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Campesterol (4) : 16 isomères cités 
dans la littérature

Détection d’un isobare (4b)
 même rétention LC 
 même fragmentation

 même chaine latérale
 ≠ positions de la double liaison (noyau)

1 seul isomère répond à ces critères

Développement d’une méthode LC x SFC – MS/MS hors ligne 
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Développer une méthode selon les critères suivants :
• Séparation de molécules neutres
• Séparation de composés analogues / isomères de position

(grand degré d’orthogonalité et sélectivité suffisante)
• Mise en œuvre de la détection MS/MS

LC x SFC – MS/MS hors ligne

Objectif

Contexte Les phytostérols sont des composés analogues à haute valeur
ajoutée qui se différencient par le nombre et la position
d’insaturations dans le cycle ou sur la chaine latérale. Cette grande
similitude structurelle avec un certain nombre d’isomères de position
rend la séparation et l’identification relativement difficile.

Industrie des 
nutraceutiques

• Recherche de 
nouvelles sources de 
lipides bioactifs 

Culture des 
microalgues

• Accès à des 
phytostérols peu 
présents dans les 
plantes terrestres

Phytostérols

• Régulation du taux de 
cholestérol

• Fabrication de 
nombreuses hormones 
(stéroïdes, vitamine D)

Echantillon RPLC UV
Collecte de 

fractions

Fraction 1D SFC UV MS

=> Stratégie

Conclusion

Détection de 
7 molécules cibles, 

7 isomères de ces molécules 
et de 4 autres stérols

Préparation d’échantillon 

Séchage Saponification Résidu

standards

1- ergosterol

2- fucosterol

3- cholesterol

4- campesterol

5- stigmasterol

6- spinasterol

7- sitosterol

2

5

 Séparation de phytosterols
(molécules neutres, composés
analogues avec nombreux
isomères de position)

 Bonne orthogonalité des
mécanismes de séparation
utilisés en mode selective
compréhensive

 Etablissement d’une liste de
suspects pour les isomères des
standards

Isomérie
chaine latérale

Isomérie cycle

Orthogonalité sur la 
famille des stérols

Une méthode bidimensionnelle
hors-ligne couplée à la spectrométrie
de masse est nécessaire pour la
séparation et l’identification des
phytostérols.

Identification
• 1tr ± 0.19 min (modulation)
• 2tr ± 4 s (3)
• Exact mass ± 10ppm
• Fragmentation MS/MS

Analyse ciblée des standards
par LC x SFC – MS/MS  

stigmasterol (5) & spinasterol (6)
 même rétention LC 
 même fragmentation

 Même chaine latérale
 ≠ positions de la double liaison (noyau)

fucosterol (2) & stigmasterol (5)
 même rétention SFC 
 ≠ fragmentations

 ≠ chaine latérale
 même position de la double liaison (noyau)

Chlorophycea Scenedesmus (UTEX)

Standards

Isomères de standards

Autres sterols
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Stérols inconnus : 
proposition de candidats

Campesterol (4)

R

R

LC x SFC-MS hors ligne – somme des EIC
Luna Omega C18 150 mm x 4 6 mm, 3 µm, A: ACN B: IPA, 20°C,
gradient 10-12,8% B en 5,53 min, 1,8 mL/min, Vinj 60 µL,
collecte toutes les 0,19 min
Torus 1-AA, 100 mm x 3 mm, 1,7 µm, 40°C, BPR 140 bar,
gradient 5-12% [MeOH] 5,44min, 1,2 mL/min Vinj 15 µL,
46 fractions dans heptane
APCI+, 50-1000 m/z, 1 spectre/sec, tension capillaire 1.0 kV,
courant Corona 4 µA, fragm. 100 V, collision 20eV, make-up
MeOH

LC x SFC-MS hors ligne – BPC
Luna Omega C18 150 mm x 4 6 mm, 3 µm, A: ACN B: IPA, 20°C, gradient 10-
12,8% B en 5,53 min, 1,8 mL/min, Vinj 60 µL, collecte toutes les 0,19 min
Torus 1-AA, 100 mm x 3 mm, 1,7 µm, 40°C, BPR 140 bar, gradient 5-12%
[MeOH] 5,44min, 1,2 mL/min Vinj 15 µL, 46 fractions dans heptane
APCI+, 50-1000 m/z, 1 spectre/sec, tension capillaire 1.0 kV, courant Corona 4
µA, fragm. 100 V, collision 20eV, make-up MeOH

Analyse non ciblée Chlorophycea Scenedesmus
par LC x SFC – MS/MS  
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