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Principe général

Technique d’analyse par ionisation des molécules puis, séparation et
détection des fragments ionisés suivant leur rapport masse/charge

(m/z).

Utilisée en tant que

« Méthode de dosage (parmi les plus sensibles et spécifique)
« Meéthode d’identification structurale

 Technique couplée aux techniques séparatives (chromatographie
liquide, Ch. gazeuse, électrophorese capillaire).
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Aspect des spectres
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Schéma de principe

Echantillon

Systeme d’introduction: direct ou couplage

Spectrometre de masse

Source Analyseur Détecteur

Separation Détection des
des fragments fragments ionisés

Fragments
IONISés

lonisés

Enceinte Sous vide l

Systeme d’enregistrement
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1. lonisation en phase vapeur
Analyse de petites molécules (m/z <1000 u.m.a.)
Appareillage (Systéeme a impact électronique et analyseur quadripolaire).
Principe de la fragmentation en impact électronique
lonisation chimique.
Couplage aux techniques séparatives
Applications

e Wwh e

2 lonisation en solution
Electrospray

3 lonisation par désorption

Molécules de taille importante
MALDI et analyseur a temps de vol.
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lonisation en phase vapeur

impact électronique
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Source d’'impact électronique

Vers I'analyseur

— Lentilles de focalisation

Filament métallique
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Analyseur quadripolaire

détecteur
Plany t “[U+sin(e
=

U+sin(ot)
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Analyseur quadripolaire

A l'instant « t » un ion de rapport m/z donné aura

e Soit une trajectoire stable en X et en Y, qui lui permet de sortir du quadripole,

*s0it une trajectoire instable (oscillations dont I'amplitude augment
exponentiellement).

oscillations oscillations
stables en X instables en X

- ooy

‘ instables enY

+ stables en Y

Les ions qui sortent du quadripole sont détectés,
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Systemes a impact électronique et analyseur

quadripolaire

- L'énergie apportee par les électrons est de 70 eV
* L'ionisation s’effectue en phase vapeur

» L'ensemble Source/analyseur/ detecteur d’ions est sous vide (= 10~ Torr) pour
augmenter le libre parcours moyen des ions.

 Avantage et défauts de I'analyseur quadripolaire:
 Rapide (plusieurs balayage par sec)
 Plus sensible pour les basses masses que pour les hautes masses
« Gamme de masse limitée (m/z < 1000).
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Principe de fragmentation en impact

électronique
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Principe de la fragmentation

e
e //
15 eV
M+, @ ®
. . . . 5eV
Energie d’ionisation = 15 eV
Energie de liaison quelques eV ~1'_:;ev R’

Réaction globale: M+e- > M*" + 2e-
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L'ion moléculaire
« Est un ion radicalaire @ M.

 Suit la regle de 'azote
* si sa formule brute contient un nombre impair d’azote, son rapport m/z
est impair.

* N'est parfois pas observe car trop instable

. O—E—Cﬂg - e &x
80— 80— H
et | »

i [ !

o o- OH
2. acide acetylsalicylique g .

g COHBO4 Mw 180.2 g/mol 2 | B-HG‘IM1N2M

20 40 60 80 100 120 140 160 180 25 50 s 100 12 150
m/z m/z 13
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La fragmentation

ABCD+e 4

ABCD -

Les ions fragments observés sont ceux issus des réactions qui aboutissent

aux fragments les plus stables.

BCt

- 2e— A+ 1+ BCD.

—>Ao+-B(¢3D+
D +HBC+

—>D. + ABC+

J
A +BC+

At

BCD+

Abondance relative (%)

ADo 48C0%
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Abondance et massifs isotopiques
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Principaux isotopes stables

Masse abondance (%)

e Certains éléments possedent

_ . C 12 98.9

des isotopes stables qui 13 1.1
permettent d’identifier des Si 28 92.2
r . 29 4.7

« massllf:s |§otop|ques » 20 31
caractéristiques. Cl 35 75.8
37 24.2

Br 79 50.7

81 49.3
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Massifs isotopiques: Chlore

2-chloropropane masse moleéculaire 78,5 ac -
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lonisation chimique
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Source ionisation chimique

* A basse pression (102 Pa) SCREW
* Source I[E modifiée
* OQOrifice pour entrée du gaz

. PLUNGER
réactant B0DY

* Confinement pour favoriser
I"ionisation

* Jonisation du gaz réactif et
transfert en fonction de
'affinité protonique de la E1/C]
molécule. REPELLER

|
|

REPELLER -
INSULATOR

Figure 7-4. Plunger

19
UE5 Sciences Analytiques: (C) Techniques spectrales



lonisation chimique positive

Exemple du méthane
Le méthane est introduit dans la source et subit des réactions d’ionisation

CH, + e ——> CH+ 4+ 2e-
Puis de fragmentation

CH4+. —_— CH3+ + He

Et de réaction entre molécules de gaz (en raison de la pression
relativement élevée dans la source)

CH+ + CH, s CH+ CH,.

CH3+ + CH4 . C2H5+ 4+ H2
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Réactions gaz ionisé-molécules

L'ion réactif A+ (CH:*, C,H:*) peut provoquer

* Un transfert de proton M+ A" — MH+ + (AH)
* Une condensation M+ A" —= MA+

* Un transfert de charge M+ A+, —> M+, + A
 Un arrachement d’ion négatif M4+ A+ —> (M-2)+ + ZA

avec Z=H ou Z=R
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lonisation chimique au méthane

Composé de masse moléculaire 186 443 El

. . . . . . ' 12’
Spectre en ionisation chimique ions | A
m/z ion meécanisme
185 (M-H)+ arrachement de

proton
GGHH—CH:'CHDSIHH . Ci.

186 M-+, transfert de charge 171

187 MH+ transfert de proton
MaCahg
Jucane | |

(M+C,Hg)+ condensation ™o
(M+CHg)+ Lb
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Couplage aux techniques séparatives
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Couplage a la chromatographie en phase

gazeuse

 Chromatographie gaz-capillaire

* Colonnes de plusieurs dizaines de metres,
grande efficacité de séparation

* La colonne arrive directement dans la
source du spectrometre de masse

* Le systeme de pompage du spectrometre
de masse permet d’éliminer le gaz
vecteur (Hélium)
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Bibliotheques de spectres

= = = y -
Plusieurs milliers (350 000/400 000) de spectres en memoire licil
Rchier MS
Window #26
Scan 181 {5.270 min): BARBDEMO.D [}
141 186
S000
43
I - S RN B
Im/z--> 20 40 B0 80 100 120 140 160
,Abundance #129180: Secbubarbital *) &
Butobarbital #40164
4. Probarbitone 33612
2.4 6(1H_3H_5H])-Pyrimidinetrione. 5.5-di #127151
] [p Tiliene ] (Ul
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Applications
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En mode introduction directe de I’échantillon

e Analyse structurale des principes actifs d’origine chimique (petites molécules)

* Impact électronique: vérification de la structure

* lonisation chimique: détermination de la masse moléculaire

27
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En couplage a la CG

* Toxicologie analytique (dopage, lutte contre la toxicomanie,
médecine légale)

 Recherche de toxiques dans les prélevements biologiques

 Recherche des solvants résiduels dans les principes actifs
pharmaceutiques

* Etudes de métabolisme
* Quantification en mode IC positive ou négative.
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Laboratoire de Toxicologie et Pharmacocinétique / Service de Phamacie Clinique et des Biomatériaux / GH BICHAT-CI. BERNARD

Exemple toxicologie analytique

File : D:\ANALYSES\2002\FEVRIER\PLANTES A.C\BSB\200201.D File : D:\ANALYSES\2002\FEVRIER\PLANTES A.C\BSB\200201.D
Operator [BSB4] MBR Operator : [BSB4]MBR
Acquired : 20 Feb 2002 11:12 using AcgMethod MSPARAM1 Acquired : 20 Feb 2002 11:12 using AcgMethod MSPARAM1
Instrument MSD 5973 Instrument : MSD 5973
Sample Name: ECH VERT 1 Sample Name: ECH VERT 1
Misc Info TSdu 18/02/02 Misc Info : TSdu 18/02/02
Vial Number: 1 Vial Number: 1
Abundance T ~TIC: [BSB4]200201.D T ] fAbundance ~Scan 2933 (19.854 min): 200201.0- CORRUPT =
17 19,85 | f | 295
Te+07 || | |
[ | |
B5e+07 | ‘
1.65e+ 19143 | %000
1.6e+07 | |
1.556+07 ‘} 8000
| | (- |
| 1.5e+07 - |
| | | 7000
| 1.45e+07 | |
| I |
| 1.de+07 ,! . SO0
| 1350407, | | ‘
| 1.3ee07) (1 1 5000
; 1.25&*071‘ 1 | 1
| | | 4000/
1.26+07 | |
| {
1.15e+07 i i 3000 2
|
1.1e+07 | |
19.28 | il | | :
1.05e+07 | | | 2000 238
1e+07 I | | 310
| | | 1000
9500000/ 1 | | s 23 | 251
Snooom0| IR Lo L ol Ses 77 siios 119, 139152 [TATE 19200 fmpnaZgS 261 | | 340 375 405418
| | | miz--> 40 60 80 100 120 140 160 0 220 240 260 Wp 300 320 340 360 380 400 420
| #s00000, | | Abundance — #98938: Cannabinol Voi T e
| 8000000/ | |
| | | |
| 7500000 | 24.35 9000|
{ | | |
i 18.19 | | 8000/
! . ! ? ; i
| 6000000/ | | | |
! uui | i ; 7000| |
| 5500000/ ' | |
| | | || 2108 ‘
| 5000000 | ‘ | | | 5000|
|
| | |
| | | | |
| I | 5000/
| | | 23.02 | | 1 |
| 15.66 I | { |
| I | 4000
| 14.03 ‘ ‘
| 3000|
| | ‘ |
2000000 | I
. I | 310
| | | 2 |
1500000/ i 2000| :?a |
| [ [ |
1000000 | | i | |
| | I | 1000
500000 | e i 223 | 259
0! Lo M : } 55 77 91133115'2314015"2 Az8. 85209 ‘ 265 281 |
i | F R ] . B e e oot & e - T gl e R
Time-->  12.00 13.00 14.00 15,00 1600 17,00 : miz-> 40 60 80 100 120 140 160 18 ‘ 360 380 460 420
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Exemple toxicologie analytique

a File D:\ANALYSES\2002\FEVRIER\PLANTES A.C\BSB\200201.D File D:\ANALYSES\2002\FEVRIER\PLANTES A.C\BSB\200201.D
% Operator Oper;\tor
pd Acquired : 11:12 using AcgMethod MSPARAM1 Acguired : 20 Feb 2002 11:12 using AcgMethod MSPARAM1
o Instrument Instrument :
% Sample Name: Sample Name: ECH VERT 1
_ Misc Info TSdu 18/02/02 Misc Info : Tsdu 18/02/02
Q Vial Number: Vial Number:
'_
<
5 MAbundance TIC: [BSB4]200201.D |Abundance Scan 3720 (24.352 min): 22%%201,0
o 1.7e+07 19i55 |
I 1650407 000!
] 19.13 | | 4 |
-~ 1.6e+07 | | |
x 8000 | |
El 1.55¢+07 | ‘ |
= | 1
% |,5e+n7j 7000
c 1.45e+07| ;
2 148407 8000 i
4 1.356+07| | | 234 |
5000 |
o 1.3e+07 | |
o 1
[ | |
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= 126407 | | |
£ 1.158+07 | :mno} o5 | | . H
g 118407 Ak | w2 | I |
‘S 19.28 i 2000 75 151 I
I} 1.05e+07 | 8% 02
_;::% 1e+07 1000] < 25 | |
o 9500000, : | | R Bbadt RI- |
(] | I | I ; 339 350 375 402 435 452 |
Lo ] 9000000 | ol il A o W g L g Rl ; ALy T B
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>
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k) 3500000 vt [l 11 | | L 4000| [ |
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=
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lonisation en solution

Electrospray (Electronébulisation)
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Systeme electrospray.

Couplage: CLHP

Un potentiel de plusieurs

kV provoque une
électronébulisation de la solution
suivie d'une fission des gouttelettes
et de I'évaporation du solvant.

Les ions sont multichargés
N=1,2,..30

Solution \ |

__’.‘ : | VE——— ff_l;u:: ‘,

Pression

| Analyseur
Quadripolaire

e

atmosphérique  Gradient de pl_‘fSSiOll Vide Poussé

Evaporation Fission des
du solvant gouttelettes

‘A _”@@T[Mmm‘“

Génération des
ions multichargés
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Fragmentation

» Technique d’ionisation « douce » comparé a ’1E

= Peut étre utilisée en mode positif:
= |ons [M+H]* [M+2H]% ...
= Et fragments mono ou multichargés

= Peut étre utilisée en mode néqgatif:
= |ons [M-H]- [M-2H]* ...
= Et fragments mono ou multichargés

= |es petites molécules sont en généeral monochargées

* Des composés d’addition (solvant, sodium...) peuvent se former

33
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Exemple de spectre ES

Spectres de céramide en mode d’ionisation positif.

100

e74.5

Relative htensity (%)

36 o
658.5H
> 318.0
301.g
AM‘M’\“:M 1 1
o LMMWLJ Lll_b__._..‘.
200 300 400 500 [S1ele] rgele]

mJ/S=

34
UE5 Sciences Analytiques: (C) Techniques spectrales



Electrospray Applications

eCompatible avec la CLHP, méthode plus « générale » que CPG
e Méthode d’ionisation « douce », peu de fragmentation.

eMasses moléculaires jusqu’a 10> Da grace aux ions multichargés
ePas de bibliotheques de spectres comme en GC/MS

eMais de nombreuses bases de données du protéome et du métabolome.
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lonisation par désorption

Technique MALDI
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1. L’échantillon (A) est mélangé a une

Source MALDI

(Matrix Assisted Laser Desorption lonisation)

matrice (M) et déposé sur plaque, dans
des puits.

L’'impact du Laser provoque l'ionisation
de la matrice et la désorption de
I’échantillon

L’échantillon est ionisé par transfert de
protons venant de la matrice

AH* +M > A + MH*

UES Sciences Analytiques (C) Techniques Spectrales 37
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Analyseur a temps de vol (TOF)

Energie cinétique: eV=%5 mv?
Seuls les ions sont accélérés,
Si m est petit v est grand et le temps de vol petit

LV

TOF MS

Lomyv?2

Tube de vol

Nécessite une source pulsée (MALDI)
Domaine de masse virtuellement illimité: molécules jusqu’a 300 kDa
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Exemple de Spectre MALDI-TOF

Insulin
mYy

M+H]"

4.5

3.?5‘
! +2
M+2H]

300

225

1.5
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