présenté sur la Figure 22. 

Figure 22 : Source ESI : interface (A) et mécanismes d’ionisation (B) [56]. 

La différence de potentiel entre la tension au niveau de l’orifice et le premier potentiel 

appliqué dans l’enceinte de l’appareil influence l’allure des spectres. Une différence de 

potentiel de quelques volts, n’est pas suffisante pour éliminer totalement les adduits formés 

avec le solvant. Une différence de potentiel de 30 V permet d’éliminer ces adduits au profit des 

adduits [M+H]+ et [M+Na]+. Une différence de potentiel de 120 V, favorise la fragmentation 

en source, liée aux collisions avec l’azote circulant. Cette fragmentation s’apparente à celle 

pouvant être obtenue par spectrométrie de masse en tandem (SM/SM) [56]. Le principal 

inconvénient de cette source est la suppression d’ionisation en présence d’autres composés ou 

lors de concentrations importantes [61,62]. Ce phénomène est moins important avec la source 

APCI [62,63] car les analytes ne sont pas en compétition pour entrer dans la phase gazeuse et 

le nombre maximal d’ions formés en phase gazeuse est beaucoup plus élevé, les ions réactifs 

étant formés de manière continue. 

Dans l’étude [20], nous avons comparé l’ionisation de 22 standards de lipides lors du 

couplage de la NPLC à ces trois sources d’ionisation. Ces travaux sont présentés dans le 

chapitre III et en Annexe I de ce manuscrit.   
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4.2 Mobilité ionique 

Les spectromètres de masse peuvent être équipés d’une mobilité ionique (IM), comme dans 

le schéma de l’instrument Agilent IM-QTOF présenté sur la Figure 23. La mobilité ionique, 

située après la source d’ionisation, est un module permettant d’obtenir une séparation des ions 

par la taille, la forme, la charge et la masse en fonction de leurs différentes mobilités dans des 

champs électriques faibles ou élevés. Cette technologie est particulièrement intéressante pour 

l’étude d’espèces moléculaires isobares, la détermination des positions sn-1/sn-2 des FAs sur 

le glycérol, la position de double liaison ainsi que leur configuration (cis/trans) et la chiralité 

(R/S) [64]. Un exemple de séparation d’acides gras obtenue par mobilité ionique est présenté 

sur la Figure 24. 

Figure 23 : Schéma de l’instrument Agilent IM-QTOF [65]. 

Figure 24 : Analyses IM-MS de standards d’acides gras avec différents emplacements et 

orientations de doubles liaisons [64].  
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4.3 Analyseurs 

Les analyseurs se différencient par leur principe de sélection des ions : 

• Quadripôle (Q) : transmission des ions traversant un champ électrodynamique [66].  

• Trappe ionique (IT) : mouvement périodique dans un champ magnétique ou 

électrodynamique [67].  

• Temps de vol (TOF) : séparation dans le temps, fondée sur la vitesse des ions [68]. 

• Trappe orbitale : dispersion des ions, fondée sur leur moment ou leur énergie cinétique, 

instruments à secteur électrique [69]. 

• Résonance Cyclotronique des ions à transformée de Fourier (FT-ICR) : Dispersion des 

ions, fondée sur leur moment ou leur énergie cinétique, instruments à secteur 

magnétique [70]. 

Le schéma de ces analyseurs, extrait du livre de Schuchardt et al. [71] sont présentés sur la 

Figure 25. Comme indiqué sur le schéma, la trappe ionique linéaire (LIT) est une synthèse 

simplifiée d’un quadripôle et d’une trappe ionique (flèches de connexion) avec des 

performances améliorées. 

 

Figure 25 : Schémas des principaux analyseurs utilisés pour l’analyse des lipides [71]. 
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Les spectromètres de masse couplant différents analyseurs sont dits hybrides. La répartition des 

analyseurs dans les études lipidomiques est présentée sur la Figure 14 C. Le principal analyseur 

utilisé est le TOF (39%), suivi du QLIT (17%), QqQ (14%), IT (13%), trappe orbitale (10%), 

IT-FTICR (5%) et Q (2%). 

Les spécifications des analyseurs varient suivant leurs technologies, comme détaillé sur la Table 

4. Les analyseurs de type FTICR sont ceux qui possèdent les meilleures performances de 

résolution et d’exactitude (accuracy) suivi des trappes orbitales et des TOF, ces trois analyseurs 

sont dits à haute résolution. 

Table 4 : Comparaison des caractéristiques et spécifications des analyseurs de masse 

couramment utilisés pour la protéomique [72]. 

La résolution correspond au rapport entre la masse mesurée (m) de l’ion et la largeur à mi-

hauteur du pic (∆m).   R=m/∆m    

Plus la résolution d’un analyseur est grande, plus le ∆m est petit, comme illustré sur la Figure 

26 A. La résolution d’un analyseur est toujours définie pour une masse donnée, car elle varie 

en fonction de celle-ci. Par exemple, la résolution d’une trappe orbitale (Q exactive HF MS ou 

MS) diminue lorsque la masse de l’ion analysé augmente, Figure 26 B. Les quadripôles et les 

trappes ioniques sont des analyseurs à basse résolution.  
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Figure 26: Comparaison de la résolution à R = 25 000 et à R = 100 000 à m/z 200 (A) et 

variation de la résolution en fonction du rapport m/z (B) [73]. 

L’exactitude de masse (accuracy) correspond à l’écart entre la masse mesurée et la masse 

exacte. Cette valeur s’accompagne d’une autre valeur qui rend compte de la dispersion des 

mesures expérimentales, appelée « précision ». Ces deux termes sont illustrés sur la Figure 27 

A et B. Une mesure peut être exacte et précise (i), exacte mais non précise (ii), précise mais non 

exacte (iii) ou non exacte et non précise (iv). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27: Représentation de 

l’exactitude et de la précision 

[74].  

A B 
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Le schéma du spectromètre de masse hybride Thermo Orbitrap Velos Pro, utilisé durant les 

travaux de thèse est présenté sur la Figure 28. Une photographie de cet équipement ainsi que 

ses spécifications sont présentées sur la Figure 29.  

Cet équipement possède un analyseur de type LTQ, équivalent à la trappe ionique linéaire 

(LIT). Les cellules (haute et basse pression) du LTQ permettent de réaliser des expérimentations 

en MS² et en MS3. Les ions issus de la MS, MS² et MS3 peuvent être détectés en basse résolution 

via les deux détecteurs positionnés de part et d’autre du LTQ. Ces ions peuvent être également 

transmis jusqu’à l’Orbitrap pour une séparation des ions à haute résolution. 

Figure 28: Schéma du Thermo Orbitrap Velos Pro LC-MS [75]. 

 

Figure 29: Photographie et spécifications du Thermo Orbitrap Velos Pro Orbitrap [75]. 

LTQ (LIT) 

double pression 

Orbitrap 
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4.4 Modes d’acquisition de données en spectrométrie de masse 

4.4.1 L’acquisition par balayage MS 

L’acquisition MS1 (full scan), consiste à enregistrer simultanément l’ensemble des ions 

produits en source dans la gamme de masse sélectionnée, comme illustré sur le premier cadran 

de la Figure 30. Ce mode d’acquisition, non ciblé, est particulièrement intéressant pour mettre 

en évidence, en première intention, des signaux discriminants entre différents groupes 

d’échantillons. En 2012, notre laboratoire a ainsi comparé le profil des PLs de souche de 

Leishmania donovani non traités, traités et résistants à la miltéfosine [76]. Une fois les signaux 

discriminants mis en évidence, grâce à des outils chimiométriques, l’identification des lipides 

est réalisée par l’investigation des acquisitions MSn. 

Figure 30: Modes de détection MS : analyse complète (full scan), surveillance des ions 

sélectionnés (SIM), surveillance des réactions multiples (MRM) & (SRM) et surveillance de 

réaction parallèle (PRM) [77]. 
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4.4.2 Modes de fragmentation 

Lors de l’utilisation des sources d’ionisation à pression atmosphérique, deux modes de 

fragmentation sont principalement rencontrés [78], le mode de dissociation induite par collision 

(CID) après activation résonnante et le mode de dissociation induite par collision à haute 

énergie (HCD) après activation non-résonnante. Un schéma des voies de dissociation en mode 

CID et HCD est présenté sur la Figure 31. La Figure 31 A permet de comparer la gamme m/z 

des deux techniques de fragmentation. En mode CID, la fenêtre d'isolation m/z est égale à la 

fenêtre d'excitation résonnante. Le mode HCD utilise la même fenêtre d'isolement, cependant 

l'excitation est appliquée de manière non résonnante sur toute la gamme de masse. La Figure 

31 B présente la généalogie des ions précurseurs et descendants. En mode CID, seul le 

précurseur est excité au-dessus du seuil de dissociation. Toute la fragmentation qui en résulte 

est alimentée par ce transfert d'énergie. En mode HCD, des réactions consécutives sont 

alimentées par une excitation non sélective de toutes les espèces ioniques. Le mode CID et 

HCD permettent d’obtenir des spectres de masse différents [78]. 

 

Figure 31: Figure schématique des voies de dissociation en mode CID et HCD [79]. 
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4.4.3 Modes d’acquisition MS² 

Le mode d’acquisition ciblé permet de suivre de manière très spécifique des composés 

d’intérêts. Il existe le mode « Selected Ion Monitoring » (SIM) ; le mode « Multiple Reaction 

Monitoring » (MRM) équivalent au mode « Selected Reaction Monitoring » (SRM) et le mode 

« Parallel Reaction Monitoring » (PRM). Ces différents modes sont présentés sur la Figure 30. 

En mode SIM, un seul ion est filtré. En mode MRM/SRM et PRM, un ion précurseur est 

sélectionné par le Q1, la fragmentation de cet ion est réalisée par le Q2, la différence entre les 

deux modes apparaît à l’étape suivante. En mode MRM/SRM un ion fragment est sélectionné 

par le Q3, ce mode permet de suivre une seule transition. En mode PRM l’ensemble des ions 

fragments sont dirigés vers la trappe orbitale. 

En mode d’acquisition non ciblé, l’ensemble des ions sont pris en compte. Il existe le 

mode « Data Dependent Acquisition » (DDA) et le mode « Data-Independent Acquisition » 

(DIA). Ces deux modes se distinguent par la mise en œuvre de la MS².   

En mode DDA, l’analyseur sélectionne les ions les plus intenses, afin de les fragmenter et les 

analyser de manière indépendante. Ainsi, le spectre de masse de chacun de ces ions est 

accessible.  

En mode DIA, la MS² est réalisée sur l’ensemble des ions produit en MS1, « All-Ion 

Fragmentation » (AIF). Cette fragmentation globale des ions rend difficile l’interprétation. Pour 

pallier cette difficulté, le mode « Sequential Window Acquisition of all Theoretical fragment-

ion mass spectra » (SWATH) [80] a été développé. Le mode SWATH réalise des spectres MS² 

par segments de m/z, de manière indépendante. Un schéma des différents modes d’acquisition 

non ciblé est présenté sur la Figure 32.  
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Figure 32: Schémas des modes d’acquisition: DDA  (a) ; AIF, MSE (b) et SWATH (c) [81]. 

4.5 Traitement des données 

4.5.1 Traitement des données brutes 

L’analyse LC-MS comporte trois dimensions: le temps de rétention, la valeur m/z et 

l'intensité du signal. Le format des données issu des instruments doit être généralement converti 

au format des logiciels de traitement de données avant de pouvoir les importer.   

Par exemple, Reifycs converti les données au format ABF 

(http://www.reifycs.com/AbfConverter/index.html) et ProteoWizard [82] converti les 

données aux formats mzML, mzXML etc.  

Certains logiciels de traitement de données, comme XCMS [83] ou Workflow4Metabolomics 

[84], permettent l’exécution de quatre étapes : 

(1) Le filtrage ; (2) la détection de signaux (features), (3) l’alignement et (4) la 

normalisation. 
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Les méthodes de filtrage permettent d’éliminer le bruit de fond. La détection de signaux 

consiste à éliminer les signaux interférents comme ceux des motifs isotopiques par une méthode 

de déconvolution, par exemple. Les méthodes d’alignement corrigent les différences de temps 

de rétention. Enfin, la normalisation correspond à une correction des signaux pour pallier les 

différences dans la nature ou dans la préparation des échantillons.  

Des tests statistiques sont proposés pour établir des comparaisons de données. Il est 

toutefois important de garder un regard critique sur les résultats obtenus. Une étude sur des 

biomarqueurs plasmatiques chez des rats nourris et à jeun, a mis en évidence des différences 

plus grandes entre les outils de traitement des données que les différences liées aux échantillons 

[85].  

Ce type de logiciels ne permet pas de gérer l’ensemble des données acquises lors des analyses, 

notamment les informations issues de la MS², indispensables à l’identification. Pour cela, il est 

possible d’utiliser d’autres logiciels librement accessibles comme MS-DIAL [86], LipidMatch 

[87], Greazy (pour les PLs) [82] ou des logiciels sous licence constructeurs comme LipidSearch 

de ThermoFisher Scientific. Une comparaison de ces logiciels est présentée sur la Table 5. Le 

site web de LIPID MAPS propose également un guide des outils pour la lipidomique 

(disponible sous l’onglet « Mass Spectrometry Tools » puis « Lipidomics Tools Guide »). 

 

Table 5: Comparaison des logiciels d'identification des lipides [87].  
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4.5.2 Identification et annotations 

L’utilisation d’échantillons de contrôles qualité (QC) est essentielle pour une annotation 

correcte des données lipidomiques [88]. Le QC est injecté au début d’une séquence d’analyse 

puis à intervalles réguliers pour suivre les performances de l’instrumentation et détecter 

d’éventuelles dérives [89]. Le QC doit être représentatif de la composition à la fois quantitative 

et qualitative des échantillons. De ce fait, le QC est obtenu par le mélange de tous les 

échantillons. Son injection à différents niveaux de concentration permet de déterminer pour 

chaque variable le coefficient de corrélation, le coefficient de variation (CV) et les ratios 

QC/blanc.  

Le traitement du flux d’information par le logiciel MS-DIAL est présenté sur la Figure 33. 

Ce logiciel prend en compte les modes d’acquisition précédemment détaillés (DDA, DIA…) 

mais également la mobilité ionique. La déconvolution des pics est effectuée en tirant parti des 

spectres MS². Pour l’identification des composés, le logiciel compare les spectres MS² à ceux 

de bases de données en accès libre tels que LipidBlast (in silico) [90], MassBank of North 

America (MoNa), etc. Les spectres de masse, « in silico » ou réalisés avec des paramètres 

différents, peuvent générer des spectres MS² avec des intensités différentes ou avec des m/z 

manquants ou supplémentaires. De plus, lors de l’analyse de matrices complexes, il peut y avoir 

des coélutions de plusieurs isomères, ce qui rend l’identification difficile et oblige à une 

vérification manuelle [88]. L’annotation du logiciel est faite sur la base de plusieurs scores. La 

problématique du « scoring » intervient lorsqu’il y a trop de différences par rapport aux spectres 

expérimentaux ou les spectres de référence. 

Pour des analyses faites dans certaines conditions préalablement définies, il existe des 

pipelines en téléchargement facilitant l’identification. Le temps de rétention des lipides ainsi 

que leurs adduits sont déjà définis. Généralement, ces pipelines sont établis en RPLC avec une 
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source ESI. Il est toutefois possible de créer sa propre base de données en définissant ces 

données, mais cela peut s’avérer difficile [87]. 

 

Figure 33: Flux de travail en lipidomique non ciblé et flux de travail de traitement de 

données basé sur le logiciel open source MS – DIAL [81]. 

L’annotation des lipides peut être faite à plusieurs niveaux, en fonction des données 

expérimentales et de leurs correspondances avec les bases de données. La Figure 34, illustre cet 

aspect. Si les fragments acyles sont trouvés, une information sur les FAs peut être donnée. 

Suivant le ratio entre les ions fragments, la position des FAs (sn-1/sn-2) peut être déterminée. 
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Figure 34: Schéma de la combinaison d'une correspondance 4D (m/z ; RT ; CCS (collision 

cross-section) et MS/MS) pour l'identification des lipides dans la lipidomique non ciblée basée 

sur IM-MS [91]. 

Un exemple de résolution structurale est présenté sur la Figure 35. Lorsque la position des 

FAs n’est pas connue, le symbole « _ » est placé entre les FAs. Si leurs positions sont connues, 

le symbole « / » est utilisé.  

Les logiciels de traitement des données peuvent également générer des réseaux moléculaires 

permettant d’établir un lien entre des molécules proches.   
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Figure 35: Niveaux de résolution structurale et nomenclatures associées [92]. 

La Table 6, présente des propriétés sur les ions fragments MS² permettant de déterminer la 

position des FAs sur le glycérol. 

 

Table 6: Conditions d'affectation régiochimique des FAs aux positions sn-1, sn-2 et sn-3 

des PLs et glycérolipides [19].  

[62] 

[63] 
[64] 
[65] 
[66] 

[67] 

[68] 

[69] 

[70] 

[71] 

[69] 

Références thèse 
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4.5.3 Quantification 

Une quantification fiable est essentielle, pour que le développement de la lipidomique 

progresse durablement dans les applications biologiques et biomédicales [93].  

La quantification « absolue » de toutes les espèces moléculaires présentes dans le lipidome d’un 

organisme vivant est impossible d’un point de vue pratique. Le très grand nombre d’espèces 

moléculaires présentes, l'hétérogénéité chimique des lipides, la présence de nombreux isomères, 

la présence d’espèces isobares et la large gamme de concentrations des lipides dans les 

échantillons empêchent la mesure de profils lipidiques complets [18].   

A cela, s’ajoutent de nombreuses sources d’erreurs pouvant influer les résultats (prélèvement, 

extraction, traitement de l’échantillon, effet matrice, nature et pureté des standards utilisés, 

dérive de l’instrument, erreurs systématiques, etc. [94]).   

Les résultats quantitatifs doivent par ailleurs être associés à une méthode dont certains 

paramètres doivent être déterminés (limite de détection (LOD), limite de quantification (LOQ), 

gamme dynamique d’analyse, exactitude, précision de la méthode, etc.) [95]. 

Le groupe de travail « Lipidomique-Standards-Initiative (LSI) » [96], en collaboration avec 

LIPID MAPS, propose des lignes directrices concernant les principaux flux de travail en 

lipidomique.  

Concernant la quantification par spectrométrie de masse, le consortium indique que celle-ci 

n’est pas possible sans étalons internes. Les exigences sur ces étalons sont nombreuses. Les 

étalons doivent être ajoutés dans les échantillons avant l’étape d’extraction, mais ne doivent pas 

être présent naturellement dans celui-ci. Il est recommandé d’avoir au minimum un étalon par 

classe de lipide. Les étalons doivent présenter une similitude structurale élevée avec les analytes 

(nombre similaire de carbones et de doubles liaisons, même types de liaisons : ester vs éther) et 

une ionisation simultanée avec l’analyte. L’utilisation d’étalons marqués par des isotopes 

stables de structure identique est actuellement considérée comme la meilleure approche. 
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Les lipides peuvent être séparés en deux groupes : les « lipides simples » et les « lipides 

complexes ». Les lipides simples correspondent aux stérols, FAs et leurs dérivés, tandis que les 

lipides complexes correspondent aux sphingolipides, glycérolipides et glycérophospholipides 

[18]. Dans le cas des lipides simples, il est possible de trouver des standards internes et une 

quantification « absolue » est de ce fait possible. Dans le cas des lipides complexes, la diversité 

de structures est telle, que la disponibilité commerciale de toutes les espèces moléculaires n’est 

pas possible, la quantification ne peut être que « relative » par rapport au standard pris en 

référence [97]. 

Le fournisseur Avanti Polar Lipids a commercialisé à cet égard des mélanges de standards 

deutérés. Le mélange de standards SPLASH® LIPIDOMIX® contient 14 espèces lipidiques 

deutérées appartenant toutes à des classes lipidiques différentes. De nombreuses études utilisent 

ce mélange pour la quantification [98–101]. Avanti Polar Lipids a également commercialisé 

récemment le mélange de standard UltimateSPLASH® contenant 69 étalons internes deutérés 

couvrant les phospholipides, les lipides neutres, la sphingomyéline et les céramides. Ce 

mélange contient plusieurs espèces moléculaires pour chaque classe (3à 9 selon la classe). La 

diversité des FAs (longueur de chaîne et nombre d’insaturations) au sein de chaque classe, 

permet de mieux corriger le rendement d’extraction ainsi que l’ionisation des composés [102]. 

Ces deux mélanges de standards ont été optimisés pour les analyses de plasma, représentant en 

2014, 39% des matrices étudiées en lipidomique, Figure 13 A. La revue de Lippa et al. (2022) 

[103] présente les différents matériaux de référence pour l’assurance qualité et le contrôle 

qualité des analyses métabolomiques et lipidomiques non ciblées. 

L’une des méthodes couramment utilisées pour la quantification des lipides est 

l’introduction directe en continu de l’échantillon dans le spectromètre de masse appelée 

« shotgun lipidomics » [104,105]. Ce terme a été employé pour la première fois par Han et 

Gross [106,107]. L’échantillon est soumis à différentes conditions d’ionisation (mode 
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positif/négatif, énergie de collision, ajout de sel…). Ainsi chaque classe de lipides est analysée 

dans ses conditions optimales d’ionisation. Toutes les espèces lipidiques d’une même classe 

sont donc affectées de la même manière par les différents paramètres pouvant influencer leur 

ionisation (environnement chimique, suppression d’ionisation, concentration…). Les standards 

internes de chaque classe sont utilisés pour normaliser les réponses.   

La revue [31] porte un regard critique sur cette méthode et présente les nombreuses difficultés 

rencontrées en shotgun lipidomics, (large gamme de concentration des analytes, nombreux 

adduits (créant parfois des ions isobares), chevauchement isotopique, suppression d’ionisation, 

artéfacts liés à des ions fragments communs (PA, Lyso-PLs, DG, MG, FAs, etc.).  

L’influence de la composition des PLs sur la réponse de l’instrument en ESI-MS, a fait 

l’objet de plusieurs études [61,108,109]. Il en ressort que la classe de lipide à plus d’influence 

sur l’intensité des ions que les variations de structure au sein d’une même classe (longueur de 

la chaîne acyle, nombre d’insaturations, etc.). Il apparaît également que la concentration des 

analytes est un paramètre impactant fortement l’ionisation et qu’il est important de la contrôler, 

comme illustré sur la Figure 36. Lorsque les analytes sont faiblement concentrés (0.1-0.5 

pmol/µl) les espèces moléculaires d’une même classe ont des intensités globalement proches, 

même si une diminution de l’intensité est observée avec l’augmentation du nombre de carbones. 

Les séparations de lipides par classe (NPLC [110], HILIC [111] ou la SFC [52]) permettent 

également des analyses lipidomiques quantitatives car elles suivent la même stratégie que celle 

mise en œuvre en shotgun lipidomics. Autrement dit, ces techniques chromatographiques 

conduisent à la coélution d’espèces moléculaires d’une même classe, elles sont donc ionisées à 

l’entrée du spectromètre de masse dans les mêmes conditions. Les effets de suppression 

d’ionisation consécutifs à la présence d’autres classes sont éliminés et l’assignation des ions 

fragments communs (PA, Lyso-PL, DG, MG, FAs…) ne constitue pas une difficulté. D’autre 

part, la détection d’espèces moléculaires minoritaires est favorisée. 
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Figure 36 : Effet de la concentration de PC saturées (A et B) et insaturés © sur la réponse 

de l’instrument (trappe ionique) [108]. 

Du fait que les espèces moléculaires d’une même classe sont séparées sur le 

chromatogramme, la RPLC ne suit pas le concept de la co-ionisation du standard interne et de 

l’ensemble des analytes qu’il représente. De ce fait, il n’est pas recommandé de l’utiliser pour 

des analyses lipidomiques quantitatives, sauf pour des échantillons comportant un nombre 

important d’espèces lipidiques isobares comme les eicosanoïdes [112], oxylipines [113] ou 

oxystérol [114].  

(C) 
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5. Exemples d’approches lipidomiques 

Pour illustrer la complexité des analyses lipidomiques quantitatives, des exemples d’études sont 

présentés ci-après.  

Jouhet et al. (2018) [19] ont comparé la distribution des classes lipidiques de deux microalgues 

et d’une plante supérieure par TLC-GC-FID, LC-MS/MS-Stds et par LC-MS/MS-QC. La 

méthode LC-MS/MS-Stds, adaptée de l’article [174], utilise un standard interne par classe de 

lipides, avec principalement des FAs saturés car ceux-ci sont quasi inexistants dans les 

échantillons. La méthode LC-MS/MS-QC utilise un contrôle qualité représentatif des 

échantillons et préalablement analysé par TLC-GC-FID. Le QC est utilisé comme étalon 

externe pour la quantification. Les analyses LC-MS/MS sont réalisées sur un triple quadripôle 

muni d’une source d’ionisation ESI et utilisent le mode MRM. Les résultats obtenus sont 

présentés sur la Figure 37. 

Figure 37: Distribution de lipides dans des extraits de deux microalgues et d’une plante 

supérieure. Chaque classe de lipides a été quantifiée par TLC-GC-FID, LC-MS/MS-Stds et LC-

MS /MS -QC [19]. 

La méthode LC-MS/MS-Stds conduit à des résultats significativement différents des deux 

autres méthodes. L’inexactitude de cette méthode est expliquée par la différence d’ionisation 

en source des espèces moléculaires saturées prises comme standards et des espèces moléculaires 

insaturées présentes dans les échantillons. 
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La méthode LC-MS/MS-QC a ensuite été utilisée pour évaluer la distribution des FAs par 

classes, les résultats sont présentés sur la Figure 38. 

 

Figure 38: Distribution des FAs des MGDG, PC et TG issues des extraits de deux 

microalgues et d’une plante supérieure. La distribution a été calculée suivant la méthode TLC 

plus GC-FID et la méthode MS/MS-QC [19]. 

Les résultats sont globalement cohérents avec ceux obtenus par TLC-GC-FID. Certains 

écarts observés sont expliqués par des difficultés de prélèvements des spots de lipides sur la 

plaque TLC. Par exemple, pour l’échantillon noté (Pt), le PC contient des 

sulfoquinovosyldiacylglycerols (SQDG). Des différences sont également observées pour des 

FAs présent en très faible quantité comme le C18 :0. Les auteurs expliquent qu’il est probable 

que ces molécules soient difficilement piégées au niveau de la trappe et que leurs masses et 

transitions MRM n'ont sans doute pas été introduites dans le logiciel d'analyse MS/MS. La 
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difficulté de calculer toutes les combinaisons possibles associées à une classe spécifique de 

glycérolipide sans trop augmenter le temps nécessaire a été évoquée. 

En prenant des standards internes saturés pour quantifier des lipides polyinsaturés, l’étude [19] 

se positionne dans une configuration défavorable pour la quantification relative. Dans le cas de 

certains échantillons, le choix des standards internes peut s’avérer plus simple. Par exemple, 

dans l’étude de Buré et al. [50], des standards de PLs saturés impairs ont été utilisés pour 

étudier les PLs extraits de levures S. cerevisiae. Les PLs de ces levures sont principalement 

saturés ou monoinsaturés avec un nombre de carbones proche de ceux des standards. Dans ces 

conditions, la correction des intensités par les standards choisis est dans une configuration plus 

favorable que dans l’étude précédemment détaillée. 

En 2010, LIPID MAPS a formé un consortium pour définir les constituants du lipidome des 

mammifères à l'aide du matériau NIST SRM 1950 – Metabolites in Frozen Human Plasma du 

National Institute of Standards and Technology (NIST) [14], disponible commercialement. 

Lors de cette étude, un total de 588 espèces de lipides a été décrit pour ce lipidome. Plusieurs 

laboratoires ont contribué avec comme principale technologie des spectromètres de masse de 

type triple quadripôle pour des mesures ciblées des classes de lipides. Depuis, ce standard sert 

de référence à l'échelle de la communauté pour le contrôle qualité intra et inter laboratoire et la 

validation des méthodes comme illustrés dans les trois études détaillées ci-après. 

Dans l’étude de Bowden et al. (2017) [115], 31 laboratoires utilisant un flux de travail 

lipidomique différent ont analysé le NIST SRM 1950. Un total de 1 527 lipides uniques a été 

mesuré par tous les laboratoires. Des estimations consensuelles, avec les incertitudes associées 

ont été déterminées pour 339 de ces lipides, par cinq laboratoires. La composition lipidique du 

NIST SRM 1950, est présentée sur la Figure 39. Ces données mettent en exergue que le NIST 

SRM 1950 contient principalement des esters de cholestérol (CE) (47%), des PC (18%) du 
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cholestérol (12%) et des TGs (9%), les autres classes lipidiques représentent moins de 5%. La 

plus grande diversité d’espèce moléculaire est obtenue pour le PC (63), puis les TGs (59), la 

sphingomyéline (SM) (38), le PE (35), les autres classes lipidiques contiennent un nombre 

d’espèces inférieur ou égal à 25. 

Figure 39: Composition lipidique du NIST SRM 1950, selon le nombre d'espèces lipidiques 

(A) et la concentration (B) [115]. 

Les valeurs obtenues ont été comparées à celles publiées précédemment par LIPID MAPS 

[14]. Les comparaisons concernent uniquement les lipides mesurés par les deux études, les 

résultats sont présentés sur la Figure 40.   

Des écarts significatifs pour des classes de lipides spécifiques entre les deux études ont été 

trouvées, notamment pour les PE. Les auteurs indiquent qu’une attention supplémentaire est 

nécessaire pour comprendre les raisons de cette différence. L'étude a également fourni des 

informations précieuses sur les forces et les faiblesses potentielles des mesures lipidomiques 

actuelles. Les auteurs soulignent la nécessité de réaliser d’autres études inter-laboratoires avec 

la mise à disposition des données à la communauté et d'examiner l'influence de la méthodologie.  
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Figure 40: Comparaison  des quantités des classes de lipides les plus concentrées (A) et les 

moins concentrées (B) entre l’étude de Bowden et al. [115] et l’étude LIPID MAPS [14]. Figure 

extraite de l’étude [115].  

 

Dans l’étude de Ghorasaini et al. (2021) [116] les performances de la plateforme « Lipidyzer » 

sont évaluées sur différents matériaux dont le NIST SRM 1950 au travers de 14 laboratoires.  

Les auteurs expliquent que l’inexactitude de la quantification causée par le chevauchement des 

espèces lipidiques isomères et isobares lors des analyses shotgun est surmontée sur la 

plateforme Lipidyzer grâce à l’utilisation de la spectrométrie de mobilité différentielle (DMS) 

et la surveillance de réactions multiples (MRM) sur un spectromètre de masse QTRAP et en 

appliquant 54 étalons internes marqués.  

Les données ont été comparées aux données de LIPID MAPS [14] et à celles de Bowden et al. 

(2017) [115]. La comparaison met en exergue le meilleur accord de leurs données avec celles 

de l’étude [115]. Les auteurs affirment avoir attribué un nombre sans précédent de valeurs 

consensuelles de lipides pour ce standard, 704 espèces de lipides mesurées avec un CV ≤ 20 %. 
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Contrairement aux deux précédentes études citées [14] et [115] qui présentent les résultats des 

espèces moléculaires sous forme : nombre de carbones/nombre d’insaturations, cette étude 

[116] présente dans son « suppementary data » les espèces moléculaires en précisant la nature 

des FAs sauf pour les TGs. Pour les TGs l’information est donnée comme dans 

l’exemple : « TA G36:0-F A12:0 ». 

Thompson et al. (2019) [117] ont étudié le flux de travail métabolomique et lipidomique via 

un protocole expérimental commun fourni avec le kit Biocrates AbsoluteIDQ p400HR, pour 

quantifier jusqu'à 408 métabolites. 14 laboratoires utilisant des instruments Orbitrap ont analysé 

divers échantillons de sang (plasma/sérum) dont le NIST SRM 1950.   

La variance inter-laboratoires pour le NIST SRM-1950 a une médiane de 10 % pour les acides 

aminés, 24 % pour les amines biogènes, 38 % pour les acylcarnitines, 25 % pour les 

glycérolipides, 23 % pour les glycérophospholipides, 16 % pour les esters de cholestérol, 15 % 

pour les sphingolipides et 9 % pour les hexoses. Par rapport aux valeurs consensuelles du NIST 

SRM-1950, près de 80 % des analytes comparables ont démontré un biais < 50 % par rapport à 

la valeur de référence comme illustré sur la Figure 41. Cependant, certains coefficients de 

variation sont élevés, jusqu'à 306 % pour les TGs et 181 % pour les PLs.  

De meilleures performances en termes de précision et d'exactitude ont été observés pour les 

analytes mesurés à l'aide d'un étalonnage externe par LC-HRMS par rapport à ceux mesurés 

avec une quantification par dilution isotopique stable (point unique) par FIA-HRMS. Les 

auteurs suggèrent que des courbes d'étalonnage et des séparations chromatographiques doivent 

être utilisées pour obtenir les données les plus précises, lorsque cela est faisable d'un point de 

vue analytique et financier. 
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Figure 41: Exactitude des données de l'essai inter-laboratoire utilisant le kit p400HR par 

rapport aux données consensuelles pour le NIST SRM-1950 [117]. 

 

Même si les méthodes lipidomiques quantitatives représentent un fort potentiel, notamment 

dans le domaine de la santé humaine, les études mettent en évidence des divergences dans les 

résultats malgré tous les efforts déployés. L’origine de ces différences reste à élucider pour 

l’obtention de résultats quantitatifs fiables. 
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CHAPITRE III. OPTIMISATION DES CONDITIONS 

CHROMATOGRAPHIQUES EN PHASE NORMALE POUR 

L’ANALYSE DES LIPIDES ET TECHNIQUES DE 

DETECTION ASSOCIEES 
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1. Introduction 

Ce chapitre est consacré à l’article : « Optimization of normal phase chromatographic 

conditions for lipid analysis and comparison of associated detection techniques » publié en 

2017 (antérieur au début de la thèse). Ce travail est incorporé dans la partie I du manuscrit, car 

il constitue le principal support de ces travaux de thèse. 

Les séparations menées par NPLC sont reconnues pour être difficiles à mettre en œuvre. Le 

grand écart de polarité entre le début et la fin de gradient impose des conditions de travail 

rigoureuses pour obtenir une bonne reproductibilité. D’autres difficultés peuvent s’ajouter, 

comme des défauts de pompage des solvants ayant une forte pression de vapeur saturante 

(heptane et isooctane) ainsi que la présence d’impuretés dans les solvants commerciaux. Dans 

cet article, des solutions techniques sont apportées pour résoudre ces difficultés.  

D’autre part, une optimisation de la séparation des lipides par classe est réalisée par NPLC à 

partir de sept extraits lipidiques d’origines différentes (animales, végétales, bactéries et 

levures), afin de proposer une séparation la plus exhaustive possible.   

Enfin, le couplage de la séparation à différents détecteurs (DEDL, Corona-CAD@ et 

ESI/APPI/APCI-LTQ-Orbitrap) est également étudié. 

L’originalité du travail de thèse, repose sur le traitement des données acquises par 

APPI/APCI-LTQ-Orbitrap obtenue avec cette méthode séparative. 

2. Publication numéro 1 

Les données supplémentaires liées à cette publication sont présentées en Annexe I. 
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3. Conclusion  

La méthode NPLC-DEDL [20] est régulièrement mise en œuvre par d’autres laboratoires, 

sur des extraits lipidiques, pour déterminer la composition des lipides par classes [118–128]. 

Dans de nombreux cas, une analyse des FAMEs par GC est associée pour accéder à la 

distribution des FAs [124–128]. L’objectif de cette thèse est de permettre d’accéder rapidement 

à cette information, en couplant la méthode séparative à l’ APPI+/APCI+-HRMS. 

Parmi les 30 classes de lipides séparées, la moitié correspond soit à des glycérolipides (TG, 

DG, MG, MGDG, DGDG) soit à des glycérophospholipides (NAPE, PG, PE, PA, PI, CL, PS, 

PC, LPC). Tous ces lipides contiennent un squelette glycérol sur lequel sont estérifiés un ou 

plusieurs FAs, comme illustré sur la Figure 42. L’ensemble de ces classes constitue le 

glycérolipidome. 

 

Figure 42: Séparation de lipides par classe [20]. Sont indiqués en bleu les lipides étudiés 

pour le développement du nouveau concept et en vert les lipides auquel le concept pourrait être 

étendu. 
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Cet article est également à l’origine de l’étude collaborative sur des souches de Yarrowia 

lipolytica (levure), présentée dans le chapitre VIII et de trois études sur des souches de 

Streptomyces (bactérie), présentées en Annexe V-VII.  
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1. Introduction 

La structure des FAs représente le principal élément constitutif des lipides complexes. 

Certaines études se focalisent de manière spécifique sur ces catégories de lipides. Cela est 

notamment le cas, des études portant sur le phospholipidome [129,130] ou sur le 

glycérolipidome [131–138].  

Le glycérolipidome, également appelé profil glycérolipidique [137,139–142], regroupe à la 

fois la catégorie des PLs et la catégorie des glycérolipides. L’emploi de ces deux termes dans 

la littérature reste cependant, très confidentiel, ils sont essentiellement utilisés dans quelques 

études portant sur des plantes (Arabidopsis thaliana, blé, soja), des algues ou des protistes 

(eucaryote unicellulaire). 

2. Voies métaboliques des acides gras libres (FFA) 

Chez les mammifères, la majorité des FFA sont exogènes. Néanmoins, leurs métabolismes 

sont capables de synthétiser de novo le C16 :0 à partir de l’acétyl-CoA, dans le cytosol. Le 

système enzymatique (élongase et désaturase) permet de synthétiser à partir du C16 :0 d’autres 

FFA tel que les FFA n-7 et n-9 ainsi que les FFA saturés (Figure 43 a). En revanche, le 

métabolisme des mammifères ne possède pas le système enzymatique capable de synthétiser le 

C18 :2, C18 :1 et C18 :3, précurseurs des FFA n-3, n-6 et n-12. Ces FFA, sont dits 

« indispensables » et doivent être apportés par l’alimentation. Seuls les végétaux et les bactéries 

peuvent les synthétiser. Les mammifères peuvent cependant synthétiser les FFA « essentiels » 

issus des FFA « indispensables ». Le schéma de synthèse est présenté sur la Figure 43 b. A 

noter que le taux de conversion du C18 :3 n-3 en C22 :6 n-3 est trop faible pour couvrir les 

besoins de l’homme en C22 :6 n-3, cet FFA est donc également considéré comme indispensable 

[143].  
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Figure 43: Biosynthèse des acides gras à longue et très longue chaîne chez les mammifères 

[144]. 

3. Voies métaboliques des glycérolipides et des PLs  

Les FFA à longues chaînes sont ensuite utilisés par l’organisme pour synthétiser les 

glycérolipides et les PLs, tel que schématisé sur la Figure 44. Les FFA sont transformés de 

manière successive en Acyl-CoA, LPA et PA. Le PA est le précurseur du PI, CL et DG. Le DG 

est lui-même précurseur du PE, PC, PS et TG.  
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Figure 44: Synthèse des glycérolipide et PLs à partir d'acides gras à longue chaîne [145]. 

4. Lipidome et pathologies 

Diverses maladies ont été rapportées comme étant en corrélation avec le métabolisme des 

lipides (cancers, maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, diabète…) [35,146–149] et 

plusieurs études ont révélé des changements dans la régulation des lipides dans les tissus 

animaux et humains [148,150–153].  

Par exemple, dans le cadre de la maladie de Parkinson (MP), une étude récente [154] a analysé 

le liquide céphalo-rachidien (LCR) prélevé post mortem sur des témoins neurologiquement 

sains et malades. Les analyses réalisées par UPLC-ESI-qToF-MS/MS ont permis de suivre 257 

espèces lipidiques. L'analyse des données multivariées et univariées a mis en évidence une 

augmentation significative des glycérolipides, PLs, sphingolipides, N-acyléthanolamines et des 

stérols dans le groupe atteint de la MP par rapport au groupe témoin, comme illustré sur la 
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Figure 45. Ces résultats ont également mis en évidence une dyshoméostasie lipidique du LCR 

suivant le stade neuropathologique et la durée de la maladie. Le lipidome du LCR pourrait selon 

les auteurs, être un outil prometteur pour identifier les marqueurs lipidiques potentiels ainsi que 

les espèces lipidiques discriminantes entre la MP et d'autres parkinsonismes atypiques. 

 

Figure 45: Localisation de la voie des espèces lipidiques dérégulées détectées dans le LCR 

post-mortem dans la maladie de Parkinson [154]. 

5. Lipidome, nutrition et santé 

La découverte des bénéfices du C22 :6 n-3 (acide docosahexaénoïque - DHA),  20 :5 n-3 

(acide eicosapentaénoïque - EPA) et C18 :3 n-3 (acide alpha-linolénique - ALA) sur la santé 

des Inuits du Groenland en 1975 [155] a été le point de départ d’un fort intérêt pour les acides 

gras polyinsaturés (PUFAs) n-3. De nombreuses études ont été menées sur le sujet, mais les 
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avis sur leurs bienfaits sont restés longtemps divergents [156]. Aujourd’hui, l’Agence nationale 

de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail (ANSES) affirme 

clairement leur apport favorable sur la santé (https://www.anses.fr/fr/content/les-acides-gras-

om%C3%A9ga-3). Les effets bénéfiques du DHA et de l’EPA sont mis en avant dans des 

pathologies affectant le cœur, le sang et les vaisseaux, les yeux, les os, le cerveau, 

l’inflammation, les cancers, etc. [157].  

Les micro-organismes sont utilisés en biologie de synthèse dans de nombreux domaines 

(médecine, industrie, énergie…) pour la production de molécules d’intérêts. Ces micro-

organismes sont également modifiés génétiquement pour l’obtention de lipides riches PUFAs 

n-3 [158,159]. C’est notamment le cas de la levure Yarrowia lipolytica et des bactéries du genre 

Streptomyces coelicolor [160] que nous avons étudiées durant cette thèse, à d’autres fins.  

Les organismes marins sont également très étudiés pour leur teneur en PUFAs n-3. Les 

microalgues et le krill (petit crustacé), riches en PUFAs n-3, sont au début de la chaîne 

alimentaire du monde marin. Ces organismes contribuent aux teneurs importantes de DHA et 

EPA dans les poissons et les crustacés que nous consommons. 

Dans l’étude [128], les auteurs ont étudié la cinétique de digestion in vitro de différentes 

huiles marines commerciales contenant différentes classes de lipides (cires - huile de calanus, 

TGs - huile de foie de morue, ester éthylique - huiles de poissons purifiées et estérifiées, TG/PC 

- huile de krill et DG/MGDG/PG - huile de Porosira glacialis). La cinétique de digestion a 

été réalisée avec la méthode séparative issue de nos travaux [20] et complétée par une 

analyse des FAMEs réalisée par GC-FID pour obtenir la cinétique de la composition des 

FAs totaux. Les auteurs ont montré une dépendance de la cinétique de l’hydrolyse des FAs par 

la pancréatine porcine avec l’huile étudiée. Cela implique que la cinétique de digestion des FAs 

est dépendante de la classe des lipides sur lesquels les FAs sont fonctionnalisés.  

https://www.anses.fr/fr/content/les-acides-gras-om%C3%A9ga-3
https://www.anses.fr/fr/content/les-acides-gras-om%C3%A9ga-3
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Cet aspect est étudié dans la revue [161] car de récentes découvertes ont suggéré que les 

DHA/EPA-PL alimentaires sont supérieurs aux formes de TG ou d'ester éthylique dans 

l'exercice de leurs propriétés fonctionnelles par le biais de mécanismes d'action spécifiques. Les 

DHA et EPA, comme illustré Figure 46 contenus dans les PLs sont principalement estérifiés en 

position sn-2 des plasmalogènes (P-PLs). La liaison éther vinylique joue un rôle de protection 

des FAs polyinsaturés grâce à ses propriétés antioxydantes. 

 

Figure 46: Bioactivités des PLs enrichis en DHA/EPA dans les aliments marins [161]. 

Les P-PLs sont beaucoup moins étudiés que les PLs, pourtant leurs teneurs dans certains 

organes nobles tels que le cerveau et le cœur peuvent représenter jusqu’à 50 % des PLs [35]. 

Certaines pathologies affectant ces deux organes ont été rapportées comme étant en corrélation 

avec le métabolisme des P-PLs [35,148,162,163], d’autres organes peuvent être également 

affectés comme le système gastro-intestinal [146].   
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CHAPITRE V. ANALYSE DES ACYLES GRAS :  

METHODES USUELLES 
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1. Analyse des FAMEs par GC-FID et GC-MS 

La GC permet de séparer les composés gazeux ou susceptibles d'être vaporisés par 

chauffage, lorsque ceux-ci ne se décomposent pas sous l’effet de la chaleur. Cette technique est 

fréquemment utilisée pour étudier la distribution des FAs totaux dans les échantillons. Pour 

cela, les extraits lipidiques (dans leur globalité) sont soumis à une transestérification. Tous les 

lipides estérifiables sont alors convertis en esters, facilement analysables par GC-FID ou GC-

MS. 

Il est également possible d’obtenir la distribution des FAs par classe. Pour cela, les classes 

de lipides doivent être préalablement séparées et isolées. Ensuite, chaque classe de lipide est 

transestérifiée et analysée individuellement par GC-FID ou MS. La mise en œuvre est beaucoup 

plus lourde que la méthode donnant accès à la distribution des FAs totaux, ce qui limite son 

utilisation. Cependant, cette méthode est considérée comme robuste et reste encore très 

largement employée [19]. 

1.1 Séparation et isolement 

La séparation des lipides est généralement réalisée par TLC ou HPTLC sur gel de silice à 

une dimension [164] ou deux dimensions [165,166]. L’identification des lipides est réalisée par 

comparaisons aux caractéristiques de migration de lipides témoins. Des systèmes automatisés 

sont disponibles commercialement pour réaliser les différentes étapes de l’analyse. A titre 

d’exemple, la Figure 47 présente différents équipements commercialisés par la société 

CAMAG®.  

Le dépôt d’échantillons peut se faire de manière reproductible grâce à un échantillonneur 

automatique. La migration peut être réalisée avec un gradient d’élution utilisant plusieurs 

phases mobiles. La dérivatisation et la détection sont adaptables aux propriétés 
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physicochimiques des analytes. Une interface MS permet le couplage TLC-MS, ce dispositif 

permet aussi de collecter l’éluat pour des analyses hors lignes. 

Figure 47: Instruments CAMAG® pour analyses HPTLC (https://anchrom.in).  

Tous les laboratoires ne disposent pas d’appareillages aussi performants. Les analyses sont 

encore souvent réalisées manuellement, ce qui limite la reproductibilité et les performances des 

analyses. Un exemple de séparation bidimensionnelle [165] (non automatisée) est présenté sur 

la Figure 48.  

Figure 48: Séparation de lipides sur plaque TLC bidimensionnelle [165].  
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Malgré des phases éluantes optimisées, la PC est partiellement coéluée avec le SQDG. Le 

prélèvement par grattage, de la PC et du SQDG conduit inévitablement à des fractions 

adultérées. 

La TLC est parfois utilisée pour isoler un ou plusieurs mélanges de lipides d’intérêt avant 

leur analyse par GC-FID. Par exemple, dans l’étude [167] portant sur les effets des régimes 

enrichis en PUFAs n–3 ou n–6 sur les métabolites lipidiques musculaires de porc, deux fractions 

ont été récupérées, l’une contenant l’ensemble de PLs et l’autre la classe des TGs.  

La séparation et l’isolement des lipides peuvent également être réalisés par SPE [139,168–

170], comme illustré sur la Figure 49. Suivant le support de la cartouche et les solvants utilisés, 

il est possible de récolter sélectivement les différentes classes de lipides. Cependant, la mise en 

œuvre n’est pas forcément simple. Dans les travaux de thèse de Guillaume Sayet, la SPE a été 

utilisée pour isoler l’ensemble des PLs. Un contrôle des éluats avait été mené avec notre 

méthode NPLC-DEDL [20], avant leur analyse par GC-MS. Cela a permis une optimisation du 

protocole afin d’obtenir des fractions de pureté acceptable. 

Figure 49: Illustration schématique d’une procédure de séparation de lipide par classe 

réalisée par SPE [169].  
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1.2 Conversion des FAs en FAMEs 

Lorsque les FAs sont associés à des lipides complexes telles que les glycérolipides, PLs, 

esters de cholestérol, les cires ou glycosphingolipides, ils peuvent être obtenus libres par 

saponification (solution basique) ou hydrolyse acide, puis dérivatisés pour l’obtention d’esters, 

le plus souvent des FAMEs. Les FAMEs peuvent également être obtenus directement par 

transestérification (appelé aussi méthanolyse).  

Il existe de nombreuses méthodes d’estérification. Le choix s’effectue en fonction de la 

classe de lipide et la nature des FAs (longueurs des chaînes et insaturations). La plupart des 

méthodes sont réalisées avec un excès d’alcool, généralement du méthanol pour l’obtention des 

FAMEs. Les réactions peuvent aussi être réalisées avec d’autres alcools (éthylique, propylique, 

isopropylique…), les températures d’ébullition des esters formés sont alors plus élevées. Quatre 

méthodes sont décrites dans la norme NF EN ISO 12966-2 (Corps gras d’origines animale et 

végétale : chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques d’acides gras – Partie 2 : 

préparation des esters méthyliques des acides gras). L’article [171] issus des Techniques de 

l’Ingénieur (2015) résume ces méthodes. Ces informations ont été regroupées dans la Table 7. 

La méthode 1 a été utilisée par l’Institut des Corps Gras (ITERG) lors de notre travail 

collaboratif sur les huiles végétales [21].   

La partie 3 de la norme (ISO 12966-3) détaille la préparation des esters méthyliques par 

l’hydroxyde de triméthyl sulfonium (TMSH) équivalent à (CH3)3S(OH). 

Les méthodes normalisées sont recommandées pour des applications spécifiques. 

Cependant, des études évaluent la possibilité d’utiliser des méthodes générales capables de 

transméthyler l’ensemble des lipides. C’est le cas des études [172] et [173] détaillées ci-après. 
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Table 7: Synthèse des méthodes de transméthylation décrites dans la norme NF EN ISO 12966-2. 

 

Méthode Principe Application Réactifs Réactions 

1 Transméthylation 

rapide à 

température 

ambiante en 

conditions 

alcalines 

- Echantillons dont l’acidité libre est inférieure ou égale à 0,5 % 

(recommandée). 
- Huiles d’olive vierges dont l’acidité est de l’ordre de 3 % ; 

– Corps gras comportant des triglycérides possédant des acides 

gras à chaîne courte ;  

– Corps gras comportant des triglycérides possédant des acides 

gras trans (E). 

 

Potasse méthanolique  

2 M (KOH/MeOH) 

 

Les triglycérides sont transméthylés en 

esters méthyliques. 

 2 Méthode générale 

de 

transméthylation/ 

méthylation à 

chaud 

 

Cette méthode exclut les matières grasses laurique et les 

matières grasses à chaîne courte. 

Hydroxyde de sodium 

méthanolique  

0,2 M (NaOH/MeOH) 

 

********** 

Catalyse acide à l’acide 

sulfurique méthanolique 

1 M (H₂SO₄/MeOH) 

Transméthylation des esters glycériques 

en esters méthyliques d’acides gras.  

Les acides gras libres sont convertis en 

savon. 

*********** 

Les savons sont convertis en esters 

méthyliques des acides gras. 

3 Méthode de 

transméthylation 

par le méthanol à 

l’aide d’un 

catalyseur 

 

Triglycérides avec présence d’acides gras libres 
Hydroxyde de sodium 

méthanolique  

0,5 M (NaOH/MeOH) 

 

********** 

Trifluorure de bore (acide 

de Lewis)/méthanol  

12 à 15 % (BF3/MeOH) 

Les triglycérides sont transméthylés en 

esters méthyliques. Les acides gras 

libres sont convertis en savon. 

 

********** 

Les savons sont convertis en esters 

méthyliques des acides gras. 

4  Méthode de 

transméthylation 

par catalyse acide 

des glycérides 

 

Glycérolipides 
 

Acide sulfurique 

méthanolique  

(H₂SO₄/MeOH) 

Transméthylation des esters glycériques 

en esters méthyliques d’acide gras.  

Le réactif de méthylation convertit 

également les acides gras libres en 

esters méthyliques d’acide gras. 
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Dans l’étude [172] trois méthodes de transméthylation adaptées de Morrison and Smith [174] (1), 

Castro-Gómez et al. [175] (2) et Christie et al. [176] (3) sont comparées. Les auteurs souhaitent 

sélectionner la méthode la plus adaptée à l’analyse des espèces lipidiques riches en PUFAs n-3 à 

longue chaîne couramment rencontrés dans les matrices alimentaires et biologiques.  

Pour cela, quatre classes de lipides (TG, PL, FFA et SE), issus d’extraits naturels, ont été soumis 

à ces trois méthodes de transméthylation. Ces classes ont ensuite été séparées par HPTLC pour évaluer 

leur taux de conversion en FAMEs. La séparation de lipides obtenue avec la méthode Castro-Gómez 

et al. (2) est présentée sur la Figure 50. 

 

Figure 50: Image d’une plaque HPTLC utilisée pour séparer des extraits de lipides totaux (a) et 

leurs FAMEs correspondant (b) [172]. 

Les dépôts « a » correspondent à la séparation des lipides avant transméthylation et les dépôts « b » 

après transméthylation. Dans l’exemple, tous les lipides estérifiables (PL, FFA, TG et CE) ont disparu 

aux profits des FAMEs.  
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La lecture de la plaque HPTLC par le scanner permet de visualiser le résultat par luminescence, 

Figure 51. Les FAMEs produits ont également été analysés par GC-FID pour comparer l’efficacité 

des méthodes sur la nature des FAs.  

Figure 51: Comparaison de l’efficacité de trois méthodes de dérivatisation pour la génération de 

FAMEs par HPTLC [172]. 

Le BF3/MeOH (+ NaOH/MeOH pour les PLs) (1) a permis de transméthyler les PLs et les FFA 

mais pas les TG et les SE. La méthode de Morrison and Smith a été utilisée par l’INRAe de Nantes 

lors de notre travail collaboratif sur les PLs [22].   

Le CH3ONa/H₂SO₄/MeOH (2) a été efficace sur l’ensemble des classes de lipides prises 

individuellement ou en milieu complexe.  

Le CH3ONa + BF3/MeOH (3) à température modérée (50°C contre 100°C pour les deux autres 

méthodes) a été efficace sur les TG, PL, FFA mais pas sur les SE. De plus, cette méthode a conduit à 

un profil de FAMEs altéré pour les PLs. Cela a été expliqué par la présence de sphingomyéline riche 

en C24:1n-9 (42%). Le C24:1n-9 n’ayant pas été retrouvé sur les résultats de la GC-FID.  
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Dans l’étude [173] le rendement de 6 protocoles de dérivatisation couramment utilisés sont 

comparés à travers 2 FFA saturés, 3 FFA insaturés, le PC(21 :0), le CE(17 :0), le TG(18 :1) et le 

TG(19 :0), les résultats sont présentés sur la Figure 52.  

Figure 52: Comparaison de l’efficacité de six méthodes de dérivatisation pour la génération de 

FAMEs par GC-FID [173].  

Le KOH/MeOH a permis la transestérification des TGs, conformément à la Table 7 (méthode 1). 

Cette méthode a également permis la transestérification des PLs, mais pas celles des CE et FFA. 

Le TMSH/MeOH a donné de bons résultats uniquement pour les CE.  

Le BF3/MeOH seul, a permis la méthylation des FFA saturés mais pas celles des FFA insaturés. Il a 

aussi permis la transméthylation des PLs mais pas celles des CE et TGs.  

Le HCl/MeOH a donné de bons résultats sur l’ensemble des lipides.  

Le NaOH/BF3/MeOH a permis la transestérification des TGs, conformément à la Table 7 (méthode 
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3). Il a été également efficace sur l’ensemble des autres lipides étudiés. Cette méthode a été utilisée 

par la plateforme MetaToul lors de notre travail collaboratif sur les PLs [22]. 

La durée et la température d’incubation des réactifs de dérivatisation ont également un impact sur 

l’obtention des FAMEs.   

Le BF3/MeOH a permis une bonne méthylation de tous les FFA dans la 1ère étude [172] et un 

rendement incomplet pour les FFA polyinsaturés dans la 2ème étude [173]. Dans le 1er cas, 

l’incubation est réalisée à 100°C pendant 15min et dans le 2ème cas à 90-95°C durant 1h. Les FFA 

polyinsaturés se sont peut-être oxydés sous l’effet d’une exposition trop longue à la chaleur. 

1.3 Conversion des chaînes alkényles en DMAs 

Comme décrit par Morrison and Smith [174], lors de la transestérification, les chaînes alkényles 

des P-PLs produisent des diméthylacétals (DMAs). Dans les conditions usuelles de séparation des 

FAMEs par GC, les DMAs sont élués juste avant leurs homologues FAMEs [177]. Les DMAs doivent 

être impérativement identifiés afin de ne pas les confondre avec des FAMEs [178].  

Par ailleurs, cette méthode est recommandée pour l’étude de la distribution des chaînes alkényles des 

P-PLs [178]. 

1.4 Séparation des FAMEs et DMAs par GC 

La séparation des FAMEs est généralement faite sur une phase polaire (FAMEWAX 

(polyéthylèneglycol) ; DB 225MS ((50%-cyanopropylphenyl) -methylpolysiloxane) …). Dans ces 

conditions de polarité, le temps de rétention des FAMEs augmente avec le nombre de carbones. Pour 

un même nombre de carbones, la rétention augmente avec le nombre de doubles liaisons. Les colonnes 

très polaires permettent de séparer les FAMEs isomères (isomérie de configuration (Z et E) et de 

position) [171]. 
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Un exemple de séparation réalisé sur une colonne RT-2330 (90% biscyanopropyl/10% 

phenylcyanopropyl polysiloxane) est présenté sur la Figure 53, issue du site internet du fabricant 

Restek (https://www.restek.com/fr/documentation-technique/articles/analysis-of-FAMEs-in-

biodiesel-fuel-pro-EZGC-modeling-software-ensures-proper-column-selection/). Les isomères trans 

sont élués avant les isomères cis.  

 

Figure 53: Séparation de FAMEs et de DMAs par GC-FID réalisée sur une colonne CP-Sil 88 - 

site internet Restek. 

Un exemple de séparation de FAMEs et de DMAs issus de la transestérification de la graisse 

intramusculaire d'agneau sur une colonne CP-Sil 88 est présentée sur la Figure 54.  

https://www.restek.com/fr/documentation-technique/articles/analysis-of-FAMEs-in-biodiesel-fuel-pro-EZGC-modeling-software-ensures-proper-column-selection/
https://www.restek.com/fr/documentation-technique/articles/analysis-of-FAMEs-in-biodiesel-fuel-pro-EZGC-modeling-software-ensures-proper-column-selection/
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Comme décrit précédemment, les DMAs sont élués avant leurs homologues FAMEs. Les isomères 

iso sont élués avant les isomères anteiso (cas des FAs branchées). 

Figure 54: Séparation de DMAs et FAMEs issue de graisse intramusculaire d'agneau par GC-

FID [178]. 

1.5 Couplage de la GC au FID et à la MS 

Le couplage de la GC au FID permet d’obtenir des données quantitatives et le couplage à la MS 

permet d’obtenir des données quantitatives et qualitatives (identification/caractérisation).  

Dodds et al. (2005) [179] ont comparé la réponse du FID à celles obtenues par deux analyseurs MS 

(un Quadripôle (PQ) et une Trappe ionique (IT)) couplés à une source d’impact électronique (EI).

  

Les résultats montrent que le FID a une réponse linéaire sur l’ensemble des points de gamme du 

C18 :0, ce qui n’est globalement pas le cas des deux détecteurs MS, sauf lors de l’utilisation du QP en 
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mode SIM, Figure 55 (a). D’autre part, les FAMEs ont des coefficients de réponse beaucoup plus 

homogènes avec le FID par rapport aux détecteurs MS, Figure 55 (b). Ces deux spécificités expliquent 

pourquoi les analyses quantitatives sont plus fréquemment faites par GC-FID. Néanmoins, la GC-MS 

offre deux principaux avantages par rapport au FID, la capacité à confirmer l'identité des analytes sur 

la base d’informations spectrales en plus du temps de rétention et la possibilité de séparer les pics du 

bruit de fond ou d'une coélution de pics si des ions spécifiques sont disponibles.  

 

Figure 55: Gauche : courbes d'étalonnage du FAME 18:0 obtenue par GC-FID (a), QP-MS (b) et 

IT-MS (c). Droite : facteurs de réponse pour une série de FAMEs saturés (a) et une série de FAMEs 

insaturés (b) obtenus par GC-FID et QP-TIC/QP-SIM/IT-TIC/IT-SIE [179].  

IT, ion trap; QP, quadrupole; SIE, selected ion extraction; SIM, selective ion monitoring; TIC, total ion count.  
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2. LC-MS/MS 

La distribution des FAs totaux peut également être déterminée par LC-MS/MS [180–182]. Le 

principe consiste à hydrolyser les lipides et à analyser les FFA produits par RPLC-MS/MS. Dans 

l’étude [182], 41 FFA (dont des isomères) ont été séparés sur une colonne C8. Onze FFA marqués ont 

été utilisés comme standards internes. Les concentrations déterminées par cette méthode sont proches 

de celles obtenues par GC-FID, Figure 56.   

Selon les auteurs, les atouts de cette méthode sont : la rapidité de préparation des échantillons par 

hydrolyse et dilution ; la combinaison possible avec l'analyse des produits d'oxydation des PUFAs 

(eicosanoïdes et autres oxylipines) [183] et la quantification des FAs non estérifiée en présence de 

triacylglycérols. 

 

Figure 56: Comparaison des méthodes LC-MS et GC-FID pour l’obtention de la distribution des 

FAs. Préparation des échantillons (a). Variabilité intra- et inter-journalière de la concentration en 

FAs selon les deux méthodes dans : le plasma humain (b) ; l’huile de tournesol (c) et l’huile de lin (d) 

[182]. 
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INTRODUCTION :  

ANALYSE DES ACYLES GRAS PAR LES IONS B 

1. Origine du concept 

Lors de notre participation à l’ANR Omegasomes (2012-2015) nous avons été confrontés à la 

difficulté d’obtenir une estimation fiable de la distribution des FAs dans les différentes classes de 

lipides issus d’échantillons naturels.  

Dans ce projet, des sous-produits alimentaires riches en PUFAs n-3 (tourteaux oléagineux et noix de 

Saint-Jacques) ont été choisis pour formuler des éthosomes en vue d’applications nutritionnelles ou 

topiques. Les éthosomes sont des capsules de taille colloïdale, résultant de l’assemblage spontané des 

phospholipides en présence d’eau et d’éthanol.  

L’un des objectifs était de déterminer la distribution des PUFAs n-3 au sein des différentes classes de 

lipides, notamment dans celles des PLs utilisées pour former les éthosomes. Ce projet a donné lieu à 

l’article [184] dans lequel les espèces moléculaires des PLs ont été déterminées par shotgun-MS, 

RPLC-MS/MS et NPLC-MS. Il a également donné lieu à l’article [185] dans lequel la distribution des 

FAs totaux a été déterminée par GC-FID. Dans cet article, la fraction des PLs a également été isolée 

par TLC avant d’être analysée par RMN. L’utilisation de la 31P RMN a permis de déterminer la 

distribution des PLs par classe et l’utilisation de la 1H RMN a permis de déterminer la teneur globale 

des PLs en PUFAs n-3. 

A l’issue du projet ANR, la composition en FAs déterminée par les autres laboratoires nous a 

permis d’obtenir une base de comparaison avec nos données NPLC-APPI-MS, obtenues à partir des 

mêmes échantillons.  

La NPLC permet de séparer les lipides par classe, ainsi l’ensemble des TGs sont élués vers 5 min et 

les différentes classes de la catégorie des PLs sont éluées entre 24 et 40 min. En étudiant le spectre de 
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masse sous le pic de la classe des TGs, nous avons observé que la distribution des intensités des ions 

fragments [MG+H-H2O]+ produits en source coïncidait avec la distribution en % des FAs déterminée 

pendant l’étude ANR par les autres laboratoires. La même observation a été faite lors de l’étude des 

pics de chaque classe de PLs. Cette observation est uniquement possible si une classe de lipide est 

éluée sous un pic unique et sans autre coélution. Il n’est donc pas possible de faire cette observation 

lors d’une séparation par RPLC, par exemple.   

L’énergie des sources APPI et APCI (Thermo Fisher) a permis d’induire des ions fragments [MG+H-

H2O]+ à partir de glycérolipides ou de PLs. Cette observation n’a pas été faite lors de l’utilisation de 

la source ESI de ce même constructeur, cette source étant moins énergétique. Nous apportons une 

précision sur le fabricant, car la géométrie de la source peut influencer l’ionisation.   

Les ions étudiés dans ce travail de thèse sont exclusivement issus de la fragmentation en source 

APPI ou APCI, ils ne sont pas issus de la fragmentation MS/MS. 

2. Fragmentation des TGs et PLs en mode positif 

Le schéma de fragmentation en mode positif des TGs et des PLs (exemple du PC) sont présentés 

sur la Figure 57. Les TGs se fragmentent en perdant une chaîne grasse et les PLs en perdant leur tête 

polaire. Dans les deux cas, ces fragmentations aboutissent à la formation d’un ion commun équivalent 

à l’ion [DG+H-H2O]+. Cet ion se fragmente à nouveau, en perdant une chaîne grasse, pour former un 

ion équivalent à l’ion [MG+H-H2O]+. Ces deux ions, [DG+H- H2O]+ et [MG+H-H2O]+, sont 

nommés respectivement ions A et B dans l’étude Holčapek et al. (2003) [186]. Cette notation a été 

conservée dans nos travaux.  
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Figure 57: Gauche : schéma de fragmentation des TGs [186]. Droite : schéma de fragmentation 

des PC [187]. Des illustrations ont été ajoutées aux schémas d’origine. 

Pour illustrer ces schémas de fragmentation, les spectres de masse en mode « full scan » des TGs 

issus de l’huile d’olive et des PC extraits du cerveau de bœuf (standard Sigma-Aldrich) obtenus lors 

de nos premiers essais sont présentés respectivement sur la Figure 58 (a) et sur la Figure 59 (a). 
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Figure 58: Spectre full scan des TGs issus de l’huile d’olive (a) ; zoom dans la gamme m/z 

correspondante aux ions B (b) ; pourcentage des FAs obtenus par GC-FID et par les intensités des 

ions B (c). 

Figure 59: Spectre full scan des PC extraits du cerveau de bœuf (a) ; zoom dans la gamme m/z 

correspondante aux ions B (b) ; distribution en pourcentage des FAs par GC-FID et par les intensités 

des ions B (c).  

(a) 

(b) 

(c) 

(a) 

(b) 

(c) 



 

Introduction  

Analyse des acyles gras par les ions B 

 

139 

 

Dans les deux cas, l’intensité des ions A est très majoritaire par rapport à celles des autres ions. 

Les intensités des ions B représentent moins de 5% de l’intensité de l’ion A le plus abondant. Cette 

faible intensité relative des ions B, contribue sans doute à une sous exploitation de ces ions dans les 

études. Pour mieux visualiser les ions B, un zoom est présenté sur la Figure 58 (b) et la Figure 59 (b). 

Les ions B présentent l’avantage d’être composés d’une seule partie variable, correspondant au FA, 

leurs m/z sont donc très simples à identifier. L’identification des ions contenant 2 ou 3 FAs (ions A et 

ions [M+H]+) n’est pas directe à cause du nombre important de combinaisons de FAs possibles.  

Sur la Figure 58 (c) et la Figure 59 (c), les intensités relatives des ions B sont converties en 

pourcentages et comparées aux pourcentages des FAs obtenus par GC-FID. Les résultats des deux 

approches sont comparables. Cette observation est à l’origine de notre hypothèse de travail.  

Pour objectiver la possibilité d’utiliser les ions B pour prédire la distribution des FAs, nous avons 

réalisé deux études. Dans la 1ère étude, les bases et les limites du concept ont été définies au travers de 

la classe des TGs. Dans la 2nd étude le concept a été étendu aux classes des PLs (dont les 

plasmalogènes). 

Cette méthode a pu être valorisée au travers d’un travail collaboratif portant sur le réajustement des 

lipides dans les souches productrices d'acides gras à chaînes impaires de Yarrowia lipolytica. Ces trois 

études font l’objet des trois chapitres suivants. 

 





 

141 

 

CHAPITRE VI. EVALUATION DE LA DISTRIBUTION DES ACYLES 

GRAS DES TRIACYLGLYCEROLS PAR LES IONS B 

 





 

 

Chapitre VI.  Evaluation de la distribution des acyles gras des 

triacylglycérols par les ions B 

 

 

143 

 

1. Introduction 

Cette première étude a pour but d’évaluer la possibilité d’utiliser les ions B, produits en sources 

APPI et APCI, pour prédire la distribution des FAs des glycérolipides et PLs. Pour cela, deux prérequis 

à la mise en œuvre de ce nouveau concept ont dû être étudiés.  

Tout d’abord, les ions B doivent être toujours formés en source, quelle que soit la nature des espèces 

moléculaires. D’autre part, les ions B doivent être spécifiques des FAs, pour une résolution de 

spectromètre de masse donnée.  

Il a également fallu trouver un support (échantillons/standards) pour le développement du concept. 

L’utilisation exclusive de standards mono-moléculaires a été rapidement écartée. Leur disponibilité 

commerciale est limitée et leur coût élevé. Nous nous sommes donc orientés également vers 

l’utilisation de standards issus d’extraits naturels. Le développement sur des extraits naturels permet 

d’appréhender au mieux les défis analytiques sur des cas d’études concrets.  

Ayant travaillé sur des extraits de lipides totaux dans l’article de 2017, nous avons pensé à leur 

utilisation. Ces échantillons présentent l’avantage de contenir différentes classes de lipides 

simultanément. Cependant, nous n’avons pas retenu cette idée, car la détermination de la distribution 

des FAs par la GC-FID aurait nécessité la séparation et l’isolement des différentes classes de lipides, 

ce qui aurait complexifié les expérimentations. De ce fait, nous avons choisi de travailler avec des 

extraits lipidiques naturels contenant une seule classe de lipide. Un nombre limité de standards de PLs 

issus d’extraits naturels sont disponibles commercialement chez Avanti Polar Lipids, Inc et Sigma-

Aldrich, mais aucun extrait n’est disponible pour la classe des TGs.  

Fort de notre expérience sur les huiles végétales lors du projet ANR Omegasomes, nous avons pensé 

à utiliser des huiles végétales comme standards. Aroma-Zone commercialise à des fins cosmétiques 

un grand nombre d’huiles avec un bulletin d’analyse relativement détaillé concernant la composition 

en FAs. Les huiles ont pu être sélectionnées pour balayer la plus large gamme (nature et concentration) 
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de FAs. De plus, les huiles sont constituées à plus de 95% de TGs ce qui permet de considérer ces 

échantillons comme quasi purs par rapport aux besoins de notre expérimentation.   

Vingt huiles ont été sélectionnées pour étudier la classe des TGs et dix-sept standards de PLs ont été 

sélectionnés pour étudier la catégorie des PLs. Pour simplifier les expérimentations, seule la classe des 

TGs est étudiée dans ce premier travail. 

Les huiles étant considérées dans cette étude comme quasi pures en TGs, il a été possible de réaliser 

des analyses très rapides par FIA-HRMS. Ce mode d’introduction permet une élution de l’ensemble 

des TGs au temps mort du système (environ 1 min).  

L’analyse des huiles a également été réalisée par NPLC-HRMS, pour étudier le potentiel de la méthode 

à être utilisée sur des échantillons contenant plusieurs classes de lipides. 

Le choix de la source d’ionisation s’est porté sur l’APPI, pour ses intensités plus importantes que 

celles de l’APCI (Abreu et al. 2017) [20]. 

Nous avons également initié une collaboration avec l’ITERG, laboratoire expert dans l’analyse 

des FAs par GC-FID, afin d’obtenir des valeurs de références fiables de la distribution des FAs de ces 

huiles.  

Ce travail a donné lieu à l’article « Rapid assessment of triacylglycerol fatty acyls composition by 

LC-APPI+-HRMS using monoacylglycerol like fragments intensities » publié dans le journal 

Analytica Chimica Acta, présenté ci-après. 

 

2. Publication 2 

Les données supplémentaires liées à cette publication sont présentées en Annexe II. 
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3. Conclusion  

L’ionisation en source de la classe des TGs a été étudiée à l’aide de huit standards mono-

moléculaires. Les résultats obtenus sont comparables (Table S2) à ceux d’Holčapek et al. [186]. 

L’ion [M+H]+ n’est pas formé en source lors de l’ionisation des TGs saturés. Son intensité 

augmente avec le nombre d’insaturations. L’ion [M+H]+ devient majoritaire à partir de 6 

insaturations. Cette particularité explique pourquoi les TGs sont rarement analysés sans adduit. 

L’intensité de tous les autres ions formés en source ont également été étudiés. L’ion A et l’ion 

B sont les seuls ions à être toujours observés quel que soit le standard utilisé. L’intensité des 

ions B correspond de manière très stable à 1 à 2 % de l’ion majoritaire.  

L’intensité des ions B a également été étudiée en fonction de la concentration en standards 

mono-moléculaires de TGs (Figure S2). Les résultats montrent une croissance quasi linéaire de 

l’intensité des ions B avec l’augmentation de la concentration entre 0 et 0,75 g/L. Ces premières 

données ont conforté notre hypothèse de travail. 

Une liste de FAs d’intérêts a été établie d’après les outils de spectrométrie de masse sur le 

site LIPID MAPS. Cette liste de 41 FAs, les plus couramment rencontrées dans les échantillons 

naturels, est apparue suffisamment complète par rapport au besoin de l’étude. 

Pour vérifier que les ions B sont spécifiques de chaque FAs, un fichier Excel 

particulièrement volumineux a été créé. A partir des 41 FAs sélectionnés, il est théoriquement 

possible de former 68921 TGs (413). Ainsi, tous les ions pouvant être théoriquement formés en 

source à partir de ces 68921 TGs ont été édité sur le tableau Excel, en y ajoutant les ions issus 

de la contribution isotopique du 13C (jusqu’à deux atomes 13C).   

Ensuite, le m/z de chacun des 41 ions B a été comparé à l’ensemble des m/z édités 

précédemment. Cette comparaison sous forme de soustraction entre les m/z a permis de 

déterminer la résolution minimale nécessaire du spectromètre de masse pour différencier les 
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ions B de tous les autres ions. Un Δ m/z minimal de 0.0065 a été trouvé, ce qui implique une 

résolution minimale de (FWHM) 60 000 @ m/z 400. Le nouveau concept doit donc être mis en 

œuvre sur des spectromètres de masse ayant un pouvoir de résolution supérieur ou égal à la 

valeur calculée. 

Il a fallu également développer un logiciel sous Python, capable d’extraire de manière 

automatique les intensités des ions B. Ce logiciel a dû intégrer une fonctionnalité de tolérance 

des m/z pour prendre en compte la précision du spectromètre de masse ainsi que son exactitude. 

Les résultats ont montré que pour des huiles contenant peu ou pas de C18 :3, la distribution 

des intensités des ions B était directement corrélée à la distribution des % de FAs. Pour les 

huiles riches en C18 :3, comme la cameline, les intensités des ions B étaient systématiquement 

sous-estimées.  

Il a donc été nécessaire de corriger l’intensité des ions B, via un coefficient de pondération. 

Pour cela, dix huiles ont été utilisées pour la calibration de la méthode et les dix autres huiles 

pour la validation. L’utilisation de la fonction « Solver » sur le logiciel Excel a permis 

d’automatiser les ajustements de pondérations de l’intensité des ions B lors de l’étape de 

calibration. Globalement, l’intensité des ions B(C18 :3) ont été multipliées par 2. 

La validation de la méthode a été réalisée selon la régression de Deming. Cette régression 

permet de prendre en compte les incertitudes expérimentales liées également aux valeurs prises 

en références. Les résultats statistiques ont montré que pour les FAs dont le nombre de données 

était suffisants, les régressions issues des courbes de calibration et de validation n’étaient pas 

statistiquement différentes. 

La limite de détection du nouveau concept est comparable à celle pouvant être obtenue par 

GC-FID. Globalement, tous les FAs détectés à plus de 0,2% par GC-FID ont également été 
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détectés par les ions B. Le seuil de détection du C18 :4 et C20 :2 semble être plus favorable 

avec notre méthode et le seuil de détection du C20 :1, C20 :0, C22 :1, C22 :0, C24 :1 et C24 :0 

semble être plus favorable avec la méthode GC-FID.  

Cette étude a permis de valider le nouveau concept ainsi que d’en poser les bases et les limites. 

Elle ouvre également la perspective à sa transposition aux classes des PLs. 
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1. Introduction 

Les bases du concept, permettant d’évaluer la distribution des FAs des glycérolipides et des 

PLs, via l’intensité relative des ions B, ont été posées dans l’étude précédente à travers la classe 

des TGs contenues dans les huiles végétales. Le choix de ces échantillons a été effectué par 

rapport aux besoins de la preuve de concept. Cependant, l’évaluation des FAs des huiles 

végétales par les ions B présente en réalité un avantage limité par rapport à l’utilisation classique 

de la GC-FID. La méthode de l’ion B devient réellement compétitive lors de l’étude d’extraits 

lipidiques comprenant plusieurs classes de lipides. Pour ce type d’échantillons, une séparation 

de lipides par classe est nécessaire avant la mise en œuvre de l’analyse de FAMEs par GC-FID, 

ce qui limite son emploi.  

Cette étude évalue la transposition de la méthode des ions B à la catégorie des PLs. 

Précédemment, une seule classe de lipides était analysée, alors que dans la présente étude, 

toutes les classes des PLs sont étudiées. Cela conduit à appliquer la méthode des ions B a des 

classes de lipides ayant des groupements de têtes polaires différents et des temps d’élution 

également différents. Il est donc nécessaire d’étudier l’impact de la structure chimique des PLs 

(groupement polaire/distribution des FAs) et du gradient d’élution sur la formation des ions B. 

Pour cela, dix-sept standards issus d’extraits naturels de PLs ont été sélectionnés pour 

couvrir l’ensemble des classes. Cinq extraits d’origine différente ont pu être sélectionnés pour 

le PE et PC du fait de leur plus grande disponibilité commerciale.  

La source d’ionisation APPI utilisée lors de l’étude précédente, n’était pas disponible pour 

cette seconde étude. Cela nous a conduits à utiliser la source APCI, plus fréquemment utilisée 

dans les laboratoires. Cette contrainte a permis de proposer une alternative à l’utilisation de 

l’APPI pour la mise en œuvre des ions B.  
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Comme précédemment, l’ensemble des extraits a été analysé par GC-FID pour l’obtention 

de valeurs de référence. Pour cela, nous avons collaboré avec Justine Bertrand-Michel, 

Directrice de la plateforme lipidomique MetaToul. La plateforme permet aux utilisateurs de se 

former aux différentes techniques disponibles, à partir de leurs propres échantillons.  

L’estimation de la distribution des FAs des PLs par les ions B et par la GC-FID s’est avérée 

différente pour quatre extraits (trois extraits de PE et un extrait de PC). Pour comprendre 

l’origine de ces écarts, nous avons collaboré avec Alice Kermarrec et Anne Meynier de 

l’INRAe de Nantes. Leur expertise nous a orienté vers une difficulté d’analyse liée à la présence 

de P-PLs dans ces quatre extraits. Cela nous a amené à développer une stratégie d’analyse 

spécifique pour les extraits contenant simultanément des diacyl-PLs et des P-PLs. 

Ce travail a donné lieu à l’article « Rapid assessment of fatty acyls chains of phospholipids 

and plasmalogens by atmospheric pressure chemical ionization in positive mode and high-

resolution mass spectrometry using in-source generated monoacylglycerol like fragments 

intensities » publié dans Journal of Chromatography A, présenté ci-après. 

2. Publication 3 

Les données supplémentaires liées à cette publication sont présentées en Annexe III.  
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3. Conclusion 

L’étude a montré que la méthode des ions B développée initialement sur la classe de TGs 

est également applicable aux différentes classes des PLs, avec certaines précautions.  

Lorsque les extraits de PLs (PE œuf/soja ; PC œuf/cerveau/foie/soja ; PG œuf ; CL cœur ; 

PS cerveau ; PI soja ; PA œuf ; LPE œuf et LPC œuf) sont constitués exclusivement de diacyl-

PLs, la méthode est directement utilisable.   

Globalement, ces extraits contiennent de faibles teneurs en FAs polyinsaturés. L’utilisation de 

coefficients pondérateurs n’a pas été nécessaire pour corriger l’intensité des ions B. Les 

régressions de Deming ont mis en évidence que les résultats obtenus par la méthode de référence 

et par notre méthode n’étaient statistiquement pas différents (au risque de 5%).  

Ce résultat démontre que dans notre étude, ni la nature de la tête polaire des PLs, ni la nature 

des FAs de même que la variation de composition de la phase mobile due au gradient d’élution 

n’ont un impact statistiquement significatif sur la formation des ions B. 

Lors des premières analyses menées par GC-FID, la présence de P-PLs n’a pas été anticipée 

dans quatre extraits (PE cœur/foie/cerveau et PC cœur). Lors de la transestérification, les 

chaînes alkényles des P-PLs produisent des DMAs. Les DMAs peuvent être facilement 

confondus avec des FAMEs sur les chromatogrammes [178]. Ces extraits ont été analysés avec 

la méthode de Morrison et Smith [174], pour l’obtention de valeurs de référence fiables.  

Les deux sous-classes, diacyl-PLs et P-PLs, contenues simultanément dans ces extraits, sont 

coélués chromatographiquement avec la méthode NPLC-APCI-HRMS. Or, les ions fragments 

produits par ces deux sous-classes, ne sont pas formés au même degré. L’utilisation des ions B 

n’est donc pas utilisable dans ces conditions, il est de ce fait impératif de séparer les diacyl-PLs 

et les P-PLs.  
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Un traitement rapide des échantillons est proposé dans l’étude pour pallier cette difficulté. Les 

extraits contenant des P-PLs ont été soumis à des vapeurs d’acide chlorhydrique concentré. 

Lors de cette étape, les liaisons éther vinyliques sont hydrolysées tandis que les liaisons esters 

restent intactes. Les P-PLs sont transformés en Lyso-PLs et en aldéhydes. La distribution des 

FAs estérifiés sur les P-PLs est accessible à travers l’analyse des Lyso-PLs formés. Les diacyl-

PLs n’étant plus coélués avec les P-PLs, la distribution des FAs est accessible. La distinction 

de la distribution des FAs de diacyl-PLs et P-PLs est un avantage supplémentaire de cette 

méthode par rapport à la GC-FID.   

Ces quatre extraits de PLs, contiennent des pourcentages en FAs polyinsaturés importants 

(C20 :4, C20 :3, C22 :6, C22 :5 et  22:4). Cependant, compte tenu du faible nombre d’extraits, 

il n’a pas été possible de calculer les coefficients pondérateurs pour corriger les intensités des 

ions B correspondants. Par comparaison avec l’étude précédente, un coefficient 2 a été appliqué 

à l’ensemble des intensités des ions B. Cette correction a permis d’obtenir des résultats 

comparables à ceux obtenus par GC-FID.  

La fragmentation des P-PE et P-PC a également été explorée. Les P-PE étant naturellement 

plus abondants que les P-PC, il a été possible de trouver des informations sur leur fragmentation 

dans la littérature. Cependant, aucune information n’a pu être trouvée sur la fragmentation des 

P-PC lors de l’utilisation d’une source APPI ou APCI en mode positif.  

La fragmentation du standard PC P-18 :0/18 :1 a été explorée et un schéma de fragmentation a 

été proposé dans cet article. 

A l’issue de ce travail, nous avons également mis en évidence des ions spécifiques des P-

PLs, permettant d’accéder à la distribution des alkényls gras, à l’image des ions B pour accéder 

à la distribution des FAs. 
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1. Introduction 

Au cours de cette thèse, nous avons collaboré avec le Dr Jean-Marc Nicaud, Directeur de 

l’équipe Biologie Intégrative du Métabolisme lipidique microbien BIMLip de l’institut 

MICALIS (INRA-AgroParisTech, à Jouy-en-Josas) sur le réajustement des lipides dans les 

souches productrices d’acides gras à chaînes impaires de Yarrowia lipolytica. 

L’équipe BIMLip entreprend une approche fondamentale de biologie systémique et 

d’ingénierie génétique du métabolisme lipidique des levures oléagineuses et en particulier de 

Yarrowia lipolytica. Les applications concernent les biocarburants, les biolipides, les 

bioplastiques et la chimie blanche. Les travaux de l’équipe BIMLip s’articulent autour de 3 

axes majeurs : le métabolisme des lipides ; la biologie synthétique et la valorisation.  

Dans ce travail collaboratif, le profil lipidique de la souche obese L de Yarrowia lipolytica 

est comparé à celui de la souche obese LP (modifiée génétiquement pour la production de FAs 

à chaînes impaires). Les échantillons correspondent à des triplicatas de cultures, réalisés à trois 

temps (72 h, 144 h et 216 h). Le BIMLip possède un GC-FID, avec lequel il détermine la 

composition des FAs totaux pour contrôler la production des souches en FAs. Cependant, ces 

analyses ne permettent pas de déterminer si les FAs impairs sont localisés spécifiquement sur 

la classe des TGs, répartis sur l’ensemble des classes ou bien répartis d’une autre manière. Cette 

information est importante pour la compréhension du métabolisme de ces levures. 

Cette collaboration a donné lieu à l’article « Lipid Readjustment in Yarrowia lipolytica Odd-

Chain Fatty Acids Producing Strains » publié dans Biomolecules. L’article est présenté ci-

après. 

2. Publication 4 

Les données supplémentaires liées à cette publication sont présentées en Annexe IV. 
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3. Conclusion 

L’identification des lipides a été relativement simple, puisque seuls les glucuronosyl 

diacylglycérol (GlcADG) n’avaient jamais été analysés avec notre méthode séparative. Les 

GlcADG sont des glycolipides des membranes végétales spécialement formés dans des 

conditions d'appauvrissement en phosphate. Les lipides de réserves identifiés se composent de 

SE, TGs, DG et FFA et les lipides de membranes se composent de GlcCer, GlcADG, PE, PA, 

PI, CL et PC.  

Pour les lipides de réserve, les analyses ont mis en évidence que les quantités de TGs sont 

comparables entre les deux souches et ne varient pas de manière significative dans le temps. 

Les quantités de SE, DG et FFA sont également restées constantes dans la souche obese L. Au 

contraire, dans la souche productrice de FAs impaires (LP obese), une augmentation avec le 

temps a été observée pour les DG et les FFA. Cela peut résulter de l’action de TG-lipases 

intracellulaires impliquées dans la remobilisation des TGs. Des niveaux de SE plus faibles chez 

les LP obese par rapport au contrôle, ont également été observés, suggérant une limitation de la 

voie de Kennedy.  

La distribution des FAs des TGs et des DG a été évaluée avec la méthode des ions B. Pour 

les FFA les % des intensités des ions [RCOO]- ont été explorés. La répartition des FAs pour ces 

trois classes de lipides est relativement homogène et les mêmes tendances sont observées. Les 

écarts types évalués sur les triplicata sont également homogènes. Ces informations confortent 

l’extension du concept aux DG.  

Pour ces trois classes, le FA majoritaire chez obese L est le C18:1 et pour obese LP le C17:1. 

D’une manière générale, les modifications génétiques ont induit une diminution des FAs pairs 

en faveur principalement de C17:1.  
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Les m/z des ions B correspondant aux FAs C19 :1, C19 :2 et C17 :2 ont été recherchés avec 

succès sur les spectres de masse des échantillons, afin de compléter les informations sur les 

voies métaboliques de Yarrowia lipolytica. Ces FAs minoritaires ont été ajoutés au schéma 

métabolique avec les enzymes nécessaires à leur synthèse. 

Pour les lipides de membrane, les analyses ont mis en évidence des réajustements de 

lipides importants avec le temps chez obese LP. À 72 h, obese LP contient des quantités de PE, 

PI et PC beaucoup plus élevées que la souche obese L. Ces quantités diminuent 

considérablement à 144 h et 216 h. A 216 h, PE et PI ont quasiment disparu des profils LC-

Corona-CAD®.  

Comme pour les lipides de stockage, les lipides de membrane chez obese L contiennent 

majoritairement du C18 :1 alors que les obese LP contiennent principalement du C17 :1. La 

même tendance générale est observée avec la diminution de tous les FA pairs chez obese LP au 

profit principalement de C17 :1.  

Une exception est observée pour la CL, dont la teneur en C18 :2 est majoritaire (50%) chez 

obese L. La forte proportion de C18 :2 dans la classe de CL (principalement localisé dans les 

mitochondries) est habituelle dans les extraits biologiques et participe au bon fonctionnement 

de la mitochondrie. Chez obese LP le C17 :1 devient majoritaire (≈45%) et le C18 :2 ne 

représente plus qu’environ 20%. Nous avons donc émis l'hypothèse que la modification de la 

composition de la CL chez les LP obèses pouvait altérer la fonction mitochondriale et limiter 

la production de lipides. 

Le PE, PA et PC présentent une distribution en FAs proche. Le PI et le GlcADG ont 

également une distribution proche et se distinguent par une proportion en C16 :0 plus 

importante. 
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La distribution des espèces moléculaires des classes de PLs a également été recherchée. 

Pour cela l’intensité des ions [M-H]− des PE, PA, PI et GlcADG ainsi que l’intensité des ions 

[M●]− du PC ont été étudiés. Les FAs substitués sur le glycérol ont été identifiés grâce aux ions 

[RCOO]- issus de la MS².  

Les données montrent qu’à partir d’une distribution en FAs similaire (PE, PA et PC), les classes 

de PLs peuvent avoir une distribution en espèces moléculaires très différentes. Le PE et le PA 

possèdent 4 espèces moléculaires majoritaires (représentant chacune 20%), tandis que le PC 

possède 2 espèces moléculaires majoritaires (représentant respectivement 30% et 40%).   

Une similitude de distribution est observée pour les espèces moléculaires de PI et de GlcADG. 

Les résultats obtenus pour le GlcADG sont apparus cohérents (distribution et écart type) avec 

ceux obtenus pour les autres lipides. Notre méthode semble également applicable à cette classe 

de lipide. 

Pour les PLs (hors CL) la distribution en FAs a été recalculée à partir des espèces 

moléculaires. Les résultats trouvés sont similaires à ceux obtenus avec l’utilisation des ions B. 

Cette concordance est sans doute à mettre en relation avec la diversité de FAs présents dans les 

échantillons (homogènes en nombre de carbones et comportant peu d’insaturations). 

La méthode des ions B a mis en évidence que les souches Yarrowia lipolytica modifiées 

produisent des FAs à chaînes impaires dans l’ensemble des classes lipidiques, et cela, de 

manière relativement homogène. 

 



 

 

Discussion et conclusion générale 

 

 

207 

 

DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALE 

L’analyse des lipides représente un intérêt majeur dans de nombreux domaines, dont celui 

de la nutrition et de la santé. Les analyses « omiques » sont en plein essor pour tenter 

d’appréhender la complexité du vivant dans son ensemble. Les analyses lipidomiques, sous-

partie de la métabolomique, focalisent leur champ d’investigation sur les lipides. Cependant, la 

grande diversité naturelle de cette catégorie de molécules, induit des défis analytiques. Les 

difficultés sont principalement liées à la variabilité de la réponse des instruments en fonction de 

l’espèce lipidique et de son environnement chimique ainsi qu’au manque de standards pouvant 

corriger cette variabilité. Malgré des moyens importants pour la mise en œuvre de ces méthodes, 

l’obtention de résultats quantitatifs et exhaustifs fiables est pour le moment difficile à atteindre.  

En 2017, nous avons publié une méthode globale de séparation de lipides par classe (NPLC) 

pouvant être couplée à différents détecteurs (DEDL, Corona et MS). Cette méthode est 

régulièrement couplée au DEDL par d’autres auteurs, pour accéder à la distribution des lipides 

par classe. Dans plusieurs études, une analyse des FAMEs par GC-FID est réalisée pour 

l’obtention de la distribution des FAs totaux. Cependant, la distribution des FAs par classe n’est 

jamais recherchée, malgré son intérêt évident. La séparation et l’isolement des classes lipidiques 

représente une contrainte importante pour de nombreux laboratoires. 

Les travaux menés au cours de cette thèse ont démontré, au travers de trois publications, 

que l’évaluation de la distribution des acyles gras estérifiés (FAs) des glycérolipides et PLs était 

accessible grâce aux ions fragments [MG+H-H2O]+ (ions B) produits en source lors des 

analyses NPLC-APPI/APCI-HRMS.  

Ce traitement original des données permet d’accéder à des informations complémentaires à 

celles classiquement obtenues avec ce type de méthodes. La comparaison des données 
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(distribution des FAs/distribution d’espèces moléculaires) peut mettre en exergue d’éventuels 

biais analytiques.  

Dans un premier temps, les bases méthodologiques de notre approche ont été posées à 

travers l’étude de la classe des TGs issus d’huiles végétales. Le développement ainsi que la 

validation du concept ont fait l’objet d’une première publication dans Analytica Chimica Acta 

[21].  

La dépendance de la fragmentation en source des TGs envers la nature des FAs qui les 

composent est connue, elle empêche l’accès à l’ensemble des espèces moléculaires à partir de 

l’ion [M+H]+. Cette difficulté est généralement surmontée par l’utilisation d’adduits 

(notamment NH4
+) pour stabiliser les TGs. Cette stratégie n’a pas été mise en œuvre dans nos 

travaux. Cependant, l’étude de l’ionisation de standards de TGs homogènes a mis en exergue 

l’omniprésence des ions B sur les spectres de masse, quel que soit la nature des FAs des TGs. 

L’intensité des ions B est globalement homogène et représente 1 à 2% de l’intensité de l’ion 

[DG+H-H2O]+ (ions A) le plus intense. Cette observation ouvre la possibilité d’accéder à la 

distribution des FAs de l’ensemble des TGs. 

La spécificité de notre approche repose sur la capacité de l’appareillage à séparer les ions B 

des ions quasi isobares issus de la fragmentation des TGs. Nous avons établi une liste de 41 

FAs couramment rencontrés dans les échantillons naturels et calculé la valeur des rapports m/z 

des ions B correspondants. L’écart minimal entre ces m/z et ceux des ions théoriquement issus 

de la fragmentation des TGs indique qu’une résolution (FWHM) minimale du spectromètre de 

masse de 60 000 @ m/z 400 est nécessaire pour garantir la spécificité de notre approche. 

Contrairement à la GC-FID, notre méthode ne permet pas de différencier les FAs isomères, 

ceux-ci sont donc regroupés dans l’étude. L’utilisation de la mobilité ionique, couplée à la 

spectrométrie de masse, pourrait être envisagée pour accéder à cette information. Cette 



 

 

Discussion et conclusion générale 

 

 

209 

 

technologie en plein essor permet une séparation supplémentaire des ions par leur taille, forme, 

charge et masse, ce qui s’avère particulièrement intéressant dans ce contexte [64]. 

La distribution des intensités des ions B des huiles végétales a été déterminée par FIA et 

NPLC-APPI+-HRMS. Ces deux modes d’élution permettent à l’ensemble des ions B d’une 

même classe lipidique d’être élués simultanément sous un même pic chromatographique. Cette 

condition est un prérequis pour l’emploi de notre méthode. Dans le cas de la FIA comme de la 

NPLC, les intensités des ions B sont apparues sensiblement proportionnelles aux teneurs en 

FAs mesurées par GC-FID (valeurs prises en références), à l’exception de l’ion B(18 :3) dont 

l’intensité est deux fois plus faible qu’attendue.  

La prédiction de la distribution des FAs à partir de la mesure de l’intensité des ions B a 

ensuite été affinée par le calcul de coefficients de pondération affectés à chaque ion B. Dix 

huiles ont été utilisées pour cette calibration et dix autres huiles ont été utilisées pour la 

validation de la méthode. Les régressions de Deming ont permis de conclure que les résultats 

obtenus par GC-FID et la méthode des ions B n’étaient pas statistiquement différents. Les 

limites de détection des deux méthodes sont également similaires. Tous les FAs présent à plus 

de 0.2% dans les huiles (GC-FID) ont été détectés par la méthode des ions B.  

L’approche de l’évaluation de la distribution des FAs, par la mesure de l’intensité des ions 

B, à ensuite été étendue à la catégorie des phospholipides (PLs). La source d’ionisation APCI, 

plus couramment utilisée que l’APPI, a été choisie pour ce travail. Comme pour les TGs, les 

PLs s’ionisent en source sous la forme d’ion [M+H]+ et se fragmentent en ions A puis en ions 

B. Cette étude a été publiée dans Journal of Chromatography A [22]. 

De façon analogue à l’étude sur les TGs, 17 standards commerciaux de PLs issus d’extraits 

naturels répartis en 9 classes différentes ont été sélectionnés. La distribution des FAs a été 

mesurée par GC-FID pour l’obtention de valeurs de références. 
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Pour les 13 standards de PLs comportant uniquement des diacyl-PLs, les régressions de 

Deming ont montré que les résultats obtenus avec notre méthode n’étaient statistiquement pas 

différents de ceux obtenus par la méthode de référence. Le recours à des coefficients de 

pondération n’a pas été nécessaire pour corriger l’intensité des ions B.  

Ce résultat montre que la nature de la tête polaire, la nature des FAs (avec de faibles teneurs en 

FAs polyinsaturés) et le gradient d’élution employé n’ont pas influencé la formation des ions 

B.  

Pour les 4 standards (PE cœur/foie/cerveau et PC cœur) contenant simultanément des diacyl-

PLs et des plasmalogènes (P-PLs) deux difficultés ont dû être surmontées.   

La première difficulté a été la prise en compte des P-PLs par les analyses GC-FID. Lors de la 

transestérification, les P-PLs produisent des FAMEs issus des FAs et des diméthylacétals 

(DMAs) issus des alkényls gras. Il est impératif d’identifier correctement l’ensemble de ces 

composés sur les chromatogrammes afin d’obtenir respectivement la distribution des FAs et des 

alkényls gras.   

La deuxième difficulté a été la prise en compte des P-PLs lors des analyses NPLC-APCI-

HRMS. L’ion B d’un FA n’a pas le même degré de formation selon que celui-ci est porté par 

un diacyl-PL ou un P-PL. La méthode que nous proposons n’est donc pas directement 

applicable lorsque ces deux sous-classes sont présentes simultanément sous le même pic 

chromatographique.  

Les extraits contenant des mélanges d’acyl-PLs/P-PLs ont été soumis à une oxydation par 

des vapeurs d’acide chlorhydrique concentré. Cette oxydation rompt spécifiquement les liaisons 

éthers vinyliques, les P-PLs sont alors convertis en Lyso-PLs et aldéhydes. Après ce traitement, 

les deux sous-classes ne sont plus coéluées lors de l’analyse NPLC-APCI-HRMS. Cette 

stratégie permet d’accéder indépendamment à la distribution des FAs issus des acyl-PLs et des 

P-PLs, ce qui n’est pas possible par GC-FID. 
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Les quatre extraits contenant des P-PLs contiennent également une forte proportion de FAs 

polyinsaturés, dont les intensités des ions B doivent être corrigées par des coefficients 

pondérateurs. Le faible nombre d’échantillons ne permet pas le calcul de ces coefficients. Par 

analogie avec l’étude sur les TGs, un coefficient 2 est appliqué aux intensités des ions B des 

FAs polyinsaturés. Avec cette correction, la distribution des FAs calculée selon l’intensité des 

ions B correspond aux valeurs obtenues par GC-FID.  

Par analogie avec les ions B, nous avons également identifié deux ions permettant d’évaluer 

la distribution des alkényls gras des P-PE et P-PC. La distribution de ces ions a été comparée 

avec succès à la distribution des DMAs. Des spectres de masse du PC P-18:0/18:1 ont également 

été réalisés et un schéma de fragmentation a été proposé pour compléter les informations 

disponibles dans la littérature. 

Nous avons eu l’opportunité de mettre en œuvre notre nouveau concept lors d’une étude 

collaborative sur le réajustement des lipides dans les souches productrices de FAs à chaînes 

impaires de Yarrowia Lipolytica, publiée dans Biomolecules [23]. 

Dans cette étude, une souche de Yarrowia Lipolytica a été modifiée génétiquement pour 

favoriser la production de FAs inhabituels à chaînes impaires. Le profil lipidique de cette souche 

a été comparé à celui de la souche sauvage à trois temps de développement. 

Les profils lipidiques obtenus par NPLC-Corona CAD® ont mis en évidence une forte 

proportion de TGs dans l’ensemble des échantillons, ainsi qu’un réajustement important du PE, 

PI et PC au cours du temps chez la souche modifiée.  

La méthode des ions B a mis en exergue une surproduction du C17 :1 (et autres FAs impairs) 

au détriment des FAs pairs chez les souches modifiées. Cette surproduction a été observée pour 

toutes les classes de lipides de manière relativement homogène.  
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La meilleure spécificité de l’utilisation des ions B par rapport à la GC-FID (utilisée par nos 

co-auteurs) a permis d’apporter des informations supplémentaires quant à la présence de 

certains FAs minoritaires. Ceux-ci ont été ajoutés au schéma métabolique de cette levure. 

Les FAs présents dans les échantillons de Yarrowia Lipolytica sont homogènes en nombre 

de carbones (16 à 19) et comportent peu d’insaturations (maximum 2). Cette configuration est 

idéale pour la mise en œuvre de la méthode des ions B et pour l’évaluation de la distribution 

des espèces moléculaires.  

L’évaluation de la distribution des espèces moléculaires de PLs a été réalisée en mode négatif 

via les ions [M-H]- et les ions [M●]- pour le PC. Chaque spectre MS² a été étudié pour identifier 

les FAs substitués. Cette étape pourrait être optimisée par l’utilisation de logiciels libres tels 

que MS-Dial.   

Dans certains cas, des espèces moléculaires isobares sont présentes, le résultat est alors exprimé 

en « nombre de carbones/nombre d’insaturations ». Même si les résultats obtenus avec la 

méthode des ions B sont globalement moins informatifs, ils présentent l’avantage d’accéder à 

la distribution complète des FAs et de fournir un résultat global simple à appréhender.  

Par le calcul, nous avons montré que les distributions des FAs obtenue à partir des ions B 

et par les espèces moléculaires étaient cohérentes. Cette similitude est sans doute à mettre en 

relation avec la nature des FAs présents et de la source utilisée. La source APCI est moins 

sujette aux problèmes de suppression d’ionisation que la source ESI (très majoritairement 

utilisée dans les études lipidomiques). Il serait intéressant d’évaluer l’intensité de tous les ions 

formés en source (APCI/APPI/ESI) par des standards de PLs comportant un nombre variable 

d’insaturations, afin de déterminer si la formation des ions B serait moins sensible au nombre 

d’insaturations que la formation des espèces moléculaires.  
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L’évaluation des espèces moléculaires reste essentielle. Dans ce travail, nous avons observé 

à travers les classes de PE, PA et PC qu’à partir d’une même distribution de FAs, les espèces 

moléculaires formées (combinaison de 2 FAs) n’étaient pas toujours les mêmes.   

La position des FAs (sn-1/sn-2), non étudiée dans ce travail, est également un élément essentiel 

dans l’établissement des schémas métaboliques, car les phospholipases ont des sites d’action 

spécifiques (phospholipase A1 en sn-1, phospholipase A2 en sn-2, etc.). 

Les distributions des espèces moléculaires des TGs et des DGs n’ont pas été étudiées, car 

dans nos conditions d’analyse ces lipides se fragmentent de manière trop importante en source. 

L’utilisation de phases mobiles apolaires empêche l’utilisation de sels pour la formation 

d’adduit stabilisant les lipides sous leur forme entière. Dans ce contexte, la méthode des ions B 

représente l’unique accès à la distribution des FAs. 

Cette étude a également permis de mettre en œuvre la méthode des ions B sur deux nouvelles 

classes de lipides non étudiés dans les deux articles précédents (DGs et glycosyldiacylglycérols 

-GlcADG). La cohérence de leurs distributions avec celles trouvées pour les autres lipides 

permet d’avoir une confiance raisonnable quant à l’extrapolation de la méthode. 

A l’heure actuelle, aucune méthode n’est idéale pour appréhender la complexité des lipides 

dans leur contexte biologique. La complémentarité des techniques et des méthodes reste pour 

le moment une stratégie nécessaire. 

La GC-FID est la technique de choix pour l’obtention de la distribution des FAs totaux 

d’un échantillon. Elle permet des résultats quantitatifs fiables et une différenciation des FAs 

isomères. Sa mise en œuvre nécessite cependant certaines précautions.   

Si l’échantillon contient plusieurs classes de lipides, il est nécessaire d’utiliser des réactifs 

appropriés pour que l’ensemble des classes soit totalement transestérifié. Il faut également tenir 

compte de la présence éventuelle de composés pouvant aboutir à la formation d’autres 
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composés que les FAMEs, comme dans le cas des P-PLs et la formation des DMAs.  

Les FAMEs sont identifiés par la comparaison de leur temps de rétention à ceux de standards 

pris en référence. Cela suppose l’accès à l’ensemble des standards, ce qui n’est pas toujours 

possible, notamment dans le cas des FAs inhabituels. D’autre part, il peut y avoir des pics 

interférents avec des temps de rétention identiques ou proches. Dans ce cas, l’interprétation des 

résultats peut se révéler erronée. A l’opposé, l’identification des ions B repose sur la mesure à 

haute résolution de leur rapport m/z ce qui est à la fois spécifique et pratique. Dans le cadre de 

ce travail de thèse, la confrontation des résultats obtenus par la méthode des ions B à ceux 

obtenus par la GC-FID a permis à plusieurs reprises d’identifier des problèmes d’interprétation 

des données GC-FID.   

L’utilisation de la TLC (et autres techniques séparatives) en amont de l’utilisation de la GC-

FID permet de relier la distribution des FAs aux classes de lipides. Cependant, ces séparations 

restent sous-employées à cause d’une mise en œuvre relativement contraignante lorsque celles-

ci sont réalisées manuellement, ou de l’investissement nécessaire dans des équipements 

supplémentaires lorsque celles-ci sont en partie automatisées.  

La GC-MS est également une technique de choix pour l’obtention de la distribution des 

FAs totaux. Lors de l’analyse des FAMEs, les réponses obtenues par GC-MS sont généralement 

plus variables que celles obtenues par FID [179]. Cependant, la GC-MS présente de nombreux 

avantages, tel que l’accès à des informations structurales, la possibilité d’extraire des ions lors 

de coélutions et l’utilisation de standards internes deutérés pour des quantifications absolues 

(attribution d'une quantité ou d'une concentration à partir de la réponse analytique) hautement 

sensibles [188]. 

La LC-MS est la technique de choix pour les analyses lipidomiques quantitatives. Pour 

certains lipides spécifiques tels que les stérols [189], les acides gras ou dérivés [190], les bases 

sphingoïdes et dérivés [191], etc. dont les standards analytiques purs sont disponibles, une 
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quantification absolue est possible[18].   

Pour les catégories de lipides contenant une grande variabilité d’espèces moléculaires tels que 

les sphingolipides, glycérolipides ou PLs, il n’est pas possible d’accéder à un standard 

analytique pur par espèce moléculaire, la quantification ne peut être que relative malgré tous 

les efforts analytiques pouvant être mis en œuvre [18]. Des efforts sont réalisés pour caractériser 

de manière la plus exhaustive possible des matériaux de références, tel que le «NIST  SRM 

1950 – Metabolites in Frozen Human Plasma » pour évaluer l’exactitude de ces approches 

[116,192]. 

LIPID MAPS et le consortium Lipidomics Standards Initiative (LSI) [96] ont établi une 

collaboration afin de créer des lignes directrices pour les principaux flux de travail en 

lipidomique et pour harmoniser la communication et le stockage des données. L’une des 

préconisations proposées pour quantifier les lipides complexes (sphingolipides, glycérolipides 

ou PLs) consiste à utiliser plusieurs standards marqués par classe de lipides pour tenir compte 

des effets liés aux groupements polaires, aux longueurs de chaînes carbonées, aux insaturations 

et fonctionnalisations sur l’extraction des lipides et leur réponse par spectrométrie de masse. 

Cette recommandation pourrait être mise en œuvre avec la méthode utilisant les ions B dans la 

mesure où les carbones deutérés sont positionnés, soit sur le glycérol soit sur l’ensemble des 

FAs du standard. Dans ces conditions, les valeurs des m/z des ions B (standard/échantillon) 

peuvent être discriminées.   

Il est également préconisé d’éluer simultanément les standards et les espèces moléculaires 

correspondantes pour que l’ionisation se fasse dans les mêmes conditions. Cela suppose de 

travailler par « shotgun lipidomics » [104,105] ou avec une méthode permettant une séparation 

de lipides par classe (NPLC, HILIC, SFC). Cette recommandation est totalement en adéquation 

avec l’utilisation de notre méthode.   

Dans ce travail de thèse, la source ESI n’a pas été utilisée, car les solvants mis en œuvre pour 
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la séparation NPLC ne sont pas compatibles, contrairement aux solvants utilisés lors des 

séparations HILIC et SFC. Il serait donc intéressant d’étudier la transposition de notre méthode 

aux séparations HILIC-ESI et SFC-ESI. La transposition à la SFC semble particulièrement 

intéressante, car cette technique permet une séparation de lipides comparable à celle obtenue 

avec notre méthode, mais avec un temps réduit (6 min [52]), une consommation limitée en 

solvant et une compatibilité avec les trois sources d’ionisation (ESI, APCI et APPI) [50]. L’ESI 

est reconnue pour son ionisation « plus douce » que les sources APCI et APPI, mais une 

optimisation des énergies pourrait être étudiée afin de favoriser la formation des ions B en 

source [193]. De même, la compatibilité de notre méthode avec l’utilisation de sels permettant 

la formation d’adduit (NH4
+) serait intéressante à explorer, notamment pour les TGs. 

Ce travail de thèse répond à une demande à laquelle notre laboratoire est souvent confronté, 

celui de pouvoir évaluer la distribution des FAs par classe de lipides. Nous avons montré, avec 

les instruments à notre disposition, le potentiel des ions B pour l’évaluation de la distribution 

des FAs des glycérolipides et PLs lors des analyses NPLC-APPI/APCI-HRMS. Nous avons 

également proposé des axes d’amélioration, comme l’utilisation de la mobilité ionique pour 

accéder à l’isomérie des FAs, mais aussi des axes de transposition pour étendre son champ 

d’application. Cette méthode est compatible avec les développements lipidomiques moyennant 

le respect de certains critères liés à l’utilisation des standards internes deutérés et aux conditions 

d’ionisation en source permettant la formation des ions B.  
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Table S- 1. Lipid name abbreviations used in the manuscript. 

  

Abbreviations   

ASG acylated steryl glycosides 

CE cholesteryl esters  

Cer ceramides 

CL cardiolipins 

Chol cholesterol 

DG diacylglycerols 

DGDG digalactosyldiglycerols 

DAGE diacylglycerol ethers 

DPG diphosphatidylglycerol 

FA fatty acids  

FAlc fatty acids alcohol 

FAME fatty acids methylesters  

GlcCer glucosylceramides 

HexCER hexosylceramide 

IPA isopropanol 

IPC inositol phosphoceramide  

LPA lysophosphatidic acids  

LPC lysophosphatidylcholines  

MG monoacylglycerols 

MGDG monogalactosyldiglycerols 

NAPE N-Acylphosphatidylethanolamines 

PA phosphatidic acids  

PC phosphatidylcholines 

PE phosphatidylethanolamines 

PG phosphatidylglycerols 

PI phosphatidylinositols 

PL phospholipids 

PS phosphatidylserines 

SE sterol ester 

SG steryl glycosides 

SM sphingomyelins 

SQ squalene 

ST sterols 

TG triacylglycerols 

WE wax ester 

NALPE N-Acylphosphatidylethanolamines 
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Figure S-1. Structures of ceramide standards. 
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383.34 470.51243.25 257.25 287.33 313.34 329.34 399.34 442.50 493.51

NL: 5.28E5

squal_CE_FAME#1793-1896  RT: 7.05-7.37  AV: 
8 SB: 1  3.97 F: ITMS - p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 4.51E5

squal_ce16.0_fame19.0_tg18.2 18.2 18.2_co_dg 
18.2 18.2 0.0_dg16.0 16.0 0.0_fa18.0#2039-2143 
 RT: 7.26-7.53  AV: 7 SB: 1  3.95 F: ITMS - p APCI 
corona Full ms [220.00-1500.00] 

NL: 9.20E6

squal_CE_FAME#1803-1894  RT: 7.10-7.36  AV: 
7 F: ITMS + p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 6.13E6

squal_ce16.0_fame19.0_tg18.2 18.2 18.2_co_dg 
18.2 18.2 0.0_dg16.0 16.0 0.0_fa18.0#2037-2177 
 RT: 7.21-7.66  AV: 11 F: ITMS + p APCI corona 
Full ms [220.00-1500.00] 

250 300 350 400 450

m/z

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

0

20

40

60

80

100
283.33

255.33 297.25 367.34 395.34 423.42 479.42

283.33

297.25255.33 365.25 395.34 423.42 465.42

313.34

337.25
265.25 353.25 496.51453.34384.42

313.34

337.34 369.42
265.25

491.42425.42

250 300 350 400 450

m/z

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

0

20

40

60

80

100
283.33

255.33 297.25 367.34 381.34311.25241.25 339.34 423.42 451.42 479.42

283.33

297.25255.33 365.25311.25 381.34341.25 423.42 451.42241.25 465.42 493.51
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337.25265.25251.25 279.25 353.25 496.51453.34384.42 439.50 467.42403.25
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337.34 369.42265.25 279.25251.25 491.42383.34 425.42 439.42

NL: 4.11E7

squal_CE_FAME#3005-3113  RT: 11.29-11.55  
AV: 7 SB: 1  3.97 F: ITMS - p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 9.77E7

squal_ce16.0_fame19.0_tg18.2 18.2 18.2_co_dg 
18.2 18.2 0.0_dg16.0 16.0 0.0_fa18.0#3276-3384  
RT: 11.27-11.58  AV: 8 SB: 1  3.95 F: ITMS - p 
APCI corona Full ms [220.00-1500.00] 

NL: 5.03E5

squal_CE_FAME#3016-3145  RT: 11.33-11.69  
AV: 9 SB: 1  3.97 F: ITMS + p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 9.31E5

squal_ce16.0_fame19.0_tg18.2 18.2 18.2_co_dg 
18.2 18.2 0.0_dg16.0 16.0 0.0_fa18.0#3306-3458  
RT: 11.36-11.79  AV: 11 F: ITMS + p APCI corona 
Full ms [220.00-1500.00] 
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NL: 2.78E5

cer#1481-1515  RT: 
14.94-15.06  AV: 3 SB: 1  3.96 
F: ITMS - p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 4.29E7

cer#3792-3860  RT: 
14.93-15.10  AV: 5 SB: 1  3.96 
F: ITMS - p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 1.35E8

cer#4104-4169  RT: 
14.93-15.09  AV: 5 SB: 1  3.98 
F: ITMS - p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 1.69E4

cer#1487-1519  RT: 
14.93-15.05  AV: 3 SB: 4  
12.61-12.88 F: ITMS + p ESI 
Full ms [220.00-1500.00] 

NL: 5.81E6

cer#3778-3871  RT: 
14.89-15.14  AV: 7 SB: 1  3.95 
F: ITMS + p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 4.88E6

cer#4106-4171  RT: 
14.92-15.09  AV: 5 F: ITMS + 
p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 
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NL: 8.98E3

cer#1259-1311  RT: 
13.47-13.77  AV: 5 SB: 1  3.96 
F: ITMS - p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 8.87E7

cer#3286-3419  RT: 
13.43-13.77  AV: 9 SB: 1  3.96 
F: ITMS - p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 1.92E8

cer#3600-3731  RT: 
13.43-13.76  AV: 9 SB: 1  3.98 
F: ITMS - p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 1.36E5

cer#1254-1314  RT: 
13.38-13.76  AV: 6 SB: 4  
12.61-12.88 F: ITMS + p ESI 
Full ms [220.00-1500.00] 

NL: 4.10E7

cer#3298-3424  RT: 
13.47-13.80  AV: 9 SB: 1  3.95 
F: ITMS + p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 1.37E7

cer#3591-3721  RT: 
13.38-13.76  AV: 10 F: ITMS + 
p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 
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NL: 2.63E4

cer#1373-1394  RT: 
14.25-14.33  AV: 2 SB: 1  3.96 
F: ITMS - p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 2.95E8

cer#3549-3602  RT: 
14.18-14.31  AV: 4 SB: 1  3.96 
F: ITMS - p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 6.20E8

cer#3846-3903  RT: 
14.14-14.30  AV: 5 SB: 1  3.98 
F: ITMS - p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 6.32E4

cer#1365-1400  RT: 
14.16-14.32  AV: 3 SB: 4  
12.61-12.88 F: ITMS + p ESI 
Full ms [220.00-1500.00] 

NL: 4.84E7

cer#3545-3605  RT: 
14.18-14.34  AV: 5 SB: 1  3.95 
F: ITMS + p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 2.22E7

cer#3853-3910  RT: 
14.17-14.30  AV: 4 F: ITMS + 
p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 
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622.59
566.59282.33 398.42

NL: 8.35E4

cer#1413-1445  RT: 
14.49-14.61  AV: 3 SB: 1  3.96 
F: ITMS - p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 1.98E8

cer#3661-3711  RT: 
14.51-14.64  AV: 4 SB: 1  3.96 
F: ITMS - p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 7.36E8

cer#3957-4011  RT: 
14.47-14.59  AV: 4 SB: 1  3.98 
F: ITMS - p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 2.93E4

cer#1415-1449  RT: 
14.48-14.67  AV: 4 SB: 4  
12.61-12.88 F: ITMS + p ESI 
Full ms [220.00-1500.00] 

NL: 2.51E7

cer#3661-3704  RT: 
14.51-14.63  AV: 4 SB: 1  3.95 
F: ITMS + p APCI corona Full 
ms [220.00-1500.00] 

NL: 1.21E7

cer#3958-4011  RT: 
14.50-14.59  AV: 3 F: ITMS + 
p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

Cer II : Cer(d18:1/18:0) Cer IIIb : Cer(t18:0/18:1) Cer V : Cer(d18:1/18:0(2OH)) Cer VI : Cer(t18:0/18:0(2OH)) 

ESI- 

ESI+ 

APCI- 

APCI+ 

APPI+ 

APPI- 
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MG(18:0/0:0/0:0) ASG(18:2-Glc-Sitosterol) MGDG (plant) 
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NL: 2.20E4

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#1376-1455  RT: 
14.24-14.70  AV: 8 F: ITMS - p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 5.29E6

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#3471-3646  RT: 
14.17-14.68  AV: 13 F: ITMS - p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 1.79E7

mg18.0_asg b sitosteryl_mgdg18.3 16.3_glucer d18.1 
h20.0_dgdg18.3 18.3#3859-4017  RT: 14.25-14.67  
AV: 11 F: ITMS - p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 1.16E5

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#1400-1436  RT: 
14.37-14.56  AV: 4 F: ITMS + p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 9.48E6

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#3503-3659  RT: 
14.30-14.73  AV: 11 F: ITMS + p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 1.61E7

mg18.0_asg b sitosteryl_mgdg18.3 16.3_glucer d18.1 
h20.0_dgdg18.3 18.3#3893-4009  RT: 14.37-14.67  
AV: 8 F: ITMS + p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 
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NL: 5.41E5

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#1797-1877  RT: 
16.76-17.17  AV: 7 F: ITMS - p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 2.28E7

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#4211-4362  RT: 
16.80-17.22  AV: 11 F: ITMS - p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 9.74E7

mg18.0_asg b sitosteryl_mgdg18.3 16.3_glucer d18.1 
h20.0_dgdg18.3 18.3#4649-4796  RT: 16.83-17.20  
AV: 10 F: ITMS - p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 8.48E4

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#1826-1877  RT: 
16.95-17.16  AV: 4 F: ITMS + p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 3.50E7

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#4211-4362  RT: 
16.80-17.21  AV: 11 F: ITMS + p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 4.80E7

mg18.0_asg b sitosteryl_mgdg18.3 16.3_glucer d18.1 
h20.0_dgdg18.3 18.3#4644-4816  RT: 16.78-17.28  
AV: 13 F: ITMS + p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 
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NL: 1.49E3

MAG_ASG_MGDG_GluCer_DGDG#1190-1218  RT: 
12.94-13.09  AV: 3 F: ITMS - p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 2.29E6

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#3140-3185  RT: 
12.98-13.07  AV: 3 F: ITMS - p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 5.95E6

mg18.0_asg b sitosteryl_mgdg18.3 16.3_glucer d18.1 
h20.0_dgdg18.3 18.3#3472-3514  RT: 12.96-13.09  
AV: 4 F: ITMS - p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 5.88E4

MAG_ASG_MGDG_GluCer_DGDG#1188-1215  RT: 
12.93-13.08  AV: 3 F: ITMS + p ESI Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 4.39E6

mag_asg_mgdg_glucer_dgdg#3146-3186  RT: 
12.98-13.07  AV: 3 F: ITMS + p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 

NL: 2.53E6

mg18.0_asg b sitosteryl_mgdg18.3 16.3_glucer d18.1 
h20.0_dgdg18.3 18.3#3464-3514  RT: 12.95-13.08  
AV: 4 F: ITMS + p APCI corona Full ms 
[220.00-1500.00] 
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Figure S-2. LC/MS Full scan mass spectra obtained with the three API sources in negative and positive mode for each lipid standard used in the study.  
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Figure S-3. LC/MS APPI Full Scan and MS² spectra in negative and positive mode for the two peaks obtained with either CerV and VI or CerII. 
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Figure S1: Profile of Lipowheat® and total bovine heart extract obtained by NPLC-APPI+-HRMS. 

Chromatogram 1 shows a NPLC-APPI+ chromatogram of Lipowheat®, extracted from wheat where 

TGs are majoritary. A zoomed view in figure S1-1 allows to visualize the other lipid classes: sterols 

(ST), diacylglycerols (DG), acylated steryl glucoside (ASG), monogalactosyldiglycerols (MGDG), 

glucosylceramides (GlcCer), digalactosyldiglycerols (DGDG), N-Acylphosphatidylethanolamines 

(NAPE) and phosphatidylcholines (PC). The mass spectrum of the TGs is shown in figure S1-1a. The 

[M+H]+ and ions A, of comparable intensities, represent the most abundant ions. The intensities of the 

ions B are very low, representing less than 3% of the intensity of the majority ions, Figure S1-1b. The 

ion B corresponding to the presence of the linoleic FAs is the most intense, followed by the ions B 

corresponding to the palmitic, oleic, linolenic and stearic FAs. 

Chromatogram 2 corresponds to a total lipid extract from bovine liver. In this animal sample, TGs are 

also in the majority, a zoomed view in figure S1-2 allows to visualize the presence of cholesterol 

(Chol), phosphatidylethanolamines (PE), phosphatidylinositols (PI), cardiolipins (CL) and PC. On the 

TGs spectrum in figure S1-2a, ions A are in the majority whereas [M+H]+ ions are barely visible. Here 

also, in figure S1-2b, the intensities of the ions B represent less than 3% of the intensity of the majority 

ions. Ions B corresponding to C16:0, C18:1 and C16:0 FAs are in the majority, lower intensities are 

found for ions B corresponding to linoleic and arachidonic FAs.
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Figure S2: Relationship between ion B intensity and homotriacylglycerols concentrations. Results obtained in FIA-APPI+-HRMS. 
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Figure S3: Ions B extraction. 
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Figure S4: Python code. Please cite the present article if you use this Python code. 
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Figure S 5: Excel spreadsheet.  

In the Excel spreadsheet it is necessary to input the FA composition of the oils selected for calibration as determined by GC-FID, then to input the 

corresponding intensities of ion B for each FA and start by specifying an arbitrary value for Wi. The Solver function is then used to adjust the wi 

coefficients by minimizing the total SSD between experimental and calculated FA%. In the Excel sheet, a line noted “y-values” with y being zero or 

one, determines which sample belong to the calibration or validation set. The oils used for calibration have their SSD multiplied by 1 and those for 

validation multiplied by 0. 



 

   

Annexe II.  Supplémentaires publication 2 

258 

 

 

Figure S6: Weighting coefficient.  

Weighting coefficient to be applied to ions B according to the calculations made by FIA (green) and 

NPLC (red) on calibration set. NB is the number of occurrences of each ion B in the samples. %Min 

and %Max are the minimum and maximum % values reported for each FA using GC-FID. NB equals 

1 for C18:4, C20:3 and C22:2 which means these FAs where reported by GC-FID in only one oil 

sample. However, their corresponding ion B was measured in other samples using either FIA or NPLC 

and a standard deviation could be calculated.  
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Figure S7: NPLC-APPI+-HRMS individual FA prediction and validation.   

Regression lines for predicted (Y-axis) vs GC-FID (X-axis). Blue lines are for the calibration set and red lines for the validation set.  
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Table S1: Isobaric ions mass difference calculation (12C only considered). 

 

Ion B C3H6O2+(CnH2n-1O) C3H6O2+(CnH2n-5O) C3H6O2+(CnH2n-9O) C3H6O2+(CnH2n-11O) 

[M+H]+ C3H6O3+(Cn-3H2n-13O3)                 C3H6O3+(Cn-4H2n-11O3) 

[M+H- H2O]+   C3H6O3+(Cn-2H2n-9O3)                 

Ion A     C3H5O2+(Cn-1H2n-4O2)               

Ion B - H2O       C3H6O2+(Cn+2H2n-9)     C3H6O2+(Cn+1H2n-1)       

Ion C         (Cn+6H2n+1O)     (Cn+5H2n+9O)     

Ion C - H2O           (Cn+7H2n+5)     (Cn+6H2n+9)   

                      

∆ struct  

(ion B-ion x) 
3C + 12H - 3O 2C + 8H - 2O 1C + 4H - 1O -2C + 8H + 1O -3C + 4H + 2O -4C + 3O -1C - 4H + 1O -2C - 8H + 2O -3C - 12H + 3O +4C - 3O 

│∆ u.m.a│ 0.109155 0.072770 0.036385 0.057515 0.021130 0.015255 0.036385 0.072770 0.109155 0.015255 

Example                     

Ion B B(24:0) B(26:0) B(21:0) B(18:0) B(14:0) B(15:0) B(18:2) B(18:2) B(18:4) B(22:5) 

Ion X [TG(17:2/2:0/2:0)+H]+ [TG(8:0/8:0/8:0)+H-H2O]+ A(10:0/10:0) B(20:5)-H2O C(20:5) C(22:3)-H2O B(19:0)-H2O C(23:0) C(24:0)-H2O [TG(6:0/6:0/6:0)+H]+ 
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Table S2: Relative intensities of characteristic homotriacylglycerols ions in the ionization source. 

 

TG 
Double 

bonds 
[M+H]+ [M+H- H2O]+ Ion A Ion B Ion B - H2O Ion C Ion C - H2O 

LaLaLa 0 0 0 100 1.26 0 nd nd 

PPP 0 0 0 100 1.11 0 0 0 

SSS 0 0 0 100 1.21 0 0 0 

AAA 0 0 0 100 1.26 0 0 0 

OOO 3 9.4 0.54 100 1.96 0.1 1.14 0.15 

ErErEr 3 11.91 0.41 100 1.8 1.13 2.7 0.08 

LLL 6 100 1.65 75.37 1.76 0.67 1.43 0.53 

LnLnLn 9 100 1.63 52.03 1.27 1.11 1.54 0.43 
 

 

 

* nd, not detected. 
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Table S3: FAs Composition of plants oils obtained by GC-FID, (values > 3% are shaded). 
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B
r
o

c
c
o

li
  

Co 6:0 0.89 0.85                                     

Cy 8:0 9.79 9.16                                     

C 10:0 6.32 5.75 0.36 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05     <0.05           <0.05   <0.05 <0.05   

La 12:0 48.46 39.89 19.56 0.10 <0.05 <0.05 <0.05     <0.05           <0.05   <0.05 <0.05 <0.05 

  12:1                                         

My 14:1                                         

M 14:0 19.41 14.58 0.66 0.73 0.10 0.10 0.18 <0.05 <0.05 0.06 <0.05 0.06 0.08 <0.05 0.06 0.06 0.07 <0.05 0.08 0.07 

Bo 15:0 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05   0.05 <0.05     <0.05 <0.05 <0.05     <0.05 <0.05 <0.05   <0.05 <0.05 

Po 16:1 (n-7)   <0.05 0.77 20.76 0.61 0.20 0.17 1.90 0.07 0.09 0.13 <0.05 0.13 0.15 0.23 0.08 0.14 0.11 0.20 0.20 

  16:1 (n-9)       0.30                                 

P 16:0 7.23 8.07 17.21 8.44 34.12 16.59 15.76 17.03 4.25 6.26 6.01 6.76 10.76 9.62 5.31 4.84 5.85 1.57 2.27 3.67 

Mr 17:1 (n-8)               0.08 0.05 <0.05 <0.05 <0.05     0.08   <0.05       

Ma 17:0     <0.05 <0.05 0.06 0.05 0.05 <0.05 0.10 0.06 0.06 0.07 0.06 <0.05 <0.05 0.07 <0.05 0.05 <0.05 <0.05 

St 18:4 (n-3)                   2.71 1.73                   

γLn 18:3 (n-6)                   14.25 4.62 8.96 18.35               

Ln 18:3 (n-3)   <0.05 0.92 0.30 0.44 6.29 1.11 0.68 47.14 12.89 20.08 0.35 0.17 0.33 0.14 0.16 34.09 0.17 11.34 12.04 

L 18:2 (n-6) 0.73 2.67 23.17 1.78 2.67 56.22 36.33 16.76 35.20 46.63 54.31 72.07 35.77 40.73 16.93 7.97 18.23 12.98 15.10 11.80 

O 18:1 (n-9) 4.16 13.40 33.64 54.10 57.37 16.31 42.55 57.21 9.08 13.08 7.91 7.30 19.66 40.61 73.46 53.92 15.01 50.34 10.49 9.55 

As 18:1 (n-7) 0.05 0.33 1.70 3.76 1.61 1.13 0.82 2.74 0.62 0.70 0.82 0.69 0.51 0.88 1.42 0.68 0.94 0.39 1.03 0.84 

  18:1 (trans)                               0.08         

S 18:0 2.88 4.88 1.21 3.20 1.92 1.07 1.82 2.64 3.09 1.70 2.32 2.49 5.42 6.50 1.96 29.95 2.44 3.14 1.15 0.74 

Bi 20:3 (n-3)                                 1.34       

Dh 20:2 (n-6)                                 1.91   0.78 0.50 

Ga 20:1 (n-11)                   0.13           0.10     5.22 4.41 

Go 20:1 (n-9)   0.10 0.50 2.51 0.70 1.13 0.76 0.25 0.28 1.06 0.45 0.34 4.18 0.18 0.19 0.46 14.57 1.54     

A 20:0 0.07 0.18 0.12 2.61 0.21 0.23 0.15 0.45 0.09 0.15 0.89 0.33 0.35 0.68 0.12 1.29 1.46 1.15 1.00 0.55 

Di 22:2 (n-6)                                     1.40 1.10 

Er 22:1 (n-9)       0.26   0.20 0.06       <0.05 0.13 2.62       2.82 0.85 44.44 50.96 

  22:1 (n-7)                                     1.10 0.98 

B 22:0   <0.05 0.07 0.76 <0.05 0.11 0.05 0.13   0.06 0.37 0.13 0.23 0.14 <0.05 0.14 0.31 16.60 1.41 0.69 

Ne 24:1 (n-9)           0.16 0.07         0.12 1.61       0.54 0.17 2.12 1.49 

Lg 24:0   <0.05 <0.05 0.32 0.08 0.10 0.06 0.06   <0.05 0.15 0.09 0.11 0.11   0.10 0.16 10.84 0.77 0.30 
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Table S4: Deming regression. 

Deming regression coefficients (slope and intercept) with their standard error and critical probabilities associated with hypothesis testing (slope = 1.0 and intercept = 0.0). Degrees of freedom and coefficient of determination (R²) are also indicated for each 

regression. 

FIA/APPI+ HRMS 

Calibration Set   Validation Set 

FA df Intercept std err Pr(>|t|) Slope std err Pr(>|t|) R²   FA df Intercept std err Pr(>|t|) coeff std err Pr(>|t|) R² 

16:1 6 -0.07 0.04 0.12 1.04 0.13 0.78 0.9998   16:1 7 0.06 0.35 0.86 0.62 2.30 0.87 0.9892 

16:0 8 1.01 1.98 0.62 0.98 0.34 0.94 0.9432   16:0 8 0.28 0.64 0.68 1.19 0.11 0.11 0.9792 

18:3 6 -0.22 0.31 0.50 1.01 0.07 0.92 0.9946   18:3 8 0.30 0.58 0.62 0.95 0.03 0.12 0.9824 

18:2 8 0.56 0.61 0.38 0.98 0.04 0.64 0.9957   18:2 8 2.69 1.48 0.11 0.91 0.03 0.03 0.9932 

18:1 8 -0.47 0.80 0.57 1.02 0.03 0.60 0.9963   18:1 8 0.87 0.56 0.16 0.94 0.01 0.00 0.9979 

18:0 8 -0.32 0.21 0.16 1.01 0.07 0.94 0.9988   18:0 8 -0.14 0.25 0.58 1.01 0.06 0.86 0.9767 

20:1 6 -0.15 0.59 0.81 1.05 0.33 0.89 0.9810   20:1 8 -0.32 0.16 0.09 1.39 0.33 0.27 0.8981 

20:0 6 -0.04 0.06 0.54 1.10 0.07 0.23 0.9797   20:0 8 -0.06 0.02 0.01 0.99 0.05 0.90 0.9754 

22:0 6 -0.04 0.06 0.54 1.10 0.07 0.23 0.9993   22:0 8 -0.06 0.02 0.01 0.99 0.05 0.90 0.9551 

24:0 3 -0.16 0.10 0.20 1.02 0.21 0.93 0.9997   24:0 3 -0.08 0.03 0.06 0.81 0.20 0.41 0.9857 

NPLC/APPI+ HRMS 

Calibration Set   Validation Set 

FA df Intercept std err Pr(>|t|) Slope std err Pr(>|t|)  R²   FA df Intercept std err Pr(>|t|) coeff std err Pr(>|t|)  R² 

16:1 6 0.07 0.07 0.37 1.04 0.31 0.91 0.9997   16:1 7 0.16 0.86 0.86 0.73 5.61 0.96 0.9461 

16:0 8 -0.23 0.39 0.57 1.00 0.04 0.97 0.9931   16:0 8 0.26 0.63 0.69 0.98 0.07 0.82 0.9430 

18:3 6 -0.74 0.89 0.44 1.04 0.17 0.80 0.9740   18:3 8 0.01 0.73 0.99 0.92 0.07 0.30 0.9884 

18:2 8 0.29 0.64 0.66 1.00 0.03 0.90 0.9910   18:2 8 1.91 2.10 0.39 0.93 0.04 0.17 0.9804 

18:1 8 0.32 2.04 0.88 0.99 0.05 0.88 0.9890   18:1 8 3.21 0.57 0.00 0.94 0.02 0.02 0.9972 

18:0 8 -0.13 0.40 0.75 0.99 0.15 0.96 0.9976   18:0 8 0.17 0.41 0.68 0.89 0.15 0.48 0.9585 

20:1 6 -0.15 1.01 0.88 1.09 0.61 0.89 0.9389   20:1 8 -0.34 0.15 0.06 1.45 0.31 0.18 0.9186 

20:0 4 -0.15 2.00 0.94 1.29 1.65 0.87 0.8200   20:0 7 -0.24 0.13 0.11 1.52 0.23 0.06 0.5525 

22:0 4 -0.15 2.00 0.94 1.29 1.65 0.87 0.9998   22:0 7 -0.24 0.13 0.11 1.52 0.23 0.06 0.2605 

24:0                   24:0 2 -0.24 0.16 0.28 2.30 1.12 0.37 0.7514 
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Table S5: Comparison of the composition of plant oils by the GC-FID method and ion B methods 

after applying wi coefficients. 

 

 Coconut Babassu Bay laurel Macadamia Piqui Wheat germs Oats 

FA GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC 

8:0 9.79 12.06 11.02 9.16 8.13 9.09      0.02          

10:0 6.32 7.77 7.08 5.75 5.97 6.15 0.36 0.07 0.17   0.10   0.03       

12:0 48.46 50.57 48.02 39.89 41.05 43.36 19.56 15.53 15.32 0.10 0.01 0.72   0.81   0.10    

14:0 19.41 19.48 19.44 14.58 16.63 15.73 0.66 0.30 0.28 0.73 0.39 0.41 0.10 0.02 0.80 0.10 0.02 0.04 0.18 0.06 0.06 

16:1       0.77 0.52 0.59 21.06 21.81 21.89 0.61 0.50 0.84 0.20 0.22 0.37 0.17 0.24 0.62 

16:0 7.23 4.86 5.83 8.07 8.02 7.47 17.21 22.17 17.87 8.44 9.23 7.14 34.12 31.22 33.66 16.59 20.81 19.65 15.76 19.70 15.95 

18:4        0.02 0.10     0.02   0.21 0.38  0.09 0.16 

18:3   0.38    0.92 1.27 1.54 0.30 0.09 0.14 0.44 0.42 0.56 6.29 8.32 6.80 1.11 2.54 1.75 

18:2 0.73 0.24 2.27 2.67 1.81 2.12 23.17 24.24 24.14 1.78 1.95 1.84 2.67 3.86 3.89 56.22 53.56 50.18 36.33 34.56 32.53 

18:1 4.21 2.13 2.85 13.72 12.79 10.85 35.34 34.42 38.01 57.86 58.51 59.21 58.98 61.76 56.15 17.44 15.16 19.88 43.37 40.49 46.72 

18:0 2.88 1.98 2.20 4.88 4.53 4.23 1.21 1.08 1.37 3.20 2.47 2.71 1.92 1.42 2.64 1.07 0.54 1.17 1.82 1.54 1.66 

20:3                      

20:2           0.02      0.13 0.10  0.03  

20:1    0.10   0.50 0.24 0.49 2.51 2.10 2.27 0.70 0.47 0.48 1.13 0.58 0.86 0.76 0.50 0.42 

20:0 0.07   0.18 0.05  0.12   2.61 2.75 2.85 0.21 0.13  0.23 0.14 0.22 0.15 0.10 0.06 

22:2                      

22:1          0.26 0.08 0.09    0.20 0.03 0.09 0.06 0.01  

22:0       0.07   0.76 0.30 0.38  0.01  0.11 0.06 0.03 0.05   

24:1           0.02     0.16 0.07  0.07   

24:0          0.32 0.11 0.13 0.08   0.10 0.01 0.06 0.06   

 Olive Sacha inchi Blackurrant Hemp Evening primrose Borage Sesame 

FA GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPL GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC 

8:0                      

10:0                      

12:0                      

14:0   0.04   0.02 0.06     0.02 0.06 0.01  0.08 0.01 0.03    

16:1 1.90 1.22 1.47 0.07 0.05 0.11 0.09 0.13 0.15 0.13 0.12 0.19  0.11 0.17 0.13 0.26 0.29 0.15 0.14 0.23 

16:0 17.03 18.96 16.20 4.25 5.00 4.89 6.26 9.49 7.14 6.01 7.36 7.24 6.76 8.85 6.89 10.76 14.07 11.85 9.62 11.76 9.24 

18:4  0.04 0.07  1.38 2.18 2.71 1.08 1.79 1.73 1.08 1.66  0.26 0.38  0.25 0.54  0.04 0.05 

18:3 0.68 0.96 1.42 47.14 44.90 44.52 27.15 25.53 23.94 24.69 26.61 23.42 9.31 9.69 8.53 18.52 13.62 13.03 0.33 1.44 1.49 

18:2 16.76 18.63 19.90 35.20 35.29 33.38 46.63 45.60 46.29 54.31 51.78 50.85 72.07 67.89 69.75 35.77 38.77 39.13 40.73 38.55 39.61 

18:1 59.94 57.44 58.27 9.69 10.15 11.59 13.78 14.82 17.36 8.73 9.44 12.13 7.99 9.75 11.26 20.17 18.81 21.17 41.49 40.82 43.11 

18:0 2.64 2.14 2.26 3.09 2.97 3.06 1.70 1.69 1.66 2.32 2.12 2.57 2.49 2.51 2.19 5.42 5.49 5.46 6.50 6.40 5.49 

20:3                      

20:2     0.01   0.32 0.30  0.05 0.06  0.08 0.05  0.30 0.22  0.02  

20:1 0.25 0.13 0.08 0.28 0.15 0.12 1.19 1.03 1.06 0.45 0.25 0.27 0.34 0.26 0.26 4.18 4.38 4.69 0.18 0.12 0.13 

20:0 0.45 0.36 0.20 0.09 0.03 0.08 0.15 0.10 0.12 0.89 0.82 1.14 0.33 0.29 0.31 0.35 0.34 0.36 0.68 0.55 0.50 

22:2                 0.06     

22:1            0.01 0.13 0.06 0.05 2.62 1.92 1.72    

22:0 0.13 0.01     0.06 0.01  0.37 0.16 0.18 0.13 0.04 0.04 0.23 0.10 0.09 0.14 0.01 0.05 

24:1             0.12 0.01  1.61 1.58 1.39    

24:0 0.06         0.15 0.03 0.07 0.09   0.11 0.02 0.04 0.11   
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  Hazelnut Shea olein Camelina Pracaxi Mustard Broccoli 

FA GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC GC FIA NPLC 

8:0                   

10:0                   

12:0                   

14:0 0.06   0.06  0.04 0.07      0.08  0.05 0.07 0.01  

16:1 0.23 0.17 0.34 0.08 0.04 0.18 0.14 0.08 0.18 0.11 0.06 0.09 0.20 0.09 0.25 0.20 0.14 0.23 

16:0 5.31 6.36 4.32 4.84 5.13 4.79 5.85 6.41 4.74 1.57 1.48 1.46 2.27 2.39 2.42 3.67 4.41 3.68 

18:4  0.01   0.01   1.25 1.84  0.01   0.50 0.63  0.57 0.85 

18:3 0.14 0.81 0.89 0.16 0.34 0.46 34.09 35.52 37.92 0.17 0.38 0.33 11.34 10.33 8.42 12.04 10.32 10.03 

18:2 16.93 19.39 20.06 7.97 9.45 10.09 18.23 18.58 19.84 12.98 13.77 12.03 15.10 14.18 13.03 11.80 11.26 10.37 

18:1 74.88 71.19 72.69 54.67 53.06 52.96 15.95 15.45 14.20 50.73 50.48 51.75 11.51 11.87 12.66 10.39 9.54 11.88 

18:0 1.96 1.68 1.43 29.95 29.82 29.63 2.44 1.96 1.94 3.14 2.86 2.73 1.15 1.15 1.08 0.74 1.14 1.39 

20:3        1.34 0.80 0.73     0.03     

20:2       1.91 1.98 1.48  0.04 0.11 0.78 0.79 0.82 0.50 0.62 0.57 

20:1 0.19 0.14 0.16 0.57 0.36 0.24 14.57 14.53 14.39 1.54 1.16 0.88 5.22 6.88 8.26 4.41 6.61 6.77 

20:0 0.12 0.03  1.29 1.60 1.48 1.46 1.40 1.22 1.15 1.23 1.40 1.00 1.14 1.55 0.55 0.57 0.79 

22:2        0.06     1.40 1.33 1.17 1.10 1.47 1.03 

22:1       2.82 1.46 1.18 0.85 0.66 0.52 45.54 45.53 45.48 51.94 51.26 49.20 

22:0    0.14 0.06  0.31 0.11 0.07 16.60 16.64 17.24 1.41 1.06 1.28 0.69 0.54 1.34 

24:1       0.54 0.27 0.15 0.17 0.20 0.12 2.12 2.12 2.10 1.49 1.28 1.30 

24:0    0.10 0.03  0.16 0.04  10.84 10.91 11.22 0.77 0.50 0.69 0.30 0.17 0.46 
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Figure S 8: NP-LC-APCI+ MS chromatogram of 22 lipid standard at an individual concentration of 0.5 g/L. SQ-squalene, CE-cholesteryl 

esters, FAME-fatty acids methylesters, TG-triacylglycerols, Chol-cholesterol, DG-diacylglycerols, FA-fatty acids, ASG-acylated steryl glycosides, 

MGDG-monogalactosyldiglycerols, GlcCer-glucosylceramides, DGDG-digalactosyldiglycerols, PG-phosphatidylglycerols, PE-

phosphatidylethanolamines, PA-phosphatidic acids, PI-phosphatidylinositols, CL-cardiolipins, PS-phosphatidylserines, PC-phosphatidylcholines, 

SM-sphingomyelins, LPC-lysophosphatidylcholines.  
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Figure S 9: Fragmentation process, of the diacyl-PLs produces the ions A and B in source APPI
+
 and APCI

+
 [27,33].  
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Figure S 10: Formation of the [fatty alkenyl PEA + H]+ ion from the fragmentation of P-PE [5]. 
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Figure S 11: MS² and MS3 of the ion at m/z 859.72 of PC P-18:0/18:1. 

  

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

m/z

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

0

20

40

60

80

100
758.68

589.58

758.68

589.58

589.58

307.38 571.72

NL: 9.48E3

PC(P18_0__18_1)#8129-8396  
RT: 34.32-34.96  AV: 7 F: ITMS + c 
APCI corona d Full ms2 
859.72@cid35.00 [225.00-870.00] 

NL: 9.48E3

PC(P18_0__18_1)#8150-8409  
RT: 34.32-34.96  AV: 7 F: ITMS + c 
APCI corona d Full ms2 
859.72@cid35.00 [225.00-870.00] 

NL: 4.45E3

PC(P18_0__18_1)#8115-8348  
RT: 34.33-34.96  AV: 6 F: ITMS + c 
APCI corona d Full ms3 
859.72@cid35.00 
758.54@cid35.00 [195.00-770.00] 

MS2 @859.72 

MS3 @859.72→@758.60 



 

    

Annexe III.  Supplémentaires publication 3 

273 

 

 

 

Figure S 12: MS² and MS3 of the ion at m/z 780.58 of PC P-18:0/18:1. 
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NL: 4.21E2

PC(P18_0__18_1)#8192-8301  
RT: 34.64-34.70  AV: 3 F: ITMS + c 
APCI corona d Full ms3 
780.59@cid35.00 
709.73@cid35.00 [185.00-720.00] 

MS2 @780.58 

 

MS2 @780.58→@709.63 
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Figure S 13: MS² of the ion at m/z 723.53 of PC P-18:0/18:1. 



 

    

Annexe III.  Supplémentaires publication 3 

275 

 

Table S6: Quaternary gradient mobile phase composition. A, isooctane : ethyl acetate 

(99.8:0.2, v/v); B, acetone : ethyl acetate (2:1, v/v) containing 0.15% acetic acid (v/v); C, 2-

propanol : water (85:15, v/v) containing 0.043% acetic acid (v/v) and 0.104% triethylamine 

(v/v); D, ethyl acetate. 

Time Percent solvent Flow-rate  

(min) A B C D (mL/min) 

0 100 0 0 0 0.8 

1.5 100 0 0 0 0.8 

1.6 97 3 0 0 0.8 

9 94 6 0 0 0.8 

11 70 30 0 0 0.8 

14 45 55 0 0 0.8 

15 45 55 0 0 0.8 

16 40 55 5 0 0.8 

20 35 55 10 0 0.8 

20.1 33 50 17 0 0.8 

25 38 45 17 0 0.8 

25.1 48 35 17 0 0.8 

30 53 30 17 0 0.8 

36 53 30 17 0 0.8 

40 40 10 50 0 0.8 

46 40 10 50 0 0.8 

46.1 0 100 0 0 0.8 

49 0 100 0 0 0.8 

49.1 50 0 0 50 0.8 

52 50 0 0 50 0.8 

54 100 0 0 0 0.8 

60 100 0 0 0 0.8 

 

The shaded area corresponds to modifications of the original solvent program.  
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Table S7: Percent FAs composition of PLs extracts as measured by GC-FID FAMEs 

analysis, results from Laboratory 1. 

 

  PC    PE   PI PS CL PG PA LPC LPE 

FAs Egg Brain Soy Liver Egg Soy Soy Brain Heart Egg Egg Egg Egg 

8:0               

10:0               

11:0               

12:0           0.1    

13:0               

14:0 0.2 0.4 1.3 0.1 0.8 0.1 0.2 0.2 0.4 0.6 0.2 0.3   

15:0   0.1 0.1 0.1    0.1      

16:0 29.1 25.3 18.9 12.7 21.6 17.9 32.1 1.9 3.0 30.9 31.2 60.6 34.2 

17:0 0.2 0.5 0.5 1.1 0.5 0.1 0.3 0.2 0.1 0.3 0.2 0.4 0.6 

18:0 14.8 24.3 11.9 35.3 30.6 2.9 8.9 47.6 4.4 19.3 13.2 36.9 60.0 

20:0  0.2 0.2   0.2  0.3 0.1 0.1  0.2   

21:0               

22:0  0.1 0.1   0.5  0.3       

23:0               

24:0  0.1 0.1      0.1 0.1 0.1    

MUFA               

14:1n-7               

15:1n-7               

16:1n-9 0.1 0.8 0.2   0.1    0.2 0.2    

16:1n-7    0.4    0.1       

17:1n-7               

18:1n-9c 31.2 30.6 13.4 16.2 19.5 6.9 5.1 21.7 2.3 29.9 34.7 1.3 1.6 

18:1n-9t 1.3 8.3 1.6   0.9 1.3  4.1 1.2 1.3    

18:1n-7    1.3 1.0   4.2    0.2 0.5 

20:1n-9 0.2 0.8 0.1     1.5 0.1 0.1 0.1    

22:1n-9  0.2 0.1     0.4    0.1 3.0 

24:1n-9               

PUFA               

16:2n-6               

16:2n-4               

16:3  0.3 0.1 0.3 0.3 0.1   0.1      

16:4n-3    0.1           

18:2n-6c 16.7 0.9 46.7 10.8 10.7 63.7 46.6 0.2 82.3 12.8 15.8    

18:2n-6t               

18:3n-6    0.2           

18:3n-3 0.1 0.1 4.5 0.6  6.4 5.5  0.7 0.1 0.2    

18:4n-3  0.3  0.2      0.1     

20:2n-6 0.2 0.2  0.4 0.5   0.6 0.4 0.2 0.2    

20:3n-3               

20:3n-6 0.3 0.3  7.3 0.5   0.5 0.7 0.3 0.2    

20:4n-6 3.7 3.8 0.1 6.6 11.0 0.1  2.4 0.9 2.7 2.0    

20:5n-3    0.7           

22:2n-6               

22:3n-3               

22:4n-6 0.2 0.9   0.5 0.1  5.5       

22:5n-3 0.1 0.1 0.2 4.3 0.1   0.3  0.1     

22:6n-3 1.6 1.7  1.0 2.1 0.1  12.0  1.0 0.5    
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Table S8: Percent FAs composition of PLs extracts as measured by GC-FID FAMEs and DMAs 

analysis, results from Laboratory 2. 

FA PE heart PE brain PE liver PC heart 

8:0     
10:0     
11:0     
12:0     
13:0   0.1  
14:0   0.3 0.1 

14:1     
15:0   0.1 0.2 

15:1     
DMA 16:0 6.3 6.6 2.6 15.7 

DMA 16:1 0.3  0.4 0.6 

16:0 1.0 3.3 6.2 17.3 

16:1n-9  0.4 0.2 0.2 

16:1n-7     
16:2     
16:3     
16:4     
17:0 0.2 0.2 0.1 0.1 

17:1   0.1  
DMA 18:0 14.1 11.3 1.2 4.2 

DMA 18:1n-9 1.7 7.0 0.3 0.4 

DMA 18:1n-7 1.7 9.4 0.1 1.2 

18:0 23.2 11.8 37.1 5.3 

18:1n-9 1.8 18.0 9.0 6.2 

18:1n-7 0.5 2.7 0.6 1.9 

18:2n-6t 19.1  9.2 32.7 

18:2n-6  0.3   
18:3n-6 0.2  0.3 0.4 

18:3n-3   0.2 0.1 

18:4n-3     
20:0 0.1 0.3 0.1 0.2 

20:1 0.1 2.2 0.3 0.3 

20:2 0.1  0.1 0.2 

20:3n-6 1.9 0.4 3.3 2.3 

20:4n-6 23.5 8.7 15.4 5.5 

21:0   0.2  
20:3n-3 0.2  0.1  
20:4n-3     
20:5n-3 0.7  0.4 0.2 

22:0  0.2   
22:1 0.8 1.9 1.2 2.4 

22:2  0.9   
22:4n-6 0.1 2.8 0.7  
22:5n-6 0.9 0.3 3.7 0.7 

22:5n-3 0.5 5.8 4.3 0.4 

22:6n-3 0.1 4.7 1.3  
24:0 0.7 0.9 0.8 1.0 

24:1     
SAT 25.1 16.7 44.9 24.1 

MONO 3.3 25.1 11.3 11.0 

N-6 45.7 12.4 32.6 41.6 

N-3 1.6 10.5 6.3 0.8 

PUFA 47.4 23.8 39.0 42.6 

N-6/N-3 28.7 1.2 5.2 54.8 

FAs  (%) 75.7 65.6 95.3 77.7 

DMAs  (%) 24.1 34.3 4.6 22.2 

     
  PE heart PE brain PE liver PC heart 

% P-PLs 48.3 68.6 9.2 44.5 
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Figure S1. The consumption of substrates during the cultivation. (a) control, obese-L strain, (b) OCFA-producer, obese-LP strain. Averages 

and standard deviations were obtained from two replicate experiments. This data was published in Park et al. 2021. 

(a) (b) 
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Figure S2. SE mass spectra of obese L and obese LP at 144 hours. The obseved ions correspond to [M-FA+H-H2O]+.  
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Table S6. Identification of sterol nuclei present in SE. The m/z observed were imput in the Lipid Maps database (column 1). The corresponding 

matched mass are indicated in column 2. The delta mass, the name, the formula and the corresponding Ion are indicated in column 4 to 5, respectively. 

In column 7, the putative corresponding sterols according to the Lipid Maps and the identified Yarrowia lipolytica sterols by Walker et al. (2019) are 

indicated. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Input Mass Matched 

Mass 

Delta Name Formula Ion Sterols 

(putative identity) 

367.334 367.3359 0.0019 ST 27:2;O C27H44O [M+H-H2O]+ Zymosterol 

377.319 377.3203 0.0013 ST 28:4;O C28H42O [M+H-H2O]+ Ergosta-5,7,22E,24(28)-tetraenol 

379.335 379.3359 0.0009 ST 28:3;O C28H44O [M+H-H2O]+ Ergosterol 

381.35 381.3516 0.0016 ST 28:2;O C28H46O [M+H-H2O]+ Episterol / Fecosterol 

383.365 383.3672 0.0022 ST 28:1;O C28H48O [M+H-H2O]+ Campesterol 

393.35 393.3516 0.0016 ST 29:3;O C29H46O [M+H-H2O]+   

395.365 395.3672 0.0022 ST 29:2;O C29H48O [M+H-H2O]+ Ergosta 5,7 dienol 

409.381 409.3829 0.0019 ST 30:2;O C30H50O [M+H-H2O]+ Lanosterol 
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Figure S3. Distribution of [M-FA+H-H2O]+ ions and corresponding sterols in SE fraction in the obese L (blue) and obese LP (orange) at 72, 144 

and 216 hours..  
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Figure S4. SE mass spectra in obese L and obese LP at 144 hours, zoomed in the m/z [225-300] region. The observed [RCOO]-, allowing to 

determine the esterified FA in the sterols.  
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Figure S5. PE mass spectra in obese L and obese LP at 144 hours. 
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Figure S6. MS² spectra of ions @714.55 of PE in obese L and obese LP at 144 hours.  
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PE 

 

Table S7. Identification of molecular species present in PE. The m/z observed were imput in the Lipid Maps database (column 1). The 

corresponding matched mass are indicated in column 2. The delta mass, the name, the formula and the corresponding Ion are indicated in column 3 to 

6, respectively. In column 7 and 8, the main molecular species identified according to their name and MS² are indicated for obese L and obese LP, 

respectively. 

 

 

  

Input 

Mass 

Matched 

Mass 

Delta Name Formula Ion Obese L Obese LP 

686.4746 686.4766 0.002 PE 32:2 C37H70NO8P [M-H]- 
 

17:1/15:1 

688.4897 688.4923 0.0026 PE 32:1 C37H72NO8P [M-H]- 
 

17:1/15:0 

700.4898 700.4923 0.0025 PE 33:2 C38H72NO8P [M-H]- 17:1/16:1 17:1/16:1 & 18:1-15:1 

702.5048 702.5079 0.0031 PE 33:1 C38H74NO8P [M-H]- 17:1/16:0 & 18:1/15:0 17:1/16:0 & 18:1-15:0 

712.4894 712.4923 0.0029 PE 34:3 C39H72NO8P [M-H]- 18:2/16:1 17:1-17:2 

714.5043 714.5079 0.0036 PE 34:2 C39H74NO8P [M-H]- 18:1/16:1 & 17:1/17:1 

716.5188 716.5236 0.0048 PE 34:1 C39H76NO8P [M-H]- 18:1/16:0 17:1/17:0 & 18:1/16:0 

726.5035 726.5079 0.0044 PE 35:3 C40H74NO8P [M-H]- 18:2/17:1 18:2/17:1 & 18:1/17:2 

728.5188 728.5236 0.0048 PE 35:2 C40H76NO8P [M-H]- 18:1/17:1 18:1/17:1 

730.5331 730.5392 0.0061 PE 35:1 C40H78NO8P [M-H]- 18:2-18:2 18:1/17:0 & 18:0/17:1 

740.5184 740.5236 0.0052 PE 36:3 C41H76NO8P [M-H]- 18:1/18:2 18:1/18:2 

742.5342 742.5392 0.005 PE 36:2 C41H78NO8P [M-H]- 18:1-18:1 18:1/18:1 
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Figure S7. PA mass spectra in obese L and obese LP at 144 hours. 
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Figure S8. MS² spectra of ions @671.46 of PA in obese L and obese LP at 144 hours. 
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PA  

 

Table S8. Identification of molecular species present in PA. The m/z observed were imput in the Lipid Maps database (column 1). The 

corresponding matched mass are indicated in column 2. The delta mass, the name, the formula and the corresponding Ion are indicated in column 3 to 

6, respectively. In column 7 and 8, the main molecular species identified according to their name and MS² are indicated for obese L and obese LP, 

respectively.  

 

 

  

Input 

Mass 

Matched 

Mass 

Delta Name Formula Ion L LP 

645.4470 645.4501 0.0031 PA 32:1 C35H67O8P [M-H]- 
 

15:0/17:1 

657.4481 657.4501 0.002 PA 33:2 C36H67O8P [M-H]- 17:1/16:1 17:1/16:1 

659.4634 659.4657 0.0023 PA 33:1 C36H69O8P [M-H]- 17:1/16:0 & 18:1/15:0 16:0/17:1 

669.4482 669.4501 0.0019 PA 34:3 C37H67O8P [M-H]- 18:2/16:1 17:1/17:2 

671.4634 671.4657 0.0023 PA 34:2 C37H69O8P [M-H]- 18:1/16:1 17:1/17:1 

673.4781 673.4814 0.0033 PA 34:1 C37H71O8P [M-H]- 18:1/16:0 17:1/17:0 & 16:0/18:1 

683.463 683.4657 0.0027 PA 35:3 C38H69O8P [M-H]- 18:2/17:1 17:1/18:2 

685.4783 685.4814 0.0031 PA 35:2 C38H71O8P [M-H]- 18:1/17:1 17:1/18:1 

695.4627 695.4657 0.003 PA 36:4 C39H69O8P [M-H]- 18:2/18:2 18:2/18:2 & 17:2/19:2 

697.4778 697.4814 0.0036 PA 36:3 C39H71O8P [M-H]- 18:1/18:2 18:2/18:1 

699.4924 699.497 0.0046 PA 36:2 C39H73O8P [M-H]- 18:1/18:1 18:1/18:1 
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Figure S9.: PI mass spectra in obese L and obese LP at 144 hours. 
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Figure S10. MS² spectra of ions @833.52 of PI in obese L and obese LP at 144 hours.  
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PI 

 

Table S9. Identification of molecular species present in PI. The m/z observed were imput in the Lipid Maps database (column 1). The corresponding 

matched mass are indicated in column 2. The delta mass, the name, the formula and the corresponding Ion are indicated in column 3 to 6, respectively. 

In column 7 and 8, the main molecular species identified according to their name and MS² are indicated for obese L and obese LP, respectively. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Input Mass Matched 

Mass 

Delta Name Formula Ion L LP 
 

805.4846 805.4873 0.0027 PI 32:2 C41H75O13P [M-H]- 
 

17:1/15:1 
 

807.4993 807.5029 0.0036 PI 32:1 C41H77O13P [M-H]- 
 

17:1/15:0 
 

817.4839 817.4873 0.0034 PI 33:3 C42H75O13P [M-H]- 
 

18:2/15:1 
 

819.4992 819.5029 0.0037 PI 33:2 C42H77O13P [M-H]- 
 

17:1/16:1 & 15:0/18:2 

821.5141 821.5186 0.0045 PI 33:1 C42H79O13P [M-H]- 17:1/16:0 & 18:1/15:0 16:0/17:1 & 18:1/15:0 

831.4985 831.5029 0.0044 PI 34:3 C43H77O13P [M-H]- 
 

17:1/17:2 & 18:2/16:1 

833.5133 833.5186 0.0053 PI 34:2 C43H79O13P [M-H]- 16:0/18:2 & 16:1/18:1  17:1/17:1 
 

835.5293 835.5342 0.0049 PI 34:1 C43H81O13P [M-H]- 18:1/16:0 17:1/17:0 & 16:0/18:1 

843.4977 843.5029 0.0052 PI 35:4 C44H77O13P [M-H]- 
 

17:2/18:2 
 

845.5124 845.5186 0.0062 PI 35:3 C44H79O13P [M-H]- 18:2/17:1 17:1/18:2 
 

847.5279 847.5342 0.0063 PI 35:2 C44H81O13P [M-H]- 18:1/17:1 17:1/18:1 
 

849.5435 849.5499 0.0064 PI 35:1 C44H83O13P [M-H]- 18:2-18:2 17:1/18:0 & 18:1/17:0 

857.5125 857.5186 0.0061 PI 36:4 C45H79O13P [M-H]- 
 

18:2/18:2 
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Figure S11. PC mass spectra in obese L and obese LP at 144 hours. 
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Figure S12. MS² spectra of ions @757.50 of PC in obese L and obese LP at 144 hours. 
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PC 

Table S10. Identification of molecular species present in PC. Manual identification of the observed m/z (column 1). The corresponding PC species 

and the main molecular species identified according to their MS² are indicated for obese L and obese LP in column 4 and 5, respectively. 

LIPID MAPS®, does not allow a PC search via ions [M°]-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mass Name Ion L LP 

729.4678 PC(32:2) [M°]-     

731.4818 PC(32:1) [M°]-   15:0/17:1 

741.4678 PC(33:3) [M°]-     

743.4828 PC(33:2) [M°]- 17:1/16:1 17:1/16:1 

745.4974 PC(33:1) [M°]- 17:1/16:0 & 18:1/15:0 16:0/17:1 

755.4829 PC(34:3) [M°]- 18:2/16:1 17:1/17:2 

757.4978 PC(34:2) [M°]- 18:1/16:1 17:1/17:1 

759.5132 PC(34:1) [M°]- 18:1/16:0 17:1/17:0 & 16:0/18:1 

767.4825 PC(35:4) [M°]-     

769.4972 PC(35:3) [M°]- 18:2/17:1 17:1/18:2 

771.5134 PC(35:2) [M°]- 18:1/17:1 17:1/18:1 

773.5298 PC(35:1) [M°]-     

781.4962 PC(36:4) [M°]- 18:2/18:2 18:2/18:2 & 17:2/19:2 

783.5121 PC(36:3) [M°]- 18:1/18:2 18:2/18:1 

785.5296 PC(36:2) [M°]- 18:1/18:1 18:1/18:1 
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Figure S13. Obese-L and obese-LP (at 144 hours) FA distribution of PLs classes calculated from Ion B 

intensities (green bars) or from molecular species intensities (yellow bars). 
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Figure S14. CL mass spectra in obese L and obese LP at 144 hours.  
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Figure S15. GlcADG mass spectra in obese L and obese LP at 144 hours. 
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Figure S16. MS² spectra of ions @769.54 of GlcADG in obese L and obese LP at 144 hours. 
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Figure S17: GlcCER mass spectra in obese L and obese LP at 144 hours.  
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Figure S1814. ST Mass spectra of Ergosterol in obese L and obese LP at 144 hours. 
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 Collaboration sur l’étude des lipides chez les bactéries du genre 

Streptomyces 

Les annexes V-VII sont consacrées à l’étude des lipides des bactéries du genre 

Streptomyces, réalisée dans le cadre de trois collaborations avec le Dr Marie-Joëlle Virolle, 

directrice de l’équipe " Métabolisme Energétique des Streptomyces " (MES), à l’Institut de 

Biologie Intégrative de la Cellule (I2BC) de l’Université Paris-Saclay. 

Ces travaux ont été réalisés parallèlement au projet de thèse, dans le cadre de mon 

activité d’Ingénieure d’Etude. Nous avons établi le profil lipidique par classe, de 

différentes souches de Streptomyces, grâce au couplage NPLC-HRMS [20]. Il n’a pas été 

nécessaire d’évaluer la distribution des FAs, mais nous avons souhaité incorporer ces trois 

études en annexes du manuscrit, car elles permettent d’illustrer l’apport et la puissance 

de la combinaison des approches lipidomiques et génétiques dans l’élucidation de la 

fonction in vivo des enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides. 

Le groupe MES étudie la régulation et la biosynthèse d’antibiotique chez deux souches 

modèles phylogénétiquement proches, S. coelicolor et S. lividans. En particulier les liens entre 

les TGs de réserve (métabolisme primaire) et la production d’antibiotiques (métabolisme dit 

secondaire/spécialisé). Ces deux souches présentent des voies de biosynthèse similaires pour la 

production de trois antibiotiques (CDA (calcium-dependent antibiotic), RED 

(undecylprodigiosin) et ACT (actinorhodin)), mais les expriment différemment. Les capacités 

d’accumulation des TGs de ces deux souches sont également différentes. Pour mieux 

comprendre les différences de biosynthèse, le groupe MES mène des manipulations génétiques 

et des analyses « omique » comparatives de ces deux souches et de mutants dérivés. Les 
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analyses comparatives sont parfois réalisées par des laboratoires partenaires, comme dans le 

cas présent. 

Cette collaboration a donné lieu à deux articles publiés dans le journal « Frontiers in 

microbiology » [24,26] et à un article publié dans le journal « Antibiotics » [25].  

Les premières analyses ont été réalisées sur les souches sauvages de S. coelicolor et S. 

lividans pour appréhender les échantillons. Puis les analyses se sont étendues à des souches 

modifiées génétiquement ou soumises à différentes conditions de cultures. Dans l’étude [25] la 

souche Streptomyces antibioticus a également été étudiée. 

Notre principal défi a été de caractériser par NPLC-HRMS certains lipides ou métabolites 

spécifiques de ces bactéries, jamais étudiés dans notre laboratoire.   

C’est le cas des phosphatidylinositol mannosides (PIMs), famille de glycolipides présents dans 

la paroi cellulaire des actinobactéries.  

C’est également le cas des ornithines lipides (OL), lipides membranaires sans phosphore 

répandus chez les eubactéries.  

D’autre part, des métabolites tels que certains antibiotiques sont extraits lors de l’extraction de 

Folch et visibles sur les chromatogrammes. Ces métabolites ont donc été également caractérisés 

et leurs données exploitées. Les données NPLC-HRMS ont principalement servi à 

l’identification des lipides en vue des analyses NPLC-Corona-CAD® pour l’obtention de la 

distribution des lipides par classe. 

Le choix des journaux n’a pas permis de présenter en détail le travail réalisé par 

spectrométrie de masse. Nous prévoyons de ce fait de publier ultérieurement cet aspect des 

travaux. Le but est de proposer une publication à mi-chemin entre une revue et un article, qui 

regrouperait l’ensemble des données NPLC-HRMS nécessaires pour l’exploration des extraits 

lipidiques des Streptomyces. 
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Dans l’article [24] la contribution de la lipidomique a été considérée comme équivalente à 

celles de la génétique et de la microbiologie. Cette égalité d’apport, s’est traduit par la position 

en 1er auteur exæquo des deux ingénieures de chaque équipe (Clara Lejeune et moi-même).

  

Dans les articles [25,26] notre niveau de contribution a été moins important, mais l’impact de 

nos données a été fondamental dans l’élucidation des processus métaboliques des souches 

étudiées. 

Les trois articles sont présentés en Annexes V-VII. 
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ANNEXE V.  IMPACT DE LA DISPONIBILITE DU 

PHOSPHATE SUR LA TENEUR EN LIPIDES 

MEMBRANAIRES DES SOUCHES MODELES, 

STREPTOMYCES LIVIDANS ET STREPTOMYCES 

COELICOLOR 
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1. Introduction 

Dans la publication Lejeune et al. (2021) [24], nous avons étudié l’impact de la disponibilité 

du phosphate (Pi) sur la teneur en lipides membranaires des souches modèles Streptomyces 

lividans et Streptomyces coelicolor. 

Chez les espèces Streptomyces, comme chez d’autres bactéries, les PLs de la membrane 

bactérienne constituent un réservoir majeur de phosphore. En condition de privation en 

phosphate, les bactéries développent diverses stratégies pour remplacer leurs PLs par des lipides 

sans phosphore afin de récupérer et d’économiser le phosphate [194]. Chez Streptomyces, ce 

sont principalement les ornithines lipides (OL) qui sont synthétisées. La synthèse nécessite deux 

étapes enzymatiques comme illustré sur la Figure 60, extraite de l’étude de Sandoval-Calderón, 

et al. (2017) [195]. 

 

Figure 60: Biosynthèse des lipides d'ornithine (OL) chez S. coelicolor [195].  

Sur la Figure 60, la participation de sco0921 à la synthèse d'OL en tant que N-

acyltransférase a été vérifiée expérimentalement (indiquée en bleu), et l'activité de sco0920 en 

tant que O-acyltransférase est fortement étayée par des preuves bio-informatiques (indiquée en 

violet) – d’après la légende originale de la figure. 
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Le rôle des opérons sco0921 et sco0920 impliqués dans la synthèse des OLs a également 

été approfondi dans notre étude. Pour cela, ces opérons ont été tour à tour : délétés (Δ), délétés 

puis complémentés (compl) et sur-exprimés (over-expr).  
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3. Conclusion 

Les profils lipidiques des souches S. lividans et S. coelicolor cultivées en milieu limité et 

non limité en phosphate ont été analysés par LC-Corona-CAD®.  

La teneur en OL lipides en condition de limitation en phosphate a augmenté dans les deux 

souches. Cependant, l’augmentation la plus importante a été observée chez S. lividans.  

La discussion sur la variation des autres lipides (TGs et PLs) et les hypothèses métaboliques 

que cela suggère dépassent le cadre de ce travail. 

Les analyses sur les souches modifiées (sco0920 et sco0921) ont montré que SCO0920 ne 

porte pas uniquement une activité O-acyltransférase comme suggéré dans l’étude Sandoval-

Calderón, et al. [195], mais porte également une activité N-acyltransférase.  

La délétion chez S. lividans de sco0921-20 suivi de la complémentation de sco0920 a permis 

d’observer une teneur en OL comparable à celle présente dans la souche sauvage. Pour valider 

la voie de synthèse, les intermédiaires de synthèse correspondant aux lyso ornithines lipides 

(LOL) ont été recherchés.   

L’intensité du pic de LOL étant trop faible pour être détectée par Corona-CAD®, le courant 

ionique des m/z spécifiques des ions des LOL attendus a été étudié par NPLC-HRMS. La 

présence des LOL a bien été confirmée. 

Nos expériences ont par ailleurs confirmé l'activité N-acyltransférase stricte précédemment 

rapportée de sco0921 [195], puisque la délétion de sco0921-20 suivi de la complémentation de 

sco0921 n’a pas permis d’observer la présence d’OL. Néanmoins, l’intermédiaire de synthèse 

LOL a bien été observé par NPLC-HRMS.
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ANNEXE VI. CORRELATION NEGATIVE ENTRE LA 

TENEUR EN LIPIDES ET L'ACTIVITE ANTIBIOTIQUE 

CHEZ STREPTOMYCES : REGLE GENERALE ET 

EXCEPTIONS 
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1. Introduction 

Dans l’article David et al. (2020) [25], nous avons cherché à déterminer s’il existait chez 

Streptomyces une corrélation négative entre la teneur totale en lipides et la capacité à produire 

des antibiotiques, comme cela avait été décrit chez S. lividans avec son mutant ppk [196,197] 

et avec S. coelicolor [198–200].   

Pour déterminer si une telle corrélation négative pouvait être généralisée à d'autres espèces 

de Streptomyces, cinquante-quatre souches ont été prélevées au hasard et cultivées. Une analyse 

comparative des profils lipidiques et génomiques a été réalisée sur les deux souches ayant 

produit respectivement la teneur en lipides la plus élevée (Antibioticus DSM 41,481) et la plus 

faible (DSM 40,868).  
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3. Conclusion 

Les profils lipidiques obtenus par LC-Corona-CAD® ont montré que la teneur de l’ensemble 

des classes de lipides, et pas seulement les TGs comme anticipé, était en moyenne 2,5 fois plus 

élevée chez Antibioticus DSM 41,481. Ces résultats étaient concordants avec les mesures 

obtenues par FTIRS (Fourier-transform infrared spectroscopy). 

D’autre part, la souche DSM 40,868 a produit une activité antibiotique contre Micrococcus 

luteus, contrairement au DSM 41,481. Ce test couramment utilisé pouvait laisser penser que la 

souche DSM 40,868 produisait plus d’antibiotiques. Cependant, la production d'antimycine a 

été détectée de manière importante seulement chez la souche DSM 41,481 par LC-Corona-

CAD®. La présence d'un cluster antimycine NRPS/PKS dans le génome de cette souche a été 

confirmée par anti-Smash. Notre méthode a donc permis d’alerter sur les éventuels biais liés au 

type de test utilisé pour déterminer l'activité antibiotique, qui repose exclusivement sur la 

sensibilité de Micrococcus luteus. 

Comme les analyses LC-Corona-CAD® ont montré que les deux souches contenaient les 

mêmes classes lipidiques, ces souches possèdent très probablement les mêmes enzymes 

impliquées dans la biosynthèse de ces lipides. En conséquence, la différence de leur teneur en 

lipides pourrait plutôt être due à une différence de disponibilité du précurseur lipidique 

nécessaire, l'acétyl-CoA. Nous avons donc examiné en priorité, par analyse comparative du 

génome, les différences génétiques entre les deux souches dans les voies impliquées dans la 

génération, la consommation ou le stockage de l'acétyl-CoA qui pourraient être responsables 

des teneurs élevées et faibles en lipides chez Streptomyces antibiotiques DSM 41,481 et DSM 

40,868. L'analyse génomique a indiqué que certaines différences génétiques dans diverses voies 
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liées à la génération/consommation d'acétyl-CoA pourrait effectivement être responsable d'une 

telle différence.  
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1. Introduction 

Dans une étude précédente [201], nos co-auteurs (Xu et Virolle) ont montré que la 

surexpression du régulateur SCO3201 provoque l’inhibition de la production l'antibiotique 

polykétide bleu, l'actinorhodine (ACT) ainsi que la différenciation morphologique chez 

Streptomyces coelicolor M145.  

Dans la présente étude [26], nous avons cherché à élucider les processus moléculaires sous-

jacents à cette surexpression du régulateur SCO3201.  

Pour cela, une analyse comparative des profils lipidiques et génomiques de la souche 

surexprimant SCO3201 (M145/pWHM3-SCO3201) et de la souche témoin contenant le 

plasmide vide (M145/pWHM3), a été réalisée. 
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3. Conclusion 

Les analyses menées par LC-Corona-CAD® ont montré que la souche surexprimant 

SCO3201 présentait des teneurs en TGs, DGs et PA plus importantes que la souche témoin 

contenant le plasmide vide. Les teneurs en DGs et PA sont expliquées par le fait que ces lipides 

sont des précurseurs des TGs. Au contraire, les teneurs en antibiotiques (RED et REDox) et en 

PLs (autres que PA) étaient toutes plus faibles.  

Ces observations ont pu être corrélées avec la régulation à la hausse et à la baisse de certains 

gènes impliqués respectivement dans la biosynthèse des acides gras (fab) et la dégradation (fad), 

indiquant un contrôle direct ou indirect de l'expression de ces gènes par SCO3201. 

L’accumulation de TGs suggère que les FAs sont consommés pour la synthèse des TGs. 

Cela suggère également que la dégradation des FAs pour produire de l'acétyl-CoA est réduite. 

Or la réduction de la disponibilité de l'acétyl-CoA et une disponibilité accrue du phosphate 

interne est connue pour empêcher l'activation du métabolisme oxydatif de cette souche censée 

générer des molécules de signalisation déclenchant la biosynthèse d’antibiotiques. 

Nos résultats suggèrent donc qu’une amélioration de la biosynthèse des antibiotiques chez 

Streptomyces serait possible grâce à une altération de la biosynthèse des TGs ou une 

dégradation accrue des TGs. Cela améliorerait la disponibilité de l'acétyl-CoA et alimenterait 

le cycle de Krebs pour soutenir un métabolisme oxydatif actif. De telles stratégies sont 

prometteuses pour améliorer la biosynthèse des antibiotiques chez Streptomyces, 

[198,200,202,203]. 
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Résumé : Les acyles gras (FAs) 

représentent le principal élément constitutif 

des lipides complexes (glycérolipides / 

phospholipides / sphingolipides). Leur 

structure varie en fonction de leur 

fonctionnalisation, nombre de carbones, 

nombre et position d’insaturations. Cette 

variété est à l’origine du très grand nombre 

d’espèces lipidiques et de la complexité de 

leur analyse. 

 

Les travaux menés au cours de cette 

thèse ont démontré, au travers de trois 

publications, que l’évaluation de la 

distribution FAs des glycérolipides et 

phospholipides était accessible grâce à 

l’intensité des ions fragments 

[monoacylglycérol+H- H2O]+ (ions B) 

produits en source APPI/APCI-HRMS, lors 

du couplage à la FIA ou la NPLC.  

 

Les bases de ce nouveau concept ont été 

posées via l’étude des triglycérides d’huiles 

végétales.  

Il a été observé que la distribution des 

intensités des ions B était directement reliée 

à la distribution des FAs, sauf pour le FA 

polyinsaturé C18:3.  

Des coefficients de pondération des 

intensités des ions B ont été calculés pour 

compenser les différences d’ionisation. 

Globalement, un coefficient deux fois plus 

important a été appliqué aux intensités des 

ions B(18 :3) pour compenser sa plus faible 

intensité.  

 

Le concept a ensuite été étendu aux 

phospholipides (PLs). Pour les extraits 

contenant uniquement des diacyl-PLs, la  

transposition est également directe. La 

nature de la tête polaire n’a pas eu 

d’influence sur la formation des ions B. 

 

Pour les extraits contenant à la fois des 

diacyl-PLs et des plasmalogènes (fonction 

éther vinylique) une séparation préalable 

doit être réalisée. En effet, la formation des 

ions B n’a pas lieu au même degré pour ces 

deux sous-classes.  

Une hydrolyse par des vapeurs d’acide 

chlorhydrique a permis de rompre 

spécifiquement les liaisons éthers 

vinyliques. Les plasmalogènes sont alors 

transformés en Lyso-PLs et aldéhydes.  

Ces extraits ont également la particularité de 

contenir des teneurs importantes de FAs 

polyinsaturées. Par analogie avec l’étude 

des TGs, un coefficient pondérateur de deux 

a été appliqué aux intensités des ions B de 

ces FAs. 

 

Pour accéder à la distribution des alkényls 

gras des plasmalogènes, un concept 

similaire à celui des ions B a été mis en 

œuvre avec succès. 

De plus, un schéma de fragmentation a été 

proposé pour les plasmalogènes PC lors de 

l’utilisation de la source APCI. 

 

Enfin, notre nouveau concept a été mis en 

œuvre sur des extraits lipidiques de souches 

Yarrowia Lipolytica (levure oléagineuse) 

modifiées pour favoriser la production de 

FAs à chaînes impaires. La distribution des 

FAs au sein de chaque classe de lipides a été 

évaluée et le concept a été étendu à deux 

autres classes de lipide (Diglycérides-DG et 

glucuronosyl diacylglycerol-GlcADG). 
 


