I-2 - lonisation

Différents procédés d’ionisation sont mis en ceuvre. Historiquementl’ionisation
par bombardementd’électron ouimpact electronique (El), estla premiére
méthode d’ionisation qui a été utilisée enroutine en SM.

I-2-1- lonisation par impact électronique (El)

® Principe

L'échantillon gazeux estintroduit dans la source ou ses molécules

sont frappées par un faisceau d’électrons de 70 eV d’énergie cinétique emis parun
filament de rhénium ou de tungsténe chauffé a 2000°C ; la collision a pour effet
d’arracher un électron a certaines de ces molécules=>ions M.+

On bombarde par des é et on forme des ions positif

Les electrons émis ce sont que des photons, leurs longueurs d’ondes dépondentde leurs
énergiescinétiqueeneV.

Ou leV = 96 kj/mol.

20 eV correspondau A = 0.27nm

70 eV correspond au A = 0.14nm correspond au longueurs des liaisons entre atomes dans

la molécule organique.
mode d’ionisation
Le mode d’ionisation dépend de I’énergie cinétique des électronsincidents.

e- lents

M—> M’ Attachement électronique

quelqueseV=1eV

e-rapides

+
M 5 M + 2e- Arrachement électronique

quelquesdizainesd'eV = 20 - 70 eV

La valeurde 70 eV a été établie comme fournissant le meilleurrendementenionssur les
premiers systémes étudiés.

Ceux-ci peuvent ensuite se fragmenter suivantleur énergie interne.

Notion d’énergie interne



C’'estl’excés d’énergie du systéme aprésionisation,énergierépartie dans’ion sous forme
vibrationnelle,rotationnelle, translationnelle...

Eint. dépend de I’énergie des électronsionisants et du potentiel d’ionisationde la
molécule

.+
C’est cet excés d’énergie quiva éventuellement conduire ala fragmentationde M .

I-2-2- lonisation Chimique Positive (PCl)

La substance a analyser estinjectée dans la source avec un large excésde gaz (gaz:
substance 100 :1). Le gaz (méthane, ammoniac, isobutane...) ionisé en premier, puis
ionise la substance par transfert de charge, dans cette technique la pression doit
augmenter (entre 0.1-1torr).

Principe dela Cl
lonisation du réactant
R+&(70eV)>R" +2é réaction [1]
Autoprotonation du réactant
R" +R > RH" + [R-H] réaction [2]
Transfert de proton a I’analyte

RH*+ M > R+ MH’ réaction [3]

___-Molécules de I'échantillon gazeux
Molécules ionisées

e—“-Ions moléculaires

lonisation Chimique Positive
Exemple d’lonisation Chimique Positive du Méthane
nCH, + ne > CH,” + CH;" + CH,” + n’e

CH,” + CH, > CH;Y + CH;
CHy* + CH; > GCHs" + H,
CH,Y + CH; > GCH;yY + H,+H
CHy" + CH, > GHs" + H,
CHY + M > MH + CH,

CH;" + M S MCH"+ H
MH' = ion « proto-moléculaire » 3 M+1
MCH," = ion « pseudo-moléculaire » 3 M+18.



-2-3- lonisation Chimique Négative (NCl)
exemple du mélange CH,/N,O
N, 0" +e > N,+0"
CH, +0"> OH +CH;’
OH + M - (M-H) + H,0

Cette ionisation douce permet d’obtenirdans ce cas un ion « pseudomoléculaire» (M-
H) avec une détectiona (M-1).

I-2-4- Bombardement par atomes rapides (FAB)

lonisation par impact d’atomes lourds non ionisés (Ar, Xe) sur I’échantillon dispersé
dans une matrice liquide peu volatile. Pourles composés polaires et peu volatils.

Principe de la technique FAB

Dans cette technique, I'échantillon est déposé en mélange avec une matrice liquide (le
plus souvent du glycérol, mais parfois des mélanges tels que le Magic Bullet, qui est un
mélange 4/1 de 1,4-dithio-L-threitol etde 1,4-dithioerythritol) surle méplat métallique
d'une canne d'introduction. Des ions lourds tels que I'argon ou le xénon sont produits
par une cathode froide placée a quelques centimeétres de I'échantillon aanalyser.

Xe+e > Xet+2e

Les ions lourds produits lors de la décharge sont accélérés a haute énergie par un
potentiel de quelques kV maintenu entre ces deux électrodes pour donner des cation

moléculaires a grande energie translationelle Xe-

A lasortie trés étroite du canon, il se produit un échange de charges donnant des
atomes lourds a partir de ces ionslourds. C'estle bombardement par ces atomes
lourds, ayant une énergie cinétique de I'ordre du keV, qui produit des ions quasi
moléculaires tels que (M+H)+, (M+Na)*, (M+K) 'en mode positif et (M-H) en mode
négatif. Grace a cette technique, on peutanalyser des molécules polaires de haut poids
moléculaire (peptides, protéines, nucléosides, saccharides, antibiotiques, sels d'acides
minéraux) et faire des déterminations de structure ; mais malheureusementon obtient



souventun bruit de fond important di a la matrice liquide.
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I-2-5- Désorption-ionisation laser assistée par matrice

Le Maldi est une méthode d'ionisation introduite en 1988 par Karas et Hillenkamp
d'une part et par Tanaka d'autre part permettant d'analyser des molécules de hautes
masses moléculaires, supérieures a 300 kDa*. Elle s'utilise pouranalyser les peptides et
les protéines.

Cette méthode est composée de deux étapes :

e |’échantillon est mélangé avec une matrice sur une plaque. Le mélange
matrice/échantillon va se co-cristallisersur la plaque. Ce mélange co-cristallisé est
bombardé par un faisceau laser, entrainant I'ionisation et la désorption des molécules
(MALDI).

® Lesmoléculesioniséesvontalors passer dans un tube de vol. Elles sont séparées
selonleurrapport masse/charge (m/z) en fonction de leurtemps de vol (TOF*). Lesions
atteignent un détecteur qui va amplifierle signal traduit sous la forme d’unspectre
caractéristique de chaque espéce.

Principe de la technique mMALDI

Il s’agit de placer I’échantillon sur une plaque cible en acier inoxydable et d’ajouter une
solution matrice qu’il convientde laissersécher pendant quelques minutes. L’addition
de cette matrice permet une co-cristallisation rapide sur la plaque cible. La taille etles
intensités des pics des molécules détectées sont tributaires de la matrice choisie pour
I’expérience. L'échantillon est ensuite analysé par exposition a un faisceau laser pulsé
fixe.lly a un transfert d’ions entre les molécules de la matrice et celles de I’échantillon.
Ainsiselonleurstructure, les différentes protéines de I’échantillon vont se charger
positivement ou négativement.

L'irradiation de la matrice et de |I'échantillon va provoquerla création
d'une grande quantité d'énergie dans la phase condensée, par excitation électronique
des molécules de la matiére. Des ions, formés par transfert de protons ou d'électrons
entre la matiére photoexcitée etl'échantillon analysé désorbent. Ce principe estillustré
par la figure ci-dessous :



Substrat ou
échantillon ionisé
ou protoneé.

Irradiation
par laser

Echantillon ou
substrat solide
dispersé dans

une matrice

*le dalton est la masse de 'atome d’hydrogéne =1.007825 u.m.a
L’u.m.a.=1/12 dela massedel'isotope 12 du carbon

En général, la source MALDI est utilisée avecun analyseura temps de vol (TOF). On obtient
desions en phase gazeuse en irradiant le composé a analyser en utilisantun laser a
impulsion courte. L'échantillon estincorporé uniformément dans une matrice cristalline
solide possédant une grande absorbance. Le rapport matrice-échantillon estun parameétre
important pour réussir les analyses en MALDI, les rapports peuvent varierde 1000/1 a
5000/1. Les matrices sont des chromophores a faible enthalpie de sublimation, les plus
utilisées sontles dérivés des acides cinnamiques et benzoiques :I'acide sinapinique, |'acide
ferrulique, I'acide cafféiqueetl'acide gentisique.
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Avec des techniques d’ionisation tels que FAB, MALDI, API... peuvent apparaitre de pics
correspondant a des diméres (2M) ou triméres (3M) voire des adduits de M avec des ions
présents.

(Ex : M+Na...); Le pica rechercher différe selon la technique d’ionisation.



