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Introduction
Générale

La nécessité d'étendre les possibilités analytiques de la spectrométrie de masse
aux composés biologiques de poids moléculaire de plus en plus élevé, et de
façon générale aux composés solides, non volatils etlou thermolabiles, est à
I'origine de la désorption laser.

La désorption laser directe est facilitée si la molécule (M) a un caractère basique
(détection préférentielle de [M+H].) ou un caractère acide (détection aisée de
tM-H]-) en ions négatifs. Dans de nombreux cas, du simple enregistrement de
ces deux données il est possible de déduire, voire même d'identifier la masse
d'une molécule présente dans une matrice complexe. Cependant, lorsqu'il s'agit
de grosses molécules (macromolécules d'origine biologique par exemple), cette
technique ne perrnet pas de conserver intactes les liaisons non covalentes qui
maintiennent les molécules les unes aux autres. Dans la plupart des cas, une
multitude d'ions fragments complique sérieusement I'interprétation du spectre
de masse.

Les premiers travaux (1983-1985) effectués au laboratoire sur la
désorption/ionisation résonante d'hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP), ont permis de montrer qu'au cours d'une impulsion laser de quelques
nanosecondes, il y avait réabsorption de photons par la phase gazeuse induite.
Cette réabsorption intervient à l'état excité, dont la durée de vie n'excède pas la
nanoseconde. Elle a pour effet d'ioniser sélectivement I'hydrocarbure. C'est
ainsi que nous avons pu observer la distribution des HAP présents à la surface
de particules (carbonées ou à base d'hématite) émises par une cokerie.

- l -



I n t ro d uct iott G é n é ra le

cette conceptualisation de I'ionisation laser de molécules organiques en phase

gazeuse, u g.tiOe les travaux de l'équipe du Pr. Hillenkamp (réf' [1] chap' I) dans

ia découverte de l'effet de matrice pour désorber des molécules cibles de haut

poids moléculaire de façon quasi intacte. En absorbant une grande partie de

i'énergie laser, la matrice facilite la désorption des molécules cibles tout en

urrurunt une ionisation non destructive (contrairement à la désorption laser

directe).

De par sa qualité à ioniser sélectivement les molécules sans les détruire, la

désorption/iônisation laser assistée par matrice (MALDI) se révèle un outil

onulyiique indispensable à I'analyse de molécules biologiques' Il n'est de

semaine sans publications montrant les capacités potentielles de cette technique

révolutionnaire.

Cependant, les processus conduisant à la formation des ions sont complexes et

ne sont pas encore totalement compris. En dépit de progrès substantiels dans ce

domainé ces dernières anné.r, uuôune description unifiée de la nature et des

caractéristiques du mécanisme MALDI n'a vu le jour' On en est réduit à une

approche empirique du phénomène, qui est elle même rendue difficile par

t uiitisation d'une grande vaiété de dispositifs expérimentaux'

L'objectif de cette recherche est une contribution à la compréhension des

pro.Ërrus physico-chimiques qui régissent le mécanisme MALDI par

i'utilisation de sondes moléculaires photochromiques.

L'idée d'utiliser des sondes moléculaires afin de mieux cerner certains aspects

de ce mécanisme complexe, date des premières expériences MALDI effectuées

avec le nouveau protoiype de la microsonde laser ICR-FTMS mise au point au

laboratoire (1989-t 991j.L'avantage des molécules photochromiques réside dans

le fait qu'elles sont constituées de noyaux aromatiques et qu'elles peuvent

changeràe configuration électronique à l'échelle d'une impulsion laser'

On s'attend donc"à ce qu'elles s'ionisent, en désorption laser, sous la forme d'un

ion radical moléculaire M.'(caractéristique de I'ionisation des aromatiques), et

en MALDI par un transfert de charges [M+H]*, apportées par la matrice' On

pourra alors étudi., I'influence du changement électronique de la molécule cible

au cours de I'impulsion laser sur les deux modes d'ionisation laser, et ainsi

déterminer leur mécanisme d'action respectif. Ces études ont été effectuées sur

une microsonde laser ICR-FTMS qui possède la particulaité de combiner la

haute résolution et I'optimisation aisée des paramètres laser (longueur d'onde et

densité de photons notamment).

Dans le chapitre I seront présentés et discutés les processus de désorption et

d'ionisation les plus couramment admis par le monde scientifique' Nous nous

2



I tr t roduc t ion G é né ra I e

intéresserons également au rôle que peuvent avoir certains facteurs
expérimentaux, tels que la quantité d'énergie déposée sur l'échantillon, le choix
de la matrice, ainsi que le mode de dépôt sur l'empreinte spectrale MALDI.

Le chapitre II sera consacré à la présentation des molécules photochromiques de
la série des spironaphtoxazines. Après une brève détinition du photochromisme,
nous développerons plus longuement les caractéristiques photochromiques des
spironaphtoxazines. Il s'agira au travers d'études théoriques et expérimentales,
de comprendre le mécanisme d'ouverture et de fermeture de ces molécules en
vue d'une utilisation en MALDI. La recherche bibliographique fera apparaître
que la spectrométrie de masse est un moyen complémentaire aux techniques
usuelles pour répondre aux interrogations concernant I'identification de
certaines espèces lors de l'équilibre photochromique.

Au chapitre III, nous exposerons les caractéristiques de notre microsonde laser.
Certains aspects techniques seront développés en vue d'une meilleure
compréhension des résultats expérimentaux. Nous accorderons une importance
toute particulière à la méthodologie appliquée lors de ces études, notamment à la
préparation des échantillons, au contrôle des paramètres laser, et à l'optimisation
de la séquence d'analyse FTMS.

Le chapitre IV présentera la spécificité de I'ionisation laser par rapport à
d'autres techniques d'ionisation plus classiques. Nous verrons qu'il est possible
d'identifier des structures transitoires de l'équilibre photochromique par l'étude
des photofragments produits lors de I'interaction laser-matière. Nous pourrons
alors constater que la technique MALDI induit spécifiquement des ions
moléculaires multi-hydrogénés lors de I'ouverture des spironaphtoxazines par
une irradiation laser UV.

Au cours du chapitre V, après une étude pour connaître I'origine et déterminer
plus précisément quand a lieu le transfert d'hydrogène observé en MALDI, nous
utiliserons les molécules photochromiques comme de véritables sondes afin
d'étudier I'influence de certains facteurs expérimentaux. L'ensemble de cette
étude nous permettra de proposer un mécanisme MALDI plus précis.

a
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Chapitre I

Le mécanisme MALDI

Depuis sa présentation lors de la 11ième Conférence Internationale en

SpË.trométriô de Masse (IMSC, Bordeaux, 1988), la désorption/ionisation laser

aisistée par laser n'a cessé de se développer dans le monde.

En effet depuis dix ans, de nombreuses applications dans le domaine des

sciences blologiques et chimiques (études des protéines, chimie

surpramoléculaire, ...) ont permis à la spectrométrie de masse d'élargir son

ctramp d'investigations. Si l; développement de la technique MALDI s'est fait

jusqu;à maintenant de façon empirique, I'amélioration de ses performances et sa

notôriété auprès des industriels, passent par une meilleure compréhension de son

mécanisme d'action.

Après avoir présenté rapidement le prlnclpe cle cette metnoqe anaryuque

révolutionnaire, nous nous attarderons plus longuement Sur les processus
méthode analytiquerapidement le principe

physico-chimiques qui caractérisent successivement l'étape de désorption et

d'ionisation. Nous développerons notamment, les hypothèses les plus

couramment admises à I'heure actuelle dans le monde scientifique. Des

mécanismes d'ionisation seront également présentés'

Enfln, nous terminerons par I'exposé des principaux facteurs expérimentaux qul

interviennent lors d'une ànalyse par MALDI. La maîtrise de ces paramètres peut

partbis faire gagner à I'expérimentateur un de temps considérable'

4



Clrupirre I : Le mécanisme MALDI

L La technique MALDI

La technique d'analyse

Ll. Son historique

La désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI'), qui permet le

passage en phase gazeuse de molécules ionisées intactes de haut poids

moléculaire (100-500 000 Da-), trouve son origine dans les travaux de Karas et

Hillenkamp tll et de Tanaka et al. [2], publiés simultanément en 1988.

Afin de conserver I'intégrrté de molécules polaires et thermolabiles lors de

I'ionisation laser, ces auteurs ont proposé de les inclure dans une matrice

absorbant fortement à la longueur d'onde du laser incident. Les principales

applications de cette méthode concernent la caractérisation de polymères

biologiques et synthétiques [3]. Actuellement, cette méthode est appliquée avec

succès pour le séquençage de nucléotides l4], et pourrait être étendue à

I'identification génétique de nombreux organismes [5].

Les techniques proposées par Karas et par Tanaka, diffèrent essentiellement par

le choix de la matrice utilisée :

r' Dans la méthode de Karas, l'échantillon est dilué dans un composé

organique de faible masse moléculaire cristallisé, I'acide nicotinique,

présentant une forte absorption à la longueur d'onde du laser incident (À =

266 nm).

r' Dans les travaux de Tanaka, la matrice utilisée est une suspension de

parricules de cobalt finement divisées dans le glycérol (le diamètre des

particules est de I'ordre de 300 Â). Let atomes métalliques constituent

alors les centres absorbants de la longueur d'onde du laser ()" = 337 nm)'

Le couplage de ces méthodes avec la spectrométrie de masse à temps de vol

(TOF3), a permis à ces auteurs, de démontrer la faisabilité de I'analyse en masse

de macromolécules de plus de 100 000 Da. La différence majeure entre les

résultats présentés par les deux équipes, réside dans la sensibilité. En effet, la

méthode de Tanaka, nécessite plusieurs nanomoles de composé, alors qu'avec

celle de Karas, seules quelques picomoles suffisent. Un plus grand intérêt a donc

été porté à cette dernière, plus facile à mettre en ceuvre et nécessitant moins

d' étapes intermédiaires.

'  MRLDI : Matrix Assisted Laser Desorption Ionizatron
r Da : Dalton. unité 6e masse atomique, elle est définie comme le l l12 de la masse d'un atome de carbone
I ToF : Time of Flight
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Clnpitre L' Le nrécanisme MALDI

1.2. Son principe

La technique d'analyse

En MALDI, une faible quantité de molécules du composé à analyser (molécules
cibles ou analyte) est mélangée en solution avec un excès de molécules du
composé servant de matrice. Quelques pL du mélange obtenu sont déposés sur
un support métallique inerte (acier inoxydable). Après évaporation de ce faible
volume, réalisé généralement à pression atmosphérique et à température
ambiante, un dépôt de cristaux de matrice enrobe les molécules cibles (voir
f igure I .1).

Moléculcs

e) d',8'""à,

Ejection rapide
de matièrc

de
matnce

Figure I.1 : Principe de la technique MALDI, d'après [6].

Après introduction du support dans le spectromètre de masse, ce dépôt est
irradié par de brèves impulsions laser (quelques ns), dont la longueur d'onde se
situe dans une région correspondant à une bande d'absorption de la matrice.
Lors de I'irradiation, il y a absorption sélective de l'énergie par la matrice. Cet
apport d'énergie induit un processus de désorption correspondant à un

changement de phase hors équilibre thermodynamique (phase condensée vers

phase gazeuse). Au cours du processus de désorption qui suit I'impact laser, une

très faible partie de l'énergie absorbée par la matrice est transférée aux

molécules cibles ; ce qui se traduit par une co-éjection d'espèces moléculaires
(M) intactes et de fragments de la matrice.

Le rendement d'ionisation est faible .ll a été estimé à l0-4 environ (voire moins)

[7]. Les ions sont majoritairement produits par des processus de protonation

([M+H].), de déprotonation (tM-Hl-), et de cationisation ([M+Na]*, [M+K]*,
. . . ) .
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Chapitre I : Le méccutisme MALDI La technique d'analyse

1.3. Ses prtncipales caractéristiques

Les principaux atouts de cette méthode sont :

r' La désorption de molécules ionisées intactes du type : [M+H]*, [M+Na]*,
[M+K]. ou [M-H]-.

r' L'obtention uniquement pour les grosses molécules de plus de l0 000 Da,

d'ions multichargés (M2*, M3*, 142-, 143-, ...), ainsi que des agrégats
(2M*,  3M*,  2M- ,  . . . ) .

r' Le caractère pulsé du mode d'ionisation permet divers couplages avec la
spectrométrie de masse :
- Le temps de vol (MALDI-TOF) [8] : très grande étendue de la gamme

de masse (de 100 à plus de 500 000 Daltons). Il n'y a pas de limite
théorique pour les masses élevées. Ce type d'analyseur a longtemps
souffert d'une mauvaise résolution en masse t9-11].

- La résonance cyclotronique des ions (MALDI-FTMS') [12] : détection
en masse limitée, possibilité d'effectuer des expériences dites de'MS/MS"2, 

exactitude de la détermination de la masse (quelques ppm)
et stabilité de la calibration.

- La trappe ionique (MALDI-ITMS3) t13l : bonne résolution sur des
masses inférieures à 3 000 Da, possibilité de MSn, et plus adaptée à des
couplages on line" avec des techniques séparatives (HPLCa ou CEs).

Peu ou pas de fragments. Ceci limite I'information structurale qu'il est
toutefois possible d'atteindre au travers d'études de fragmentation d'ions
métastables (en MALDI-TOF) t14l ou de CID6 (en MALDI-FTMS) tl5l.

La sensibilité extrêmement éIevée rend I'utilisation de cette technique
compatible avec les exigences des biologistes : la quantité de produit à
analyser sur le porte-échantillon est de I'ordre de la picomole sans
purifi cation exhaustive.

r' Une détermination précise des masses moléculaires (0,17o à 0,017o) pour
des masses inférieures à 30 000 Da.

' FTMS : Fourier Transform Mass Spectrometer
t MSnr4S : Mass SpectrometryÀ4ass Spectrometry
' 

ITMS : Ion Trap Mass Spectrometer
t HPLC : Htgh-Performance Liquid Chromatography
' CE : Capil lary Electrophoresis
" CID : Coll ision Induced Dissociation. analyse séquentielle des ions et de leurs fragments par dissociation

indui te par  col l is ion



Clnpitre I : Le ntécctttisnte MALDI La technique d'analyse

r' La faible sensibilité (relative) aux contaminants (tampons, détergents,
sels) en comparaison avec d'autres techniques de spectrométrie de masse,
telle que I'ionisation par électrospray.

r' Rapidité et simplicité.

Les principales difficultés rencontrées lors des expériences MALDI, proviennent
de la faible résolution des pics en haute masse. Ceci est principalement dû à la
présence de pics satellites, résultant de cationisations multiples etlou de la
présence d'adduits avec la matrice ou avec des photoproduits de la matrice.
Comme nous le verrons par la suite, les ions de haute masse lors de l'étape de
désorption (évaporation de la matière), acquièrent des énergies cinétiques
élevées, rendant difficile leur détection et contribuant également à la faible
résolution des spectres de masse.

1.4. Perspectives

MALDI et ESIr [16] sont deux méthodes qui ont émergé presque simultanément
et qui connaissent des évolutions parallèles. Leurs performances sont très
proches et parfois, il est possible d'observer une certaine complémentarité,
notamment dans les analyses de mélanges naturels ou de polymères. Les effets
discriminatifs étant différents, I'utilisation en parallèle des deux méthodes
permet de mieux apprécier la nature de I'analyte. L'ESI possède clairement un
avantage important, qui réside dans les couplages avec les techniques
séparatives en phase liquide. Mais, des systèmes de collecte automatique en
continu sur membrane ou les récents développements en ITMS, rendent
désormais possible des associations de ce type avec le MALDI t171.

La puissance de la technique MALDI ouvre, dès à présent, de nombreuses
possibilités de caractérisation et d'identification des macromolécules. Son
évolution rapide a rendu possible I'amélioration de ses performances : précision,
sensibilité et accès à plus d'informations structurales. Ses progrès et I'intérêt des
résultats auxquels elle permet d'accéder, devraient définitivement asseoir la
spectrométrie de masse comme un outil de première importance pour les
sciences biologiques t18]. D'autre part, la recherche perpétuelle vers

I'automatisation et la fabrication d'instruments moins sophistiqués et de
dimensions plus réduites permettraient dans un avenir proche, d'équiper les

laboratoires pharmaceutiques et industriels d' appareils MALDI t I 91.

I ESI : ElectloSpray lonization. Le principe de I ' ionisation par électrospray repose sur la création d'un brouil lard

électriquement chargé d'un f ' lux continu de l iquide dans une enceinte à pression atmosphérique. Un courant

-sazeux chaud élimine progressivement le solvant des gouttelettes, les ions issus des microgouttelettes sont attirés

par un champ électrique et pénètrent dans le spectromètre de masse tandis que les neutres (molécules de solvant)

sont majoritairement éliminés par des étapes successives de pompage

-8



Chapitre I : Le mécanisme MALDI L'étape de la désorPtion

il. Les processus de désorption/ionisation laser assistée par matrice

En général, les molécules organiques peu ou non volatiles, qu'elles soient pures,

adsàrbées sur des particules ou en multicouches sur une surface, peuvent être

caractérisées directement par désorption laser. Le mécanisme communément

admis est le suivant [20] : au centre du point d'impact laser (faisceau pulsé UV,

visible ou IR), la température atteint instantanément plusieurs milliers de degrés

Kelvin, induisant la formation d'un microplasma comportant en majorité des

électrons et des ions élémentaires (H*, Na*, K*, O-, etc.). Ceux-ci se

recombinent aux molécules neutres désorbées thermiquement sur le pourtour de

I'impact laser par la diffusion de la chaleur. Ces réactions ion-molécule au sein

du microplasma en expansion conduisent à la formation des ions moléculaires

(M.') ou pseudo-moléculaires ([M+H]*, [M+Na]*, [M+K]*, tM-Hl-, .")'

Par contre,Ia caractérisation de molécules de haut poids moléculaire (M > 100

000 Da) par désorption laser est très difficile. Du fait de la chaleur dégagée lors

de I'impact laser (de 3 000 à 6 000 K selon I'irradiance laser appliquée [21]), ces

molécules se décomposent simultanément en de nombreux fragments, rendant

délicate, voire impossible leur identifîcation par spectrométrie de masse.

L'introduction de la technique MALDI à la fin des années 80, a permis le

passage de telles molécules en phase gazeuse, sans qu'elles puissent être la cible

à'importantes fragmentations. Cependant, si cette technique révolutionnaire

connaît à I'heure actuelle de multiples apptications, notamment en biochimie et

en biologie, son développement s'est essentiellement fait de façon empirique

ly2l.Les mécanismes qui régissent les étapes de désorption et d'ionisation laser

sont encore très mal connus, ce qui peut poser de sérieux problèmes pour les

développements instrumentaux et pour la mise en place d'un protocole d'analyse

MALDI automatisé.

Il apparaît de plus en plus que la quantité d'énergie déposée sur l'échantillon,

ainsi que les processus de redistribution de cette énergie, soient des facteurs clés

dans liexpticàtion du mécanisme MALDI [23]. Nous essayerons, tout au long de

ce mémoire, de donner quelques éléments permettant une meilleure

compréhension de ce mécanisme.

U.t. L'étape de désorPtion

La complexité et la diversité des processus engagés dans I'ablation laser' à

savoir : I'excitation laser de molécules absorbantes, le transfert d'énergie de

molécules excitées dans des modes internes et translationnels du solide, la

9



Chttpitre I : Le ntécanisnte MALDI L'étape de la désorption

transformation d'une faible quantité de matière en un nuage gazeux

supersonique, compliquent la description analytique de ce phénomène. Des

môdèles basés sur diverses suppositions, telles que, la sublimation

thermofluctuante de molécules à la surface (vaporisation de surface) 124,251, et

l'éjection brutale d'un faible volume de matière au moment de la désorption,

dûe à une rransition de phase hors équilibre thermodynamique 123,261, ou bien

encore à un gradient de pression critique 121-301, sont utilisés pour expliquer les

observations expérimentales. Nous n'en donnerons pour notre part qu'une vue

très synthétique.

il.LL. Laformation du panache gazeux

Lors de I'impact entre un faisceau laser et la surface d'un matériau, le laser

induit la formation locale d'un microplasma ou d'un nuage gazevx (voir figure

I.2) selon l'énergie mise en jeu et le diamètre de I'impact laser :

faisceau laser
incident

@,' ion.^rro i r

Figure I.2 : Formation d'un plasma lors de I'interaction laser-matière'

- à intensité élevée (Irrr > l0'0 W/cmt;, un. véritable ablation de la

matière se produit. Les ions élémentaires sont majoritaires ;

- à intensité moyenne (108 < Irr < 10r0 Wcm2), les processus d'ablation

laser sont moins accentués. Les ions élémentaires sont très souvent

accompagnés de clusters ionisés (appelés agrégats ionisés ou ions de

recombinaison), dont la nature dépend de la structure du solide étudié.

Cette particularité est souvent mise à profit pour I'analyse des

composés inorganiques ;

'  lrr = L'irradiance laser est un paramètre fondamental en MALDI, elle est défirnie comme étant la quantité

d'énergie déposée par unité de suriace lors d'une impulsion laser, exprimée en W/cm2

-  l 0 -

ion sonant du plasma



Chapitre I : Le ntécanisnte MALDI L'étape de la désorPtion

- à faible intensité (In < 108 Wcm2), les processus dits de désorption
laser prédominent. Ils permettent en général la caractérisation des
molécules organiques adsorbées en surface.!e rapport ions/neutres
formés dans cis conditions serait de 10-a à 10-5, alors qu'il est estimé à

10-2 ou l0-3 dans les autres cas [21].

En réalité, ces processus sont fort complexes et très difticiles à modéliset, car

entre le temps où les premiers photons de I'impulsion laser sont absorbés par la

surface du matériau, et le moment où les derniers ions détectables se sont

formés, un très grand nombre de phénomènes ultra-rapides se sont succédés. Les

principaux d'entre eux sont schématisés dans le tableau I.1 :

tc lps Absorption non linéaire des
photons

Emission de Photoélectrons

t  < 0,01 ns Formation d'excitons
Emission thermo-ionique

Apparition de charges en
surface

t<0,1ns Ionisation de surface Emissions d'ions
secondaires

lns<t<5ns Formation d'une
phase gazeuse

Emissions d' ions, de
radicaux, d'atomes et de

molécules neutres.
Emission de photons

5ns<t<100ps Expansion du nuage gazeùx
ou du plasma si I'ignition est

a t te in te (T>5000K)

Réaction s ion/molécu le
Emissions d'agrégats

neutres et ionisés

r a b' eau'' " ::1 ïï:lxiH î::iîffiiï li: i'j i,\11'
Depuis les premiers modèles décrivant I'interaction laser-matière proposés par

Hercules en 1982 [21] ou par Srinivasan en 1989 [32], des simulations par

ordinateur permettent aujourd'hui, grâce à l'évolution de I'informatique, de

modéliser de manière plus attractive les concepts généraux de

I'ablation/désorption laser t331. Cependant, pour une question de capacité

mémoire, les modèles moléculaires dynamiques sont réduits en taille,

notamment au niveau du temps d'interaction (de 10 à 500 ps) et du nombre

d'aromes engagés dans le processus de désorption (une dizaine de milliers) [34]'
Malgré tout, ces simulations offrent une assez bonne image qualitative de la

réalité.
Afin de simuler I'effet collectif de I'ablation laser et de prendre en considération

la relaxation vibrationelle des molécules excitées, Zhtgrlei et al. 133,341
proposent un modèle où chaque particule est représentée par une sphère, dont le

uolùme réagtt à I'absorption d'énergie. Ainsi, ce modèle permet de représenter

les vrais mouvements translationnels des molécules et donne une approximation

des degrés de liberté internes des particules.

l l
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Chapitre I : Le ntécanisme MALDI

La figure I.3 représente une simulation en 2D de l'évolution de la composition

du panache gazeux, libéré lors de I'interaction d'une impulsion laser de 337 nm

(r = 500 ps) avec la surface solide d'un composé organique de 100 Da [33]'

-50 o 50 100 150

Distance à Partir de
2oo 250 300

la surface (nm)

Figure I.3 : Influence de la quantité d'énergie laser déposée en surface d'un composé

organique : (a) E = 0,30 eV, (b) 0,21 , (c) 0,17 et (d) 0' 13'

La simulation montre un changement radical de la structure du nuage gazeux en

fonction de la quantité d'énergle déposée en surface. Deux régimes différents de

l'éjection de la matière peuvent être ainsi mis en évidence :

- Lorsque les molécules irradiées en surface reçoivent une quantité

d'énergie équivalente à leur éner1

605 = 3 600 K t35l) ou Proche (I

de matière est exPulsée sous for

assiste alors à un Phénomène d'é.

ablation. La Profondeur ablatée e

Mais, lorsqu'on s'éloigne de la valeur d'énergie de cohésion des

molécules (valeur plus iaible), de gros agrégats plus inégaux en surface

apParaissent (Fig. I.3u-.)'
- Si on diminue encore la quantité d'énergie déposée en surface (0'13 eV'

soit I 500 K), on arrive à un seuil, où seule I'extrême surface est perturbée

par l'imputsion laser (Fig. I.3o). La nature collective de l'éjection de la

matière ne se fait plus. Siutes-des particules isolées sont expulsées de la

surface, c'est ce que I'on appelle la vaporisation de sulface'

12-



Chaoitre I : Le mécanisme MALDI L'étape de la désorption

En 1993, des calculs théoriques [36] permirent d'estimer pour la première fois la
température, la densité et la vitesse des espèces éjectées, caractérisant
I'expansion du nuage gazetrx MALDI. Les résultats de ces calculs sont illustrés
sur la figure I.4 :

Z (micromètre)

Figure I.4 : Evolution de la température, de la densité, et de la vitesse des espèces éjectées
lors de I'interaction laser-matière, selon Vertes [36].

Lorsque le faisceau laser ()'= 266 nm, T= 10 ns et Irr = 107 Wcm2) vient
frapper la surface d'un dépôt cristallin MALDI, un microvolume gazevx,
constitué de matrice et de molécules cibles, se forme instantanément. Cela est dû
en particulier, à une température de sublimation relativement basse de la
matrice, permettant une transition de phase solide-gaz ultra-rapide. Du fait que
les molécules cibles se trouvent emprisonnées dans le réseau cristallin de la
matrice ; lors du processus de sublimation, des molécules analytes vont suivre
leurs molécules hôtes (matrice) en phase gazeuse ; on assiste alors à une co-
évaporation de la matière.
Les calculs de température indiquent une élévation assez faible de la surface
irradiée (ll0 K). Si I 'on compare ces résultats àceux estimés parHercules pour
un impact laser focalisé (3 000 à 6 000 K), on peut expliquer la présence de
molécules thermolabiles intactes dans ces conditions.
L'expansion de ce nuage gazeux dans le vide est ultra-rapide, puisque 50 ns
après I'impulsion laser, les espèces éjectées dont le barycentre en masse se situe
à 40 pm de la surface, ont une vitesse de 600 m/s, soit 2 000 km/h. Dans ce
même intervalle de temps (50 ns), leur température est passée de 400 K à 100 K,

-  13 -
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créant un véritable jet supersonique glacial . Le refroidissement rapide du nuage

gazetrx en expansiôn, eit certainement un facteur important pour la survie de

!.orr", molécules thermolabiles, lors de la volatilisation de la matière.

A présent, nous comprenons mieux I'existence d'une valeur limite (seuil)

d'irradiance laser pro.h" d" 106 Wcmt, com-unément observée lors de la

volatilisation/ionisulion d'un composé en MALDI. En particulier, il a été

démontré que le rapport signal sur bruit et la résolution augmentent, lorsque la

quanriré d'ènergie làser se rapproche de ce seuil [37]. D'après Vertes et al. [36],

l. pro.errus d'éiection coleôtif Oe la matière (ou co-évaporation) en MALDI ne

se déclencherait, que si la température de la surface irradiée par le faisceau laser,

est supérieure à la températuré de sublimation de la matrice. Ce seuil serait donc

directement tié uu* piopriétés physico-chimiques de la matrice. Toutefois, on

peut s'interroger sur la nature de cette limite. Certains auteurs pensent que ce

seuil d'énergiè correspondrait davantage.à une timite de I'efficacité du détecteur

[33], car à ie régirrrà d'irrudiance (10u-5.106 W/cm'), lu quantité de matière

volatilisée et le rendement d'ionisation sont très faibles U ,371'

Des études expérimentales réalisées sur un spectromètre de masse à temps de

vol linéaire modifié, ont permis à Beavis et Chait [38] de mesurer les vitesses

d'ions polypeptidiques intactes lors de I'expansion du panache gazevx (voir

figure I.5).

Au momenr de la volatilisation de la matière, les ions polypeptidiques adoptent

une accélération translationnelle identique, indépendamment de leur masse, qui

est en moyenne de 750 m/s. Les ions provenant de la matrice, quant à eux, ont

une vitesse plus conséquente de I 140 m/s. Cette étude démontre, que lors de

l,expansion àu nuage gàr"r ,les ions analytes possèdent des énergies cinétiques

initiàles relativement élevées, qui augmentent linéairement avec leur masse'

Ainsi, un ion d'une masse moléculaire de 6 000 Da, acquiert une énergie

cinétique supérieure à 10 eV lors de son expansion dans le plasma; ce qui pose

alors énormément de problèmes pour sa détection, notamment en FTMS (voir

Chap. III).
De plus, il est vraisemblable que |a présence d'un champ électrique servant à

l'exiraction des ions en TOF ou au piégeage en FTMS, participent indirectement

à l'augmentation de cette énergie c1nétique des ions de haut poids moléculaire'

Des études théoriques et expérimentales (TOF linéaire) effectuées sur des

molécules neutres à'acide férulique, ont décrit des vitesses bien inférieures à

celles enregistrées pour les ions provenant de I'acide sinapinique : 250 m/s

s'agissant dis n.otré, de I'acide férulique, au lieu de 1 140 m/s pour les ions de

I'acide sinapinique [36'39].
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Figure I.5 : Vitesses mesurées expérimentalement des ions de (a) l'acide sinapinique, (b)
l 'angiotensine II,  (c) l ' insuline porcine et (d) la dismutase superoxide bovine lors de
I'expansion du panache gazevx en MALDI [À= 355 nm, fluence 10-20 mJ/cm2, rapport
cible/matrice= 1/5 000, matrice: acide sinapinique, mode de déposition classique (mélange en
solution)1.

Des travaux expérimentaux datant de 1995, menés par Kaufmann et al. [40],
révèlent I'existence de deux zones d'éjection d'ions de la matrice (voir figure
I .18,  p .  35)  :

- la première est caractérisée par des vitesses avoisinant les 500 m/s ;
- la seconde enregistre des vitesses très importantes situées près de 1 500 m/s.

Comme nous le verrons par la suite, c'est dans la zone où les ions de la matrice
ont des vitesses proches de celles des molécules analytes (700 m/s)
qu' interviennent des réactions ion-molécule (transferts de charges).

Plus récemment, Juhasz et al. [41], ont démontré que la variation du délai
d'extraction des ions, sur leur temps de parcours dans un temps de vol, est une
fonction linéaire de la vitesse. Ils ont pu ainsi mesurer la vitesse initiale de
composés biologiques en fonction de la nature de la matrice. Ils se sont aperçus,
par exemple, que I'acide sinapinique et I'acide c-cyano-4-hydroxycinnamique
éjectent plus modérément les ions de I'insuline bovine que I'acide 2,5-
dihydroxybenzoiQue ou l'acide 3-hydroxypicolinique : 300 contre 550 m/s,
respectivement. Cette différence pourrait être liée directement au rendement de
la décomposition thermique de la matrice, en termes de décarboxylation ou de
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Chctpitre I : Le nÉcanisme MALDI L'étape de la désorPtion

déshydratation. Cette étude montre également, que la vitesse des ions provenant

de la marrice, est 15 à 40 7o plus élévée que celle enregistrée pour les ions de

I'insuline. Cependant, si l'on compare ces résultats à ceux publiés auparavant'

ils font appâraître des valeurs à. vitesse plus modestes' Les paramètres

expérimentaux, tels que, le type de matrice, la longueur d'onde utilisée et le

-ôd" de préparation de l'échantillon, pourraient expliquer ces valeurs

disparates.

La modélisation moléculaire dynamique donne des résultats similaires (500 à I

500 m/s), mais elle a I'avantage de permettre d'accéder à une multitude de

données qu'il est très difficile d'obtenir par I'expérience' Aingi, la figure I'6

montre qu. 1., molécules de matrice et les molécules cibles évoluent à la même

vitesse au moment de l'éjection de la matière. Malheureusement, du fait d'une

t difficilement comparables aux valeurs

ttion met en évidence I'importance de la

; effets du laser et de la position initiale

: réseau cristallin de la matrice' En effet'

les molécules de matrice et d'analyte auront des vitesses élevées si la profondeur

du faisceau laser dans le réseau ôristallin est grande, et si ces mêmes espèces

sont en extrême surface. Inversement, si le matériau (matrice+cible) absorbe peu

les photons incidents, et que les molécules cibles sont protégées par plusieurs

couches de matrice, les èspèces moléculaires éjectées se déplaceront à des

vitesses plus faibles, accompagnées par des molécules de matrice (voir figure

r.6).

o matrlce
r analyte

Figure I.6 : Distribution des vitesses axiales des molécules de matrice et des molécules cibles

en fonction de leur position initiale (z) sous la surface, et de la profondeur (l) de la pénétration

laser [34].
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Clnoitre I : Le nÉcanisnte MALDI L'étape de la désorption

Une autre caractéristique de ce panache gazevx est la distribution spatiale des
espèces éjectées. En effet, d'après ces modèles moléculaires, I'expansion du
nuage gazeux se ferait préférentiellement selon l'axe perpendiculaire à la surface
de l'échantillon (vitesse axiale). Les vitesses des molécules expulsées le long de
cet axe sont les plus élevées. Tandis que les vitesses rencontrées selon I'axe
radial (parallèle à .iface) sont indépendantes de la position initiale des
molécules, et sont nettement inférieures, voire quasi nulles, en ce qui concerne
les molécules d'analyte 1341.

En conclusion, la formation du nuage gazeux observé en MALDI, dépend
fortement de la quantité d'énergie déposée en surface, ainsi que de la profondeur
de la pénétration du faisceau laser dans le réseau de la matrice.

Plusieurs équipes ont mis en évidence I'existence d'une valeur limite (seuil) de
I'irradiance laser, au-dessous de laquelle, il n'est plus possible d'observer la
désorption/ionisation de composé. Cette limite se trouve dans une plage étroite,
allant de 106 à 5.106 Wcm2, et semblerait être liée à la température de
sublimation de la matrice. Au-dessus de cette valeur, I'intensité du signal
augmente avec la puissance de 4 à 6 de l'énergie laser 142).L'existence de cette
valeur démontrerait la nature collective du processus de désorption. Un nombre
minimum de molécules doit être requis pour assurer cette étape.

Des mesures de la distribution de vitesses initiales des ions issus de la matrice,
et du composé étudié, ont montré que ceux-ci peuvent être distribués avec une
énergie cinétique initiale élevée. Les vitesses initiales moyennes sont de I'ordre
de : 700 m/s pour le composé analysé quelle que soit sa masse, et de : 500 à I
500 m/s pour la matrice. Il semble cependant, qu'un nombre important de
molécules de matrice adoptent des vitesses similaires à celles des molécules
analyte 140,431. Mais, il faut être très prudent quant au profil de la distribution
de ces vitesses. Il peut en effet, soit subir des perturbations par I'existence de
collisions intermoléculaires, ou bien encore par une absorption photonique
secondaire de molécules neutres, majoritairement présentes dans ce nuage
gazeux 1441.

La distribution spatiale initiale des ions éjectés par MALDI est aussi une
caractéristique du processus de désorption. La matière éjectée est propulsée à Ia
normale de la surface et refroidie très rapidement (- 180 "C en 50 ns), elle est
relativement asymétrique.
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Chctpitre I : Le ntécanisme MALDI

11.1.2. Nature du Processus

L'étape de la désorPtion

Le résultat de I'absorption de l'énergie laser consiste en I'excitation électronique

et vibrationnelle du matériau.

Avec des photons ultraviolets, les électrons des plus hautes orbitales occupées

sont propujsés dans des orbitales vacantes (d'énergie plus élevée) (voir figure

I.7). Ils peuvent alors perdre tout ou une partie de leur énergie d'excitation par

couplage avec le réseau constitué de molécules de matrice et d'analyte

environnantes, suivant des schémas de désactivations radiatives ou non

radiatives. L'énergie est alors transformée en énergie vibrationnelle etlou

rotationnelle, qui uug-.nt. localement la température du matériau'

Les photons infraroug., des lasers coz (10,6 pm) ou Nd-YAG (1,06 pm)

n,.*Ëit.nt que des viùadons du réseau d'atomes constituant le matériau, sans

susciter des transitions électroniques. La figure I'7 montre comment il faut

gravir l'échelle des niveaux vibrationnels pour pouvoir casser une liaison

Jnirniqu.. Une telle réaction nécessite I'absorption de nombreux photons'

Précisément avec un laser COz (photons de 0,12 eV) la cassure d'une liaison

c-c (3,5 eV) nécessite I'absorption d'une trentaine de photons.

laser LfV-monoPhotonique

laser IR-multi-Photonique

distance int€mudéaire

Figure I.7 : Modèle de surface d'énergie d'une liaison covalente en fonction de Ia distance

internucléaire. un photon uv de a-6 ei est suffisamment énergétique pour casser une liaison'

La cassure par irradiation IR nécessite I'absorption de nombreux photons (0'12 eV pour le

laser COu ). ÈE dénot. la présence d'états électroniquement excités'

-  l 8  -



Clnpitre I : Le ntécanisnte MALDI L'étape de la désorption

La grande différence entre les excitations UV et IR provient donc de la nature du

stoCkage de l'énergie d'excitation : électronique et thermique pour I'UV,

thermique uniquement pour I'IR.

Une étude comparative des spectres MALDI de protéines [45], effectuée sous

irradiation laser UV (355 nm), puis IR (2,94 pm) (voir figure I.8) ne montre pas

de différences significatives. Toutefois, si I'on regarde plus attentivement les

spectres IR, on constate alors, une absence d'adduits de photoproduits, et une

photofragmentation légèrement moins importante que celle observée en UV.

i  ct.

MALDI.IR
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Figure I.8 : Spectres IR er UV-MALDI d'un mélange de cytochrome c (C) et d'ubiquitine

11_l) Ounr I'aiide sinapinique. * désigne des adduits photochimiques sur les protéines [45].

Au vu de ces résultats, il apparaît raisonnable de penser que le mécanisme de la

désorption, impliquant la formation d'espèces sous forme gazeuse ou de jet

superioniq.r", èrt identique dans les deux modes d'excitation. Mais, il s'avère

que cette expérience ne perrnet pas réellement de différencier les phénomènes

photothermiques (caractéristiques de I'excitation IR) des phénomènes

photochimiqùes (plus importants lors d'une irradiation UV).D'après Van Vaeck
-et 

al. [20], lors d'une excitation UV à faible irradiance, I'effet thermique

prédomine. Il est donc indispensable d'identifier la contribution respective des

.ff.tr thermiques et photochimiques lors d'une irradiation laser UV ou IR.
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Chapitre I : Le ntécanisnrc MALDI L'étape de la désorPtion

Ehring et al. 146l ont proposé une solution simple pour déterminer la

contrùution respective dé ces deux phénomènes lors de l'éjection d'ions

biomoléculaires en MALDI. Un support constitué d'un opercule en quartz

transparent aux UV, sur lequel on a dispersé une très fine couche d'or (2 000 A)'

est piacé de telle manière à recevoir une inadiation laser UV sur chacune de ses

faces. Seule la face comportant la couche d'or est recouverte d'un dépôt MALDI

classique. De ce fait, sur cette face les molécules cibles sont directement

"^por!., 
à I'irradiation photonique. Tandis que sur I'autre face (irradiation en

-ô4" ffansmission), les molécules analytes sont protégées par la fine couche

d'or, absorbant à la longueur du laser incident (355 nm). Dans ce cas' seuls les

effets thermiques du laser pourraient expliquer la volatilisation de la matière.

Ce procédé expérimenral revèle que, seule I'irradiation laser en mode réflexion,

.'"ri-à-dire lorsque les molécules sont directement en contact avec les photons,

induit I'apparition de la gramicidine S sous sa forme protonée (voir figure I.9)'

Figure ,.n, ,o;;:Ïï.:" de la gramicidine s,errectués selon deux géométries : (a)

déîorption en Àode réflexion en présence de 2,5-DHB', 1b; désorption en mode transmission

.n prË..n.e de 2,5-DHB, et (c) désorption en mode réflexion sans matrice : au milieu à droite'

f igure le schénta expérimental [46] '

Lors d'une impulsion laser UV en mode transmission, nous n'observons pas

l,ion protoné de la gramicidine, mais des adduits de cations ([M+Na]* et

[Vt+rc]), laissant ainsi présager une préformation de ce type d'ions à la surface'

f,
.{.)
.=

€.)

roAA.,

t 2.5-DHB : Acide 2,5-dihydroxybenzoÏque
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Chapitre I : Le nÉcanisme MALDI L'étape de la désorption

L'expérience réalisée sans matrice (LDI)' en mode réflexion, provoque

également I'apparition d'ions pseudo-moléculaires cationisés.

Ces résultats indiquent donc, que les réactions photochimiques induites par

laser, telles que les réactions de transfert de charges entre des molécules de

matrice excitées électroniquement et I'analyte, jouent un rôle majeur dans les

processus MALDI. La protonation de la gramicidine S, uniquement observée en

MALDI, ferait appel à des processus différents de ceux qui gouvernent la

cationisation. Nous en débattrons ultérieurement lors de la présentation de

l' étape de I' ionisation.

Ces mêmes études ont été également menées uniquement sur la fine couche

d'or. Les résultats montrent dans ce cas, que des ions protonés de la gramicidine

S sont détectés dans les deux modes d'excitation (réflexion et transmission).

Cela implique, qu'un processus mécanique, de type onde de choc peut aussi être

évoqué au cours du mécanisme de la désorption. En effet, lors de I'irradiation en

mode transmission, il est possible que la présence de I'opercule en quartz

amortisse les effets mécaniques engendrés par le laser. Il est cependant,

regrettable que ces études n'aient été menées que sous iradiation UV.

Pratiquement à la même époque, Hillenkamp et al. l47l démontraient que des

expériences MALDI, sous inadiation en mode transmission, étaient

imàginables. La première démonstration de ce genre remonte aux années 90.

Vertes et al. t48] à cette époque, avaient mis en évidence la désorption laser

assistée par matrice de petits peptides, en utilisant un LAMMA' 500

fonctionnant en mode transmission. Mais ici, l'innovation a été d'utiliser des

fibres optiques aisément amovibles permettant une irradiation laser UV, soit par

I'avant, ou par I'arrière du porte-échantillon.

Ainsi, les travaux d'Hillenkamp et al. montrent non seulement, la similitude des

empreintes MALDI effectuées en mode réflexion et transmission (voir figure

I.l0), mais aussi que dans certaines conditions, le mode d'irradiation en

transmission possède I'avantage d'induire de faibles vitesses de translation des

molécules éjectées, et par conséquent, les énergies cinétiques initiales des

molécules expulsées dans le vide sont relativement peu élevées. Cela revêt une

importance considérable en FTMS, car le piégeage et la détection de molécules

ionisées, dépendent directement de leurs énergies cinétiques de départ (voir

Chap. III). Là encore, il convient de souligner que des investigations en IR n'ont

pas encore été réalisées.

'  LDI : Laser Desorption Ionization
' LAMMA : Laser Microprobe Mass Analyser
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Jt lz

Figure I.10 : Spectres MALDI-TOF de I'angiotensine Ià331 nm en présence de 2,5-DHB ^
(a) irradiation en mode transmission (450 Jlmz:,, (b) irradiation en mode réflexion (265 Jlm2),

un seul t ir  laser [47].

Cependant un autre groupe, toujours de I'Université de Mtinich, a comparé des

profils d'impacts laser UV et IR, obtenus sur des films de matrices à pression

àtmosphérique et sous vide l49l.A pression atmosphérique, la quantité de

produit recondensé en surface est plus importante que sous vide. Sinon, les

profils sont semblables quelles que soient les conditions de vide. Une plus faible

absorption de la matrice 2,5-DHB aux infrarouges, comparée à celle enregistrée

,ou, ÙV, induit une profondeur de pénétration du faisceau laser IR plus grande

dans le solide, et par conséquent, une quantité de produit ablaté plus élevée. Si

I'on compare l'aspect de la zone irradiée de la 2,5-DHB sous UV (voir figure

I.l 1,) à celle obtenue en IR, il faut un nombre plus conséquent de tirs laser pour

voir par microscopie électronique des structures coniques (10 000 tirs à une

f-luence de 75 Jlcmz). Tandis qu'un seul tir laser IR, fait déjà apparaître des

effets mécaniques au fond du cratère (voir figure I.1 1b).

Figure I.1l : Images de la surface de (a) 2,5-DHB sous l0 000 irradiations laser UV (À =337

nm, fluence de 75 J/cm2; et de (b) 2,5-DHB sous 1 seul tir laser IR (7u=2,94 pm, fluence 700

J/cm2; à pression atmosphérique, échelle I cm : 50 pm [49].
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Chrtpitre I : Le mécanisme MALDI L'étape de la désorPtion

Finalement, d'après ces expériences, trois principaux modèles peuvent partlclper

au mécanisme de désorPtion :

- Le modèle photothermique : l'énergie d'excitation vibrationnelle et

èlectroniqu" d"r molécules de la matrice, provenant de I'absorption de

photons, se convertit rapidement en énergie thermique. Cette énergie est

utilisée pour rompre la ôohésion du solide et produire la sublimation. Ce

mécanisme a pour origine, le modèle de désorption thermique proposé pour

la désorption laser (sans matrice). Certains auteurs ont souligné les

limitations de ce modèle, car il est impuissant à rendre compte de bon

nombre d'expériences [50-52].

Le modèle photomécanique : il se caractérise par une ablation brutale de

diffé*"t"s espèces provenant de zones voisines n'ayant pas subi

directement I'impact laser. Ce phénomène se produit en un temps très

court, génère une onde de choc qui parcourt le solide, et éjecte de la

matière- particulaire sur le pourtour du point d'impact. Ces particules

n'étant ptut couplées au réseau, elles ne sont pas affectées par

I'augmentation de température. Il est bien connu en thermodynamique que

les fhases condensées ne peuvent être chauffées que jusqu'à un point où la

nucléation en vapeur homogène devient dominante par rapport à la

nucléation hétérogène (évaporation) et où la phase dans son ensemble est

transformée soudainement en vapeur t53]. Une estimation brute de cette

température est 0,9 Tc, où Tc est la température critique du matériau

.o.,ridéré. Ce phénomène appelé "explosion de phase' ou 
'décomposition

spinodale" a été notamment mentionné pour expliquer I'ionisation par FAB'

1541. Des simulations moléculaires dynamiques ont montré que ce

proô"rr.r, est théoriquement possible lors de la désorption laser t55l' En IR,

ce type de mécanisme semble prédominer.

Le modèle ue : le rayonnement laser permet de rompre les

liaisons faibles inter et intramoléculaires, ce qui conduit à la formation d'un

plasma très compressé, dont la densité est proche de la phase condensée'

qui se relaxe. Cette approche consiste à considérer le fait que les photons

uv peuvent exciter les complexes (adsorbant)-(molécule adsorbée) vers

des états antiliants t561. Un des mécanismes possibles de relaxation est

alors le départ du composé adsorbé. Cette approche a été appliquée avec

succès dans le cadre du décapage de polymères organiques par des

irradiations UV [57]. D'après ce modè|e, il est en effet possible d'expliquer

I'ablation de polymères sans fusion ni effet thermique d'aucune sorte' Dans

le volume irradié, les unités monomères sont supposées excitées

'  FAB : Fast Atom Bombardment
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Chupitre I : Le ntécanisnte MALDI L'étape de la désorption

instantanément vers un état antiliant et quitter le solide dans un ensemble

cohérent (impulsion par impulsion). En tigure I.12, le comportement du

système, suite à une excitation électronique, est décrit schématiquement. Si

l'état antiliant est atteint, la molécule adsorbée A subira un champ répulsif

et s'éloignera de la surface M avec une énergie cinétique égale à (E*-Eu), où

E* et Eu sont respectivement les énergies d'excitation et d'adsorption. Si la

surface d'énergie potentielle de I'état excité antiliant comporte une

intersection avec la surface équipotentielle d'un état liant, des interactions

croisées peuvent se produire et le départ du composé adsorbé peut être

retardé (voir figure l.l2).

Figure l.l2 z Représentation schématique de la désoqption induite par transition

éleitronique lors de I'impact laser. Le composé A adsorbé sur une surface métallique M

peut être excité vers un état répulsif. La relaxation vers l'état désorbé M+A peut être

ôbservée. Il peut néanmoins exister des configurations d'interactions entre des

hypersurfaces du système M.+A qui retardent ou empêchent la désorption. Des niveaux

.iôitet supérieurs ou des processus à deux photons peuvent procurer assez d'énergie

pour la désorption directe d' ions (M-+A*). D'après [56].

La désorption d'ions peut être obsewée, dans le cas de I'excitation à des

niveaux électroniques d'énergie encore supérieure, généralement atteints

par des processus multi-photoniques. La particularité de ce modèle, qui ne

iait pas intervenir d'effet thermique, est qu'il rend compte de la conversion

de l;énergie électronique en énergie cinétique pour permettre le départ des

composés adsorbés. En fait, la plus grande partie de l'énergie est

transformée au niveau du réseau par des interactions excitons/phonons. Des

calculs de simulation en dynamique moléculaire confirment la faisabilité de

ce mécanisme lors de I'interaction laser-matière [57].
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Chupitre I : Le mécanisme MALDI

I I . 1 .3 . Sublimation/fragmentation

-E, (dés)

Kaer" RT

L'étape de la désorption

La ltbération de produits thermolabiles intacts à partir d'un solide n'est pas

entièrement incompatible avec les hautes températures atteintes par le suppott

lors de I'irradiation. En premier lieu, le profil spatial et temporel du laser

engendre la création de points chauds et d'autres qui le sont moins. Mais c'est

surtout le processus de chauffage extrêmement rapide qui favorise l'éjection de

molécules intactes. Dire qu'un produit est thermolabile signifie que l'énergie

d'activation du processus de désorption est supérieure à celle du processus de

fragmentation : Eu(dés) > Eu(frag). Cependant la désorption peut être favorisée

cinétiquement par rapport à la fragmentation à haute température. S'il existe une

température à partir de laquelle :

_Eo lfrag)

> Kfrugo RT

svec Ç5. et K6o*, les constantes de vitesse

alors la désorption de molécules intactes est favorisée à condition que cette

température soit atteinte suffisamment rapidement.

En réalité, des simulations dynamiques ainsi que des études théorique [25,58],
montrent qu'il est possible de garder intacte des molécules cibles lors de la

phase de désorption, si la vitesse de sublimation de la matrice est supérieure à

celle du transfert d'énergie entre la matrice et la molécule cible. Ainsi, pour

augmenter la vitesse de volatilisation, il convient d'utiliser des matrices à faible

température de sublimation, et d'opérer à des impulsions laser assez courtes (t <

nunôr..onde) pour promouvoir la volatilisation à la place de la dégradation.

Quant à la vitesse du transfert d'énergie, elle peut être réduite, en diminuant les

concentrations des molécules cibles jusqu'aux limites de détection de I'appareil,

et en utilisant si possible des molécules cibles, dont les différents modes de

vibration interne ne coffespondent pas à ceux de la matrice. Le transfert

d'énergie entre la matrice et les molécules cibles se ferait par I'intermédiaire de

liaisons hydrogène qui se formeraient lors de I'incorporation de l'analyte dans le

réseau cristallin de la matrice [58]. Des mesures en cristallographie ont pu

mettre en évidence de tels types de liaisons entre la matrice et des protéines t591.
Au regard des simulations dynamiques, ces liaisons se rompent

approximativement 3 ps après l'impulsion laser [58].

Une raison possible du manque de dégraclation des molécules cibles en MALDI,

est la présence lors du transfert d'énergie entre la matrice et les molécules cibles,

d'un 
'goulet 

d'étranglement dû à une mauvaise correspondance des fréquences

enrre les vibrations à I'intérieur du réseau cristallin de la matrice (hôte) et les

vibrations intramoléculaires des molécules invitées [60].
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En définitif, quel que soit le mode d'excitation laser IJV ou IR, la quantité

d'énergie déposée en surface de l'échantillon, est concentrée dans les modes

vibrationnels de la matrice en quelques ps [61]. Deux processus concomitants

rentrent alors en jeu au moment de la distribution de cette énergie : (a) un

transfert d'énergie de la matrice vers les molécules cibles, et (b) une désorption

induite par sublimation. Ce sont les conditions expérimentales qui favoriseront

I'un ou I'autre de ces deux processus.

Afin de nous rendre compte de I'existence de ces deux mécanismes, quatre

situations expérimentales différentes ont été simulées (voir figure I. l3).

1  000

1  000

' c00

500

Figure I. l3 : Evolution de l 'énergie de Ia matrice (H), du réseau cristal l in (L) '  des

biomolécules (G) et des biomolécules dégradées thermiquement (B). (a) dans des condit ions

MALDI typiques, (b) concentration en biomolécules plus élevée, (c) température de

sublimation de la matrice plus élevée et (cl1 temps d' interaction laser plus long, d'après [60].

Les conditions expérimentales (b, c et d) présentées ci-dessus, ont pour

conséquence de privilégier le transfert d'énergie de la matrice vers les molécules

cibles par rapport à la désorption. Les molécules cibles subissant une élévation

en température importante, se dégradent plus facilement.
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En conclusion, la conservation de I'intégrité des molécules cibles sous le flux

laser en MALDI, ne peut s'expliquer que si la désorption par sublimation est

favorisée aux dépens du transfert d'énergie entre la matrice et I'analyte. De ce

fait, le choix de certains paramètres expérimentaux, tels que : la matrice, le

mode de dépôt, ainsi que la valeur de I'irradiance laser, revêt une importance

capitale dans le résultat final du spectre MALDI. Nous développerons, plus

amplement I'influence de ces paramètres expérimentaux en troisième partie de

ce chapitre.

11.2. L' étape d'ionisation

L'origine des ions lors de I'interaction laser-matière est sujet à un débat continu

ou ,"in de la communauté scientifique. D'après les expériences réalisées en

post-ionisation, il est clair que le degré d'ionisation dans le panache gazevx,

iormé suite à I'impact laser est très faible 1621. D'autre part, les calculs de

température montrent I'impossibilité d'une ionisation purement thermique, caf

les iempératures requises conduiraient à la fragmentation des ions de composés

organiques [56]. L'expérience montre qu'en MALDI, la protonation et la

caiionisation sont les principales sources d'ions [63]. On s'aperçoit notamment

que les protéines et les peptides, s'ionisent presque exclusivement par transfert

de protons ; alors que pour d'autres classes de composés, tels que les polymères

tynihétiques ou les hydrates de carbone, le processus d'ionisation dominant est

la fixation de cations alcalins (Li*, Na*, Ki ou de métaux de transition (Ni2*,

Cot*) 164,651. Au vu des résultats des études menées sur le mécanisme de la

désorption laser, ces processus d'ionisation peuvent être considérés en termes de

volatilisation d'ions préformés etlou de formation d'ions en phase gazeuse.

L'étape d'ionisation, apparaît donc bien plus complexe qu'elle ne le laissait

présager. C'est pourquoi, nous débuterons par un rappel des principes de

i'ioniiation laser des molécules organiques en phase gazeuse. Ensuite, nous

tenterons de localiser le siège de I' ionisation en '\l.r ' l-Di. -,, çil essayant de

comprendre la formation d'ions de molécules cibles ; et enfin, nous présenterons

,u..in.t.ment les différents mécanismes d'ionisation avancés dans la littérature.

II.2.l. L,ionisation laser des molécules organiques en phase gazeuse
(Muller t3 I l)

Les processus de I'ionisation laser des molécules organiques en phase gazeuse

ont 3té ffès largement étudiés et ont fait I'objet de très nombreux travaux, dont

l'essentiel est reporté dans la monographie éditée par Letokhov [66]'
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Chctpitre I : Le nÉcanisme MALDI L'étape de I'ionisation

Lorsque I'intensité laser est inférieure à 107 Wcmt, I'absorption des photons

laser suit la loi de Beer-Lambert, et les mécanismes de I'ionisation sont

gouvemés par la nature, les niveaux d'énergie et la durée de vie des états

éle.troniquôs mis en jeu, et par conséquent, par les sections efficaces des

transitions d'absorption ou d'émission ainsi que celles des autres processus de

relaxation.

Si I'irradiance laser est supérieure à 107 Wcm2, les premiers photons de

I'impulsion sont absorbés par les gaz qui se transforment très rapidement en un

plasma plus ou moins dense, réabsorbant les derniers photons de I'impulsion

iur".. Ceci induit en général une fragmentation prononcée des molécules.

1L2.1.1. L'ionisation r,ésonante ù deux ou trois photons

Un premier laser de longueur d'onde donnée Àr (dans I'exemple choisi, hvr -

a,66 eV) induit la transition entre I'état fondamental de la molécule étudiée et

I'un de ses états excités (par exemple Sr.), dont la durée de vie est relativement

élevée (r = l0-8s). A partir de ce niveau excité plusieurs processus sont en

compétition (voir figure I.14) :

- La réabsorption d'un deuxième photon laser (dans I'exemple choisi,

hv2 = 4,9 eV) permet I'ionisation de la molécule. Il est nécessaire que

la somme des quanta d'énergie des deux lasers soit supérieure au

potentiel d'ionisation adiabatique de la molécule, en génêtal mesuré

par spectroscopie photoélectronique UPS.

hv1 +hvz>Ip

La fluorescence (fluo) (sr"r So) de la molécule dont le rendement

quantique peut être mesuré par des études photophysiques'

L'interconversion spin-spin (isp) (S,.' T1-) qui conduit à un état

triplet excité T'* ptus stable, celui-ci pouvant éventuellement

réabsorber un troisième photon dont le quantum d'énergie hvz' doit

être plus élevé afin que l'état ionisé de la molécule puisse être atteint.

hv1  +hv2  > Ip

-28-



Cfutpitre I : Le mécanisnre MALDI L'étape de I'ionisation

roo ( |  ( to9 w/cm2

Biphotonique

Figure I.14 : Schéma d' ionisation résonante d'une molécule M t3l l .

Il apparaît clairement que la durée de vie de l'état excité S1*, et de ce fait, la

ptoùuUitité de réabsorption d'un deuxième photon, dépend en partie de la valeur

des deux constantes de vitesSe kflue 9t k;5p.

Ainsi, il est possible d'obtenir sélectivement le pic moléculaire M+' d'une

molécule put Jn processus à deux photons. Dans les conditions de la figure I.14,

I'ionisation ne procure pas d'excès d'énergie par rapport au complexe activé de

l'état ionique vers sa dissociation unimoléculaire. De ce fait, les constantes de

vitesse unimoléculaire ont des valeurs faibles, et par conséquent le taux de

fragmentation est très réduit, voire inexistant. Par contre, si l'excès d'énergie

photonique cumulé est trop important, celui-ci se répartit dans tous les modes de

vibration de la molécule induisant alors de multiples fragmentations.

En général, deux modes d'ionisation biphotoniques (voire monophotoniques)

sont accessibles à I'aide de deux lasers UV dont I'un est accordable en

fréquence :
- à basse intensité, la sélectivité est maximale mais les rendements

d'ionisation sont assez faibles ;
- à plus haute intensité, le rendement d'ionisation peut être égal à I00 Vo,

mais la sélectivité est beaucoup plus faible. Ceci est dû en partie à une
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Chapitre I : Le mécattisme MALDI L'étape de I'ionisation

trop grande dispersion de l'énergie interne des ions (apparition de

fragments).

Cependant, dans de nombreux cas, ce type de mécanisme peut être obtenu avec

un seul laser, les deux photons mis en jeu ayant bien évidemment le même

quantum d'énergie.

I 1.2. 1.2. L'ionisation multi-photonique

Dans de tels cas, la longueur d'onde du laser peut être beaucoup plus élevée ce

qui correspond aux lasers IR comme le laser Nd-YAG (1 064 nm), ou le laser à

gaz CO21iO,O pm, soit une énergie hv1'= 0,11 eV).

ôhuqu" photon de I'impulsion laser promeut la molécule dans une succession

d'états eicités virtuels de très courte durée de vie. Les sections efficaces des

transitions coïrespondantes sont par ailleurs extrêmement faibles (o = 10-34

cm2).Ceci explique que l'étationique de la molécule ne pourra être atteint que si

I'on dispor" â'on. tÈs grande densité de photons par unité de surface, c'est-à-

dire une grande intensité laser (I > 10e wcm') (voir figure I.15).

Figure I.l5 : Schéma d'ionisation d'une molécule M par un processus multi-photonique via

des états excités virtuels avec un laser émettant dans I'infrarouge [31]'

| ) tolo wcm2
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Or, les expériences MALDI-IR sont les plus souvent menées à des irradiances
laser proChes de 107 Wcm2 1451, qui paraissent donc insuffisantes pour
photoioniser les molécules de matrice (par exemple I'acide succinique). Ce qui

veut dire que le processus n'implique pas nécessairement une ionisation directe

de la matrice comme étape intermédiaire.

De ce fait, il est raisonnable de penser que la technique MALDI doit mettre en
jeu un mécanisme complexe dont les principales étapes sont les suivantes :

- I'absorption des photons par la matrice est linéaire (loi de Beer-Lambert)
puisquâ I'intensitè est inférieure à 107 Wcm2 ;

- l'énergie photonique ainsi absorbée se relaxe sous forme rotation-
vibrationnelle, ce qui induit la rupture des liaisons hydrogène
intermoléculaires et la libération de protons ou de cations (Na*, K*) ;

- la phase gazeuse sus-jacente (effet d'écran) réabsorbe une partie des
photons de I'impulsion laser.

La pression initiale au niveau de I'impact étant très élevée, le taux de collision

favorise les réactions ion-molécule, qui se traduisent par la formation de [M+H]*
ou de [M+K]*, si le potassium est présent.

Si l'intensité du faisceau laser au point d'impact est trop faible, I'absorption par

la matrice se fait toujours, mais la vitesse d'ablation ne sera pas suffisante pour

une éjection efficace de la matrice afin de créer un jet supersonique. Si au

contraire, I'intensité est trop élevée,la température du nuage gazeux augmente
très vite et évolue vers I'ignition d'un microplasma ce qui provoque de

nombreuses fragmentations et la formation d'agrégats neutres et ionisés.

11.2.2. Siège de l'ionisution MALDI

C'est à I'heure actuelle, un sujet qui préoccupe beaucoup les scientifiques. Si

l'étape de la désorption laser est à peu près bien comprise, celle de I'ionisation

comporte beaucoup de zones d'ombre. Est-ce que I'ionisation de I'analyte

s'effèctue en phase condensée (proche de la surface) ou en phase gazeuse ? Par

quel mécanisme l'analyte arrive-t-il à son état ionisé ? Afin de répondre à ces

questions, il convient de présenter les différentes hypothèses avancées en

littérature.

D'après Hercules et al. en 1982 l2ll, la vaporisation/ionisation d'un matériau

comprend quatre types de mécanismes correspondant chacun à une zone

géographique de la surface (voir figure L16) :
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Chapitre I : Le mécanisme MALDI L'étape de I'ionisation

f'aisceau laser incident

ré ionisat ion drrecte
de la phase gazeuse

(c t f e t  d ' éc ran )

Figure I.16 : Les différentes zones géographiques d'un plasma ou nuage gazeux
induit par une irradiation laser sur un matériau.

. La zone I où se produit I'impact laser, est caractérisée par une ionisation
directe du matériau solide, surtout à haute irradiance (>10' Wcm'). Dans ces
conditions, seuls des ions atomiques et quelques fragments moléculaires peuvent
être émis (en ce qui concerne les espèces chargées).

. La zone 2, voisine de la région 1, est le siège d'une ionisation secondaire. EIle
est caractérisée par un fort gradient thermique dû à I'onde de choc issue de
I'impact laser. Les ions de haut poids moléculaire ainsi que les molécules
neutres sont émis dans cette zone. D'autre part, un certain nombre d'ions pré-
arrangés en surface seraient également éjectés dans cette zone. Nous sommes
dans une zone se rapprochant d'une phase condensée.

. La zone 3, correspond à la phase gazeuse où se déroule la plupart des
réactions ion-molécule responsables de la formation des ions
pseudomoléculaires et des clusters (dans le cas où les molécules sont présentes
en surface).

. La zone 4, représente l'espace de libération des ions dans le vide du
spectromètre de masse.

En retardant le délai d'extraction d'ions produits par une impulsion laser sur un
mélange z,s-DHBlgramicidine S (conditions MALDI-TOF), Wang et al. 167l
ont démontré que I'abondance des ions quasi-moléculaires protonés [M+H]* de
la gramicidine S, est augmentée au minimum d'un facteur deux par rapport à
une extraction sans retard. En fait, sur un spectromètre de masse à temps de vol,
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I'expérimentateur peut à souhait différer I'extraction des ions, produits à I'issue
de la désorption, permettant ainsi d'établir un temps d'interaction entre les
différentes espèces évoluant dans le panache gazeux. Il s'avère qu'au cours de
cette étude, un délai d'extraction optimal de 200 à 400 ns après le tir laser,
permet d'obtenir des conditions idéales pour induire des réactions ion-molécule.

Par conséquent, il est logique de penser que les ions quasi-moléculaires de la
gramicidine [M+H]*, sont produits par réactions en phase gazeuse, entre des
ions de la matrice et des molécules neutres d'analyte désorbées lors de
I'interaction laser-matière. Nous rappelons que le rapport entre les molécules
neutres et les molécules ionisées éjectées aété estimé à 10*. Si nous considérons
que les molécules neutres d'un peptide quelconque, ont une vitesse initiale de
I'ordre de 500 mis [39], la présence d'ions moléculaires protonés ayant subi un
retard lors de la phase d'extraction de 300 ns, indique que les réactions ion-
molécule se produisent dans une région se situant au-delà de 150 pm de la
surface irradiée. Ces résultats suggèrent que les agents protonants photoionisés

de la matrice 2,5-DHB (mH*', [mH+H]*, [mH+2H]* )r, rentrent en collision avec
des molécules neutres d'analyte et initient I'ionisation de ces dernières par
échange de protons, comme pour I'ionisation chimique. Il est bien connu qu'un
hydrogène labile n'est pas requis pour la formation d'ion réactif en ionisation
chimique. Des hydrocarbures saturés ainsi que le benzène peuvent promouvoir

une protonation [68,69]. D'après Wang et al. 1671, LI semble que I'ion mH'' de la
matrice soit I'ion précurseur de ces réactions ion-molécule. Selon les données
avancées par Wang et al., la protonation des molécules cibles s'effectuerait une
centaine de nanosecondes après la fin de I'impulsion laser, correspondant à une
zone se situant à une centaine de pm au-dessus de la surface.

Au cours de cette expérience, cette même équipe a remarqué que la protonation
de la gramicidine S avait uniquement lieu à la périphérie du porte-échantillon,

contrairement à la cationisation ([M+Na]*) qui prévalait surtout au centre du
dépôt cristallin 2,5-DHB/gramicidine. Cette tendance à s'ioniser différemment
selon la zone géographique du porte-échantillon, s'explique par le fait, que la
matrice ne semble pas incorporer dans son réseau cristallin des agents étrangers,
tels que les cations alcalins [70]. Ils sont alors concentrés dans une zone, ici au
centre du porte-échantillon, et pourront être facilement ionisés (potentiel
d'ionisation bas), avant d'entrer en collision avec des molécules organiques
neutres, assurant ainsi leur cationisation.

Afin de démontrer la possibilité d'une réaction cation-molécule cible en phase
gazeuse, un premier laser ()u - 248 nm, T = 15 ns) va produire un nuage de

I Dans la l ittérature, i l  existe différentes façons de représenter la matrice. Pour notre part, nous avons choisi la

synbolique mH, indiquant la présence d'un proton labile sur la matrice MALDI
a a
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Chaoitre I : Le ntécattisnte MALDI L'étape de I'ionisation

cations Na* par irradiation d'un échantillon d'iodure de sodium (NaI), puis après

un délai de 100 ns, un deuxième laser (7u= 248 nm, 1- 20 ns) va irradier un

dépôt classique MALDI constitué d'un mélange de z,s-DHBlgramicidine S. Un

délai de 200 ns est appliqué durant la phase d'extraction des ions afin

d'augmenter les probabilités de réactions entre Na* et les molécules du peptide
(voir figure LI7).

1  0 0 0  1  5 0 0

C U U 5 0 0  1 0 0 0  1 5 0 0
mlz

Figure I.17 : Spectres de masse MALDI-TOF de la gramicidine S : (a) spectre classique

réalisé avec un seul faisceau laser (248 nm) sur un mélange gramicidine S/2,5-DHB (l:300)'

(b) spectre obtenu lorsque la désorption laser de la gramicidine S est précédée de 100 ns d'un

nuage de Na*, d'après [67].

L'augmentation de I' intensité du pic [M+Na]* (figure I.176) signifie qu'il y a

bien eu réaction en phase gazeuse entre les cations libérés, lors de la première

impulsion laser, et les molécules de la gramicidine désorbées, lors du deuxième

tir laser. Il est à noter tout de même, que ces réactions cation-molécule

provoquées artificiellement, induisent l'élargissement du pic [M+Na]' dû

certainement à une trop grande dispersion des cations alcalins, au sein du nuage

gazeux, avant de réagir avec les molécules peptidiques.

En 1995, Kaufmann et al. ont pu retranscrire sous forme d'images, la densité

ionique des espèces libérées au moment de la désorption laser assistée par

matrice [40].
Les figures I.186.6.ç représentent les différentes distributions spatiales des cations

alcalins. des ions de la matrice 2,5-DHB déshydratée [mH-H2O+H]*, ainsi que

2 0 0  5 0 0
mlz
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Clurpitre I : Le mécanisnte MALDI L'étape de I'ionisation

Ies ions de la substance P, libérés 1 ps après une impulsion laser (1, = 337 nm,

r, - 3 ns) sur un dépôt cristallin, constitué de 2,5-DHB/substance P en proportion

I25:L La figure I.186 modélise quant à elle, la distribution des ions de la matrice

déshydratée en ['absence de toute molécule cible (substance P).

ions a lcal ins (a)

(b)

- z  -  |

ions substance P (c)

-1 0
largeur (mm)

Figure I.18 : Représentations de la densité des ions libérés I ps après I'impulsion laser sur un

AepOt cristallin de 2,5-DHB/Substance P : (a) les ions alcalins, (b) les ions de la matrice 2,5-

DHB déshydratée, (c) les ions de Ia substance P et (d) les ions de la matrice 2,5-DHB

déshydratée seule, en I 'absence de molécules cibles, d'après [40].

Lorsque seule la matrice est irradiée (conditions LDI), la distribution des ions

[mH-HzO+H]* fait apparaître deux zones bien distinctes (Fig. I.180) :

ions 2,5 DHB (d

- 1  0 1
largeur (mm)

1 mm), où les ions sont
par une vitesse que I'on

- une zone (A) au-dessus de la surface (de 0,5 à
regroupés en un paquet très compact, caractérisé
qualifiera de lente : 500 m/s (0,5 mm/t'ts) ;

- une deuxième zone (B), plus lointaine dans I'espace (>

surface), caractérisée par un ensemble d'ions plus espacés,
vitesses de I 500 m/s.

^ , l

g
L

a2

9 1

e ' l

a z

I

1,5 mm de la
évoluant à des
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A présent, si nous comparons la distribution des ions déshydratés de la 2,5-DHB

à celle observée en présence de la substance P (conditions MALDI), nous

constatons la disparition des ions [mH-HzO+H]* de la zone (A), (Fig. I.l8b).

L'empreinte laissée par cette disparition correspond exactement à I'empreinte de

la distribution des ions de la substance P (Fig. I.18.).

L'interprétation de ces résultats suggère que I'ionisation de I'analyte se déroule

en phase gazeuse, gouvernée simplement par des paramètres cinétiques et une

différence d'affinité protonique. En effet, selon ce modèle, des molécules de

matrice excitées évoluant à la même vitesse que des molécules peptidiques,

restées dans leur état fondamental, vont pouvoir transférer des protons aux

molécules cibles ou aux molécules de matrice environnantes, permettant ainsi

leur ionisation.

D'après Bôkelmann et al. [40], il n'y aurait besoin ni de collisions énergétiques,

ni dlions préformés en surface, ni d'ions désorbés directement par I'impulsion

laser, poui expliquer une ionisation efficace des molécules cibles en MALDI. Ils

supposent en fait, qu'il existe une densité suffisamment importante de molécules

de matrice excitées, dont leur relaxation induirait un transfert protonique aux

molécules environnantes (analyte et matrice) au cours de I'expansion du nuage

gazeux. Pour cela, il faut tout de même un recouvrement spatial et temporel des

molécules de la matrice avec celles de I'analyte. L'ionisation des molécules

cibles apparaît ici, comme un processus secondaire, se développant après la

phase dê désorption. Quelques années auparavant, Russell et al. [71] étaient

àrrivés à la même constatation : le processus MALDI implique des réactions de

transfert de protons entre des molécules de matrice (à l'état excité) et des

molécules d'analyte restées dans leur état fondamental.

Si les rravaux de Wang et al. 167l et ceux de Bôkelmann et al. [40], mettent en

évidence I'existence de processus d'ionisation se déroulant en phase gazeuse,

nous ne pouvons pas exclure la possibilité d'une préionisation de la phase

condensée ou de 1'état solide.

C'est ainsi, que certains solides moléculaires sont constitués d'ions associés.

L'acide nicotinique par exemple, se présente en phase solide colrlme un

assemblage de dimères, dont la cohésion est maintenue par des charges partielles

opposées t561. Les molécules qui sont déjà dans leur forme ionisée en phase

ràfiO. (ions préformés), sont susceptibles de donner plus facilement des ions lors

de I'interaction laser-matière. L'état de surface du porte-échantillon, avec la

présence parfois de défauts ou d'impuretés, est également la source de particules

ionisées. Comme nous I'avons vu lors du mécanisme de la désorption laser,

I'adsorption elle-même, entre des molécules de matrice et I'analyte favorise

I'ionisation en procurant des ions préformés [56].

-36 -



Chapitre I : Le mécanisme MALDI L'étape de I'ionisation

L'observation exclusive de molécules de peptides cationisées, lors de

I'irradiation par l'arrière d'un dépôt, a laissé supposer à Ehring et al. [46] que la

cationisation pouvait provenir d'un processus d'évaporation thermique d'un sel

préformé en phase condensée.
Plus récemment, des travaux portant sur le mécanisme d'ionisation de

polymères en présence de métaux de transition 165,72] montrent, que des

réactions ion-molécule en phase gazeuse, ne peuvent à elles seules, expliquer les

résultats MALDI obtenus.
Afin de démontrer I'influence d'ions préformés en surface, une expérience a été

réalisée en comparant les spectres MALDI d'un mélange de solides

(tCo(bpy):lClz et Na(DHB-H)) effectué dans un mortier, à ceux d'un mélange

co-crisiallisé, obtenu à partir de l'évaporation d'une solution aqueuse de

(tCo(bpy):lClz et Na(DHB-H)) (voir figure I.19).

(b)
[co(bpy).]ch + Na(DHB-H)

solution

+ +

/  o * -  o
o

+-
o
d)
-
â
ê
ll

o
C)

(a)
[co(bpy)"]cl,

+
Na(DHB-H)

broyage

I l

0
Nz

Figure I.19 : Spectre MALDI d'un (a) mélange de solides composé de [Co(bpy)r]Clz et de

Xa(Ogn-H) en proportion l:20, (b) d'un mélange co-cristallisé à partir d'une solution

aqueuse de [Co(bpy)l]Clr et de Na(DHB-H) en proportion l:20. Avec bpy : 2,2'-bipyridine,

* : [Co(bpy/DHB)2-H]* ,+: [Co(bpy/DHB):Cl ] *eto: [Co(bpy/DHB)3-H]* ,d 'après[65] .

Indubitablement, des agrégats de plus haute masse sont observés dans le cas

d'une solution solide 
- 

(évaporation). Des mesures par spectrophotométrie

intiarouge sur ce dépôt co-cristallisé, révèlent I'apparition d'une nouvelle bande

comparé au specrre àu mélange solide (broyage). La méthode de dépôt classique

utiliiée en MALDI, passant par la mise en solution des molécules de matrice et

de I'analyte, permet iors de l'évaporation du solvant, un pré-arrangement d'ions

en surface. Les spectres MALDI ne reflètent alors, qu'une image qualitative des

I
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espèces présentes à l'état solide. Cependant on peut se poser la questton sl ce

prè-arransement ne prévaut pas ':"1^'^Tï'-9:',1,"::lî:.it:TÏi#T;i3l-iJr"i:
connaissance aucunè étud. de ce genre n'a été réalisée sur un processus

protonation.

Finalement, au vu des résultats que nous avons exposéS, les ions en MALDI

peuvent exister en tant qu'espèces préformées à l'état solide' ou peuvent être

fbrmés par des réactions ion-molécuie initiées par l'impulsion' ou-encore, ce qui

est le pius probable : peuvent provenir d'une combinaison des deux processus

t651. En 1997,Russell er al. l|3len étudiant la formation dynamique des ions de

l'insuline bovine, Sont parvenus eux aussi à cette conclusion' Il est cependant

lcule (transferts de charges), dans une

ion des vitesses d'éjection de la matrice

les plus probants à l'ionisation' Mais

jusqu,ici, il n'a pas été prouvé de façon certaine à quel moment exact

I' ionisation intervient.

11.2.3. Les mécanismes d'ionisation proposés

Les principaux modèles d'ionisation présentés en littérature concernent

essentiellement la protonation. L'hypothèse la plus communément admise pour

expliquer ce .od^. d'ionisation, 
-fait 

intervenir des interactions etlou des

réactions par collision, entre des molécules de la matrice et des espèces

moléculaires désorbées. Si dans certains cas, une préionisatiol ? 
l'état solide

semble établie [56,65], des réactions chimiques secondaires à la désorption'

peuvent contribuer'grand"ment à I'ionisation des molécules cibles en MALDI'

Ces dernières surviJndraient lors de la formation du nuage gazevx' avant son

rrSQUe les molécules éjectées lors de la

aible volume de gaz (phase condensée)'

développer dans un plus grand volume

rllisions intermoléculaires' Comme nous

mental dans cette étaPe'

Les études relatives au processus d'ionisation par fixation de cations sont

beaucoup moins nombreuies. La principale raisonest que la technique MALDI

a été,dans un premier temps, utilisée pàur l'étude de biomolécules apparaissant

essentiellement sous forme de molécules protonées ou déprotonées'

Nous allons à présent, exposer les différents modèles d'ionisation rencontrés

dans la littérature. Nous désignerons les molécules de matrice par mH (notation

indiquant la présence d'un atome d'hydrogène labile dans la molécule)' et les

molécules cibles par M. Les moléculès de matrice excitées ou ionisées seront

indiquées respectivement, par la symbolique suivante : mH. et mH*"
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I 1.2.3. I. I-a protonation

L'étape de I'ionisation

La matrice ayant absorbée les photons du faisceau laser incident, se retrouve

dans des configurations électroniques différentes : l'état ionisé ou l'état excité.

C'est à partir â" ..r deux états physiques, que des modèles d'ionisation de

l'analyte ont été élaborés.

' Photoionisation de la matrice 17,67,74-78)

mH + nhv --+ mH*' + e

mH* '+M--+m+[M+H]*

mH* '+mH-Jm+[mH+H]-

Dans une zone très dense du nuage gazeûx, avant son expansion dans le vide, les

molécules de matrice en quantité importante, absorbent la plupart des photons

incidents par un mécanisme d'absorption multi-photonique, permettant ainsi leur

passage à l'état ionisé. L'élévation de la température au moment de la formation

du panache gazeux, favorise les collisions entre les ions de la matrice et les

molécules désorbées. L'ionisation par protonation des molécules environnantes

(M ou mH) est alors assurée par un transfert de charges (protons), entre les ions

de la matrice et les molécules neutres.

Ce modèIe a été développé initialement au tout début des années 90 par l'équipe

du pr. Hillenkamp, .o-inu.ntrice de la technique MALDI. Cette proposition de

mécanism., ,.poi. sur de nombreux travaux menés en désorption laser directe

(LDI). Les résultats les plus probants ont été obtenus sur le tryptophane, qui

sous des conditions LDI, s'ionise presque exclusivement sous la forme [M+H]*,

alors que f intensité de I'ion M+' est plus modeste' Cependant, lorsque

l,échantillon est refroidi à 90 K, I'abondance de M*' par rapport à [M+H]* est

inversée. En même temps, si I'extraction des ions est retardée, une protonation

importante du tryptophane est de nouveau observée U9\ Le mode d'ionisation

du tryptophane, .tt I rapprocher de celui des matrices MALDI, qui très souvent

sont caractérisées par la présence simultanée d'ions radicalaires mH*' et d'ions

protonés [mH+H].. A la même époque, Speir et al. [80], ont mis en évidence la

iéaction de molécules neutres, désorbées par LDI, avec des ions piégés dans une

cellule FTMS en Phase gazeuse.
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Ces observations semblent donc indiquer qu'en MALDI, les ions quasi-

moléculaires [M+H]*, sont le résultat de réactions en phase gazeuse entre les

ions de la matrice et des molécules d'analyte neutres. Les ions radicalaires de la

matrice étant les ions précurseurs de ces réactions.

Toutefois, la formation d'ions radicalaires mH*' exige des processus

d'absorption multi-photoniques de la part de la matrice. Si ces ions initient la

réaction de protonation, les matrices devraient être plus efficaces à 266 nm qu'à

337 nm, car l'énergie photonique est inversement proportionnelle à la longueur

d'onde. Or, pour I'acide indole 2 carboxylique, Ehring et al. 1741, ont observé le

résultat inverse. Ces auteurs ont alors proposé I'espèce [mH+H]. comme

responsable de I'ionisation :

mH + nhv --+ mH*' + e

mH* '+mH--+m+[mH+H]*

[mH+H]* + M --+ mH + [M+H]-

Ce modèle d'ionisation se rapproche davantage à celui observé en ionisation

chimique (CI). n a la particularité, notamment d'expliquer la présence

simultanée de mH*', de I'espèce réactive [mH+H]*, et du produit final [M+H].
sur le même spectre. Ce deuxième modèle est apparu comme le plus naturel et le

plus communément admis. D'après Beavis et al. [59], I'interaction non

covalente par liaison hydrogène, entre les groupements carboxyles et hydroxyles

de deux molécules de matrice (acide sinapinique) dans le réseau cristallin, est

favorable à la formation d'espèces protonées (et déprotonées) de la matrice :

zmH --+m +[mH+H] '

' Photoexcitation de la matrice 140,71,81-841

mH + hv --+ mH"

mH*+M--+m +[M+H].

mH*+mH*--+m +[mH+H]*
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Ce mécanisme est basé sur un transfert de protons à l'état excité (ESPTT),

proposé par Russell et al. ULl. Cette chimie acido-basique à l'état excité
s'appuie sur les travaux de spectrométrie de masse laser de Chiarelli et al.

[81,82], et ceux de Parker et Hercules [85]. Un tel mécanisme est susceptible de

se produire en phase gazeuse ou en phase condensée, voire même à l'état solide.

En MALDI, la formation de complexes (matrice-)(analyte) peuvent être produits

à I'issue de l'étape de désorption ou par collision dans un nuage gazeux

condensé. Selon I'affinité protonique de I'analyte, un transfert de protons de la

matrice vers la molécule cible a lieu avant la dissociation du complexe en phase

gazeuse.

L'intervention de molécules de matrice électroniquement excitées, repose sur [e

fait que des ions de type [M+H]* sont absents du spectre MALDI, si la matrice

n'est pas irradiée, mais simplement chauffée par un laser dirigé sur la face

opposée au dépôt (voir figure I.9, p. 20). Dans ce dernier cas, seules des

molécules cationisées par Na* et K* apparaissent 1461. La plus forte acidité des

alcools et des amines aromatiques (composés fréquemment utilisés comme

matrice) à l'état excité, par rapport à l'état fondamental, serait en faveur du rôle

prépondérant des espèces électroniquement excitées dans le processus de

protonation t86]. Et ceci expliquerait, notamment, la possibilité d'avoir un

mécanisme d'ionisation commun sous irradiation laser UV et IR. Les espèces

réactives de la matrice participant à I'ionisation de I'analyte ne sont pas dans un

état ionisé t811.

Cependant, plusieurs arguments sont en défaveur de ce modèle. Ils se réfèrent au

temps de vie de l'état excité de la matrice et au temps de désorption/ionisation
du processus MALDI estimé à 50 ns [87]. Ainsi, comme le note Ehring et al.

[87], la matrice 2,5-DHB induit une protonation du composé analysé, alors que

la relaxation de son état excité est rapide (- 30 ns). Au contraire, I'acide 3-

hydroxypicolinique est peu efficace dans le processus de protonation, bien qu'il

possède un état excité dont le temps de vie est long (dû à la présence d'un état

triplet). Mais, il faut être prudent quant à ces conclusions, puisqu'elles reposent

sur une mesure du temps de désorption/ionisation qui n'a jamais été confirmée.

plus récemment, Zenobî et al. [84] ont conforté I'hypothèse du mécanisme de la

photoexcitation de la matrice. D'après elle, les molécules de matrice excitées, et

non ionisées, sont les précurseurs communs de tout ion produit après la

désorption (hormis ceux préformés à la surface et libérés lors de la désorption).

La présence simultanée de deux molécules de matrice excitées, voisines I'une de

l'autre, est requise pour I'ionisation. Celle-ci survient dans les premières

' ESPT : Excited-State Proton Transfer
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nanosecondes de la désorPtion, où
est tbrte :

. Protonation :
zm]J_. + \{--+ m + [M+H]. + mH

2mH" --) mH*, ou m + [mH+H]*, ou m * H, etc...

[88] :

ZmH* + \ul -+ [mH+H]+ + tM-Hl- + mH

Afin de démontrer I'importance du processus d'excitation en MALDI, des

spectres de la valinomycine sont présentés en figure I.20, selon différentes

conditions de pulses laser.

lM+Nâl'

IM+Kf

Pulse I et 2

Pu lse l  I  Pu l se2
(désorption) ,l ,. (excitation)

0 500 1000 1500 zffi
alz

Figure 1,20 z spectres de la valinomycine [M+Na]*, [M+K]* dans différentes conditions de

,.nlp, d' interaction laser-matière. Type de laser uti l isé: laser azote (À= 337 nm); Matrice:

2,5-DHB dans un rapport l0:1, schémaexpérimental en haut àdroite, d'après [84] '

Dans I'idée que les processus de désorption et d'ionisation sont séparés dans le

temps, Knochenmuss e/ at. l84l ont simulé cette séparation en laissant un temps

de 5,5 ns entre deux pulses laser (x=3,3 ns). Selon ce schéma expérimental, i ls

L'étaPe de I'ionisation

la densité des molécules excitées et neutres

337 nm

5 5 n s(:------à
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n'ont constaté aucune ionisation de I'analyte. Par contre, lorsque les pulses laser
sont additionnés, le train de photons est assez long pour garder excité un grand
nombre de molécules de matrice, afin qu'elles puissent échanger leurs protons
avec des molécules cibles. Cette expérience démontre de manière significative,
que l'étape d'ionisation est bien postérieure à la désorption. Lors d'une
impulsion laser, une certaine quantité de photons servent directement au
processus de désorption, tandis que les derniers arrivés, sont surtout utilisés pour
exciter le plus grand nombre de molécules de matrice.

11.2.3.2. La cationisation

Il y a peu de renseignements sur ce type d'ionisation dans la littérature.
L'observation de molécules cationisées pour des composés ne pouvant pas
former de sel, indique que I'espèce formée est vraisemblablement I'ion

[M+Na]*, et non le sel protoné, c'est à dire [(M-H+cation)+H]* (cation = Li*,
Na*, K*,  . . . )  t881.

Plusieurs indices laissent penser que la cationisation se produirait entre un cation
désorbé directement à partir du dépôt cristallin et le composé à analyser (voir
figure 1.I7, p. 34 t67l). Comme pour la protonation, différents auteurs ont
proposé la participation de la matrice dans le processus de cationisation.
L'espèce active serait alors la matrice excitée sous forme de sel (tmH-H+Na].)

t841. Cependant, on ne peut exclure la possibilité d'une préionisation en phase
condensée ou à l'état solide de I'analyte 165,72]. Ainsi, I'observation exclusive
de molécules de peptides cationisées, lors de l'irradiation par I'arrière d'un
dépôt, a laissé supposer à Ehring et al. 1461, que la cationisation pouvait
provenir d'un processus d'évaporation thermique d'un sel préformé en phase
condensée.

Ces différentes observations, ont amené Zenobi et al. t84l à proposer deux
mécanismes de cationisation, dont le précurseur commun est la molécule de
matrice excitée :

I Sel non formé
mH* + NaX --+ [mH-H+Na]" + HX

[mH-H+Na]"+M - - - ) tmH-Hl -+ [M+Na]*

o Sel préformé

[mH-H+Na] + hv -r [mH-H+ Na]

[mH-H+Na] ' '+M - -+ tmH-Hl -+ [M+Na]*

-43-



Chapitre I : Le ntéccutisme MALDI Les facteurs importants

Contrairement aux autres équipes, où I'ionisation par protonation et par
attachement de cation (cationisation) est traitée indépendamment, ce modèle a
l'avantage de présenter un précurseur commun aux deux modes d'ionisation.

En conclusion, il n'existe pas un mécanisme d'ionisation qui puisse satisfaire
I'interprétation de I'ensemble des résultats publiés en MALDI. Dernièrement,
des travaux montraient la possibilité d'intervention de fragments de la matrice
([mH-HzO]*, [mH-COz]*) dans l'étape d'ionisation en désorption laser assistée
par matrice [89-91]. n semble donc, que plusieurs processus d'ionisation, se

succédant les uns après les autres, contribueraient à I'image finale du spectre
MALDI. De plus, il n'est pas certain que les probabilités d'ionisation soient
identiques, quelle que soit la nature du composé étudié. Ceci pourrait être
particulièrement préjudiciable à l'étude de mélanges, comme par exemple les

polymères synthétiques.

11.3. Les facteurs importants

Les travaux publiés à ce jour ont fait ressortir I'importance de trois facteurs :

caractéristiques de I'irradiation laser, le choix de la matrice et le mode

préparation de l'échantillon.

11.3. l. L'irradiation laser

Comme nous I'avons vu, la technique MALDI repose sur un dépôt très rapide

d'énergie à la surface d'un matériau absorbant (matrice), lequel est capable

d'enrober des molécules à analyser (molécules cibles), donc de les protéger

d'effets néfastes d'une irradiation laser directe. Cette quantité d'énergie est

l'élément clef de tout processus MALDI. En effet, la valeur de ce paramètre doit

être optimale afin d'assurer une volatilisation rapide de la matière, sans pour

autanl induire de multiples fragmentations des molécules cibles par effet

thermique. On utilise deux grandeurs pour quantifier ce paramètre, soit la

fluencs (J.cm-2) qui exprime la quantité d'énergie déposée par cffi2, soit

l'irradiance (W.cm:t) qui représente la quantité d'énergie déposée par cmt 
"t 

pat

seconde. Il apparaît d'après certaines études 124,92-95], que la fluence laser est

le paramètre le plus pertinent pour décrire les processus de désorption et

d'ionisation laser. Cela est compréhensible dans une certaine mesure, puisque

I'ensemble des lasers utilisés en MALDI, ont tous des temps d'impulsion

avoisinant la nanoseconde, voire la picoseconde. Cependant, quelques travaux

ont montré que lorsque la durée de I'impulsion laser est modifiée (voir figure

I.20 p. 42) t65l ou bien lorsqu'elle est réduite à un temps très court (-fs) [96]'
ces processus sont perturbés. L'irradiance a donc son importance également.

les
de
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D'autres paramètres laser ont un rôle secondaire. I1 s'agit notamment de :

I'angle d'incidence, de l'homogénéité et de la taille du faisceau incident, et enfin

du nombre de tirs laser [97-100], qui influencent directement ou indirectement,

I'allure de I'empreinte spectrale (intensité et résolution des pics de masse).

La lon_eueur d'onde a un rôle particulier, c'est elle qui fixe le quantum d'énergie

des photons et intervient donc directement lors de I'excitation ou de la

photoionisation des molécules organiques [101]'

11.3.2. I-a matrice

La matrice joue un rôle prépondérant dans le processus MALDI. Elle assure

trois fonctions principales :

. elle sert d'agent dispersant' afin de minimiser les interactions
intermoléculaires de I'analyte ; la formation d'une solution solide

homogène représente le cas idéal,
. elle constitue un centre de transfert d'énergie entre le rayonnement

laser et le composé analysé ; elle protège ainsi les molécules du

composé étudié d'une dégradation thermique (ou photochimique) lors

de I'irradiation laser,
. etle favorise I'ionisation par protonation, déprotonation ou

cationisation (vide infra). Comme nous I'avons discuté
précédemment, les mécanismes régissant les processus d'ionisation ne

sont pas encore clairement établis.

Les critères de choix d'une bonne matrice sont multiples. En effet, cette dernière

doit obéir à certaines conditions :

r' La compatibitité physico-chimique. Afin d'obtenir une solution solide

homogène, le composé étudîé etla matrice doivent être solubles dans

les mêmes solvants. Pour certains composés, comme les polymères

synthétiques, il est très difficile de trouver des solvants adéquats.

Nous verrons par la suite, qu'il existe différentes stratégies de

préparation de l'échantillon, qui permettent souvent de trouver une

solution pour les situations les plus difficiles. Dans tous les cas,

I'intégrité des molécules cibles doit être préservée. Il ne faut pas que

la matrice présente une quelconque réactivité vis-à-vis du composé à

étudier.

r' L'absorption photonique. La valeur optimale de cette grandeur est

difficile à déterminer car elle dépend à la fois du coefficient

d'extinction molaire (e) et de la structure du film cristallisé de la
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matrice. Il est donc impératif de disposer d'un spectrophotomètre en

réflexion diffuse, en- raison des déplacements du maximum

d'absorption, constatés entre les solutions (utilisées pour faire les

mesurei) et l'état solide (caractéristique des échantillons MALDI)

1102103]. En pratique, les matrices efficaces ont un e supérieur à 103

l.cm-r.mol-r, ce qui timite le choix des matrices à des composés

aromatiques possédant des substituants, qui ont des effets

hypsochiomes ou bathochromes sur le spectre d'absorption

éiectronique. Mais, il faut garder à I'esprit qu'un fort coefficient

d'absorption molaire n'implique pas forcément une matrice efficace

(exempie de I'ester méthylé de I'acide nicotinique, Chap. V, p. 151).

r' La volatilité. La matrice doit présenter une vitesse d'ablation

relativement importante, afin de créer un jet supersonique pennettant

la co-désorption de molécules cibles. Elle doit être également stable à

I'irradiation laser, car des photoproduits trop nombreux, pourraient

rendre I' interprétation spectrale difficile'

D'autres paramètres importants tels que, la formation possible de liaisons

hydrogèn. uu.. la molécule cible, due en particulier à la présence sur la matrice

de groupements oH (ou NH), et les propriétés physico-chimiques du réseau

cristallin, sont à prendre en considération'

En pratique, parmi de nombreux composés sélectionnés selon ces critères, seul

un nombre très restreint donne des résultats. En outre, certaines matrices

semblent être moins sensibles que d'autres à la présence de contaminants'

souvent rencontrés dans les échantillons d'origine biologique (cations

métalliques, détergents, ...). I est donc souvent nécessaire d'adapter la nature de

la matrice à chaqrie type de famille de composés étudiés. Le tableau I'2 recense

les principales rnïtti..r employées en fonciion du type de produit analysé et de

la làngueur d'onde utilisée- Cette liste est indicative et non exhaustive, de très

nombreux composés pouvant être potentiellement efficaces. Les recherches dans

ce domaine sont en pleine expansion.

Ainsi, il s'est avéré que, des matrices neutres (nitrocellulose) [104], ou basiques

(pyrimidines, anilines) [105], sont parfois plus efficaces que leurs consceurs

acides, notamment pour I'analysà d'oligonucléotides, qui se dégradent

fàcilement en milieu acide. Dernièrement, des composés de la famille des

B-carbolines [106], ou bien encore d'hydrocarbures aromatiques polycycliques

substitués tl07l se sont révélés être diexcellentes matrices pour I'analyse des

polymères synthétiques.
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Enfin, il semble qu'aujourd'hui des systèmes liquides de matrice, tels que

Tanaka et al. [2] les concevaient en 1988, reviennent en force. Une matrice

absorbante solide fex : I'acide u-cyano-4-hydroxycinnamique (4HCCA), ou le

f-errocyanate de potassium (IÇtFe(CN)ol), ou bien encore le graphitel est

mélangée à un médiateur tiquide non absorbant (ex : le glycérol). L'avantage de

ce système, réside en particulier dans l'étude des composés hydrophobes, et

permet surtout d'obtenir une excellente reproductibilité des résultats [108-110].

Matrice

Acide 2.5-d ihydroxybenzoïque
(2 ,5 -DHB)

2,5-DHB + 10Vo
acide S-méthoxy Saliciliqùs (IlHB.sJ

Acide s inapin ique

Acide
cr^c yano-4-hydroxycinnamique

Acide 3-hydroxypicol in ique
(- t -HPA)

Aci de 2- (4 -hydroxYPhénY,lazo)

benzoique (HABA)

Acide n icot in ique

Ether 2-nitrophényl octyi

Acide succin ique

Glycérol

Eau (g lace)

Forme fu*seruulidrs Principales applications

solide 266,3371355 nm Protéines
2,79,2,94,10,6 pm

solide.,,; 33tË5$:nm 1,,' Protéines, essenûellement pour des

. . i . . . : i :39 ; . .Ag4 l . . io ;n t r * : ;masses>2oKDà
solide 3371355 nm Protéines

2;79 ,2 ,94 ,10 ,6  pm

solide 33?fj55n*, , ', Protéines
i  i ;vg,ù,94, 1o,6pm i '

solide 3371355 nm 
ljrtfff" 

nucléiques, hvdrates de

solide,,, g66;$3t 5$ruft..; i l :F'rsiéifi$Èihl,UratçsUeçarbone

solide 266 nm Protéines

2,79,2,94,10,6 pm

liquide, 266'3:3lil}55f,ffi , Polymèrassynthétigues
:. ,,1': : .:, . .:, 

' , 
:,;., . '  . '  

.,, ,,. .,. i  
'  : ::

solide 2,79,2,94,10,6 pm Protéines, acides nucléiques

, ,tltiq'. . '4t$i,à;94i.rlgiO,p''". #ot€inÈg "":t: ,
sol ide 2,19,2,94,10,6pm Proté ines

Tableau I.2 : Recensement des matrices MALDI les plus utilisées, tiré de [3].

11.3.3. Le mode de déPôt

La technique la plus couramment employée est la méthode de simple dépôt

souvent dénommée dried droplet . Elle s'effectue, dans un premier temps, en

mélangeant une solution contenant le composé à analyser à une solution de

matrice (à une concentration voisine de la saturation) ; le rapport molaire final

matrice/composé étant de 103 à 106. Dans un deuxième temps, quelques pL du

mélange obtenu sont déposés sur un support métallique. Le séchage de ce dépôt

se fait le plus souvent à la pression atmosphérique et à la température ambiante.

La taille et la forme des cristaux varient avec la nature de la matrice et des

solvants utilisés. Ces cristaux ont des dimensions de I'ordre de quelques dizaines

à une centa ine de Pm t1111.

Cette technique de préparation de l'échantillon présente les avantages d'être

simple, rapide et efficace dans un grand nombre de cas. Elle nécessite cependant
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que le composé étudié et la matrice aient des solubilités voisines dans les

solvants utilisés, afin d'éviter la précipitation de l'un des deux constituants au

moment du mélange des solutions. De plus, dans le cas de solvants à

évaporation lente, le dépôt cristallin est souvent hétérogène (cristallisation en

périphérie du dépôt, le centre étant faiblement recouvert), et le composé à

ànalyser n'est pai inclus de manière uniforme dans le réseau cristallin de la

matiice ULzl. 
-Si 

I'environnement du composé étudié n'est pas uniforme, les

rendements de désorption et d'ionisation dépendront de la localisation du point

d'impact du faisceau laser, ce qui entraînera une grande variation de I'intensité

des signaux et de la résolution [113]. Dans le cas de mélanges de composés, un

séchage lent pourra induire des phénomènes de ségrégation, rendant

pratiquement impossible les études quantitatives, et notamment la

èu.u"tériration des distributions polymères. Le choix judicieux du solvant est

également un facteur de réussite lors de ce type d'analyse. Pour la plupart des

biopolymères, on utilise un mélange eau/TFAr 0,1 Va (vofte dans certains cas

I'eau pure) ou eau/solvant organique (alcool ou acétonitrile, essentiellement).

Pour les autres molécules (polymères synthétiques), le choix n'est pas toujours

facile, il dépend de la nature chimique de la molécule cible étudiée.

plusieurs équipes ont tenté d'améliorer cette technique en modifiant la vitesse de

séchage ou le mode de dépôt du mélange matrice/composé. Weiberger et al.

lll4l montrent que le séchage sous vide conduit à une cristallisation très

homogène, mêmalorsque des solvants peu volatils (comme par exemple I'eau)

sont ;tilisés. Un séchage sous courant d'azote a aussi été proposé, mais une

amélioration des qualités spectrales n'est observée que pour les matrices

solubilisées dans des solvants présentant une faible viscosité t1151. La

pulvérisation [116] ou l'électronébulisation [117] souvent util isée en PDMS, ont

àgalemen t été appliquées afin de rendre le dépôt de microcristaux le plus

uniforme possible.

A côté de la méthode de simple dépôt, des techniques plus sophistiquées ont été

développées dans le but d'obtenir, une plus grande tolérance de la technique

MALDI aux contaminants, une plus grande homogénéité du dépôt cristallin,

mais aussi pour permettre la mise en place d'études systématiques et

quantitatives.
Âinsi, dans le cadre particulier de l'étude de composés provenant de milieu

biologique, des surfaces actives et spécifiques ont été développées. Ces surfaces

p.r-Jttènt d'éviter les étapes de purification [118,119] et d'augmenter les

potentialités analytiques de la technique MALDI par extraction sélective d'un

composé du milieu biologique [120].

' TFA : Trifluoroacetic acid
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Hurst et al. ll2ll ont proposé un mode opératoire consistant à préparer des
pastilles de matrice semblables à celles employées pour la spectrométrie IR, et à
déposer ensuite sur celles-ci, un faible volume de la solution contenant le
composé à analyser. De leur côté, Xiang et al. lL22l, ont utilisé des films
polycristallins de matrice obtenus en écrasant, directement sur le porte-
échantillon, le dépôt de cristaux. La méthode de préparation de l'échantillon en
deux étapes, la plus intéressante, aété décrite par Roepstorff et al. [113]. Elle
consiste à déposer, dans un premier temps, la matrice (ici I'acide cx-cyano-4-
hydroxycinnamique) solubilisée dans un solvant très volatil (l'acétone). Après
séchage, il se forme un film homogène de microcristaux. Le composé à analyser,
dissous dans l'eau, est ensuite déposé sur ce premier film. La matrice étant
faiblement soluble dans I'eau, le premier dépôt n'est redissous qu'en surface.
Avec cette méthode, la variation de I'intensité relative des signaux est
relativement faible. De plus, pour l'étude de mélanges, la corrélation entre les
quantités relatives de composés présents et I'intensité relative des signaux leur
correspondant, est plus grande. Roepstorff et al. [113] montrent que par cette
technique, 9"r protéines peuvent être analysées à l'échelle de la dizaine
d'attomoles', et qu'il est possible d'éliminer, tout du moins partiellement, les
sels par rinçage du dépôt.

Récemment, Dai et al. lII2l ont mis au point une nouvelle méthode dérivée de
celles de Xiang et al. U22l et de-Roepstorff et al. t1131. Un film formé de

monocristaux de matrice est préparé puis, un faible volume (- quelques PL)
d'une solution contenant, la matrice et la molécule cible, est déposé. La
première couche de cristaux sert de germe à la cristallisation du deuxième dépôt.
L'utilisation de composés possédant un groupement fluorescent, leur a permis
de montrer, par microscopie confocale, que la répartition des molécules du
composé à étudier, est homogène sur I'ensemble du dépôt cristallin. Cette
méthode conduit à une meilleure reproductibilité des résultats.

Le lecteur pourra, s'il le désire, se reporter aux publications [123,124], qut
regroupent les différentes méthodes de préparation de l'échantillon existantes à
I'heure actuelle en MALDI. La multiplicité des méthodes décrites ci-dessus, ne
doit pas faire oublier combien il est parfois difficile pour I'expérimentateur de
choisir le protocole le plus adapté pour I'analyse d'un" composé particulier. Il est
souvent nécessaire d'adapter et de modifier ces recettes en fonction des
caractéristiques physico-chimiques du composé étudié, mais également selon le
type d'analyseur couplé à la technique MALDI (TOF, FTMS, ITMS, ...).

I  a t tomole  :  l0 -18  mole
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ill. Conclusion

Conclusion

Si les mécanismes qui régissent les processus de désorption/ionisation laser sont
encore mal connus actuellement, il est cependant possible de résumer les
différentes hypothèses avancées dans la littérature de la manière suivante (voir

figure l.2I) :

lrradiatr on
L,aser

À = 337 nnr
r  =  l 0  n s

Y

Apparition
de charges ?

Répulsions
Coulombiennes ?

Localisée ou non ?
Excitons ?
Phonons ?
Solitons ?

Dé'*it@Expansillff i

Photochimie radicalaire ? Réaction ion-molécule ?
Photoionisation etlou Production d'ions métastables ?

Photoexcitation ?
Transfert de charges ?

0 l 0  n s - | t^Ls - 100 gs

Figure I.21 : Schématisation hypothétique des différentes étapes de la
désorption/ionisation laser assistée par matrice.

L'irradiation laser d'un dépôt solide, constitué de molécules de matrice et

d'analyte, induit une succession de processus physico-chimiques ultra-rapides,
pouvant être identifiés selon leur évolution dans le temps. Mais, il est très
difficile d'arrêter une valeur précise pour chaque séquence ; l'échelle des temps
(figure I.2I) ne peut être donc qu'indicative. Seule la valeur finale est accessible
aisément par le calcul théorique. Si nous prenons I'exemple, de I'analyse d'une
proréine de 6 000 Daltons par MALDI-TOF linéaire (tension d'accélération
(V) : 25 kV, longueur du tube (d) :2 m),les ions de cette protéine arriveront sur

le détecteur 70 psr après I'impulsion laser. Les valeurs intermédiaires n'ont pour
I'instant jamais été confirmées ou infirmées.

Cependant, I'utilisation de molécules cibles photochromiques, dont la
particularité est de réagir à la lumière, en présentant différentes configurations
électroniques au cours d'une impulsion laser UV, peut nous renseigner sur ces
valeurs temporelles intermédiaires. En effet, comme nous le veffons par la suite,

des études par photolyse laser nanoseconde sur des spirooxazines, permettent

d'identifier des formes transitoires. Leur ionisation respective, permettra

'  t =J .22x  l o -5  
"Æxd  

en (s )
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d'établir un ordre chronologique des événements MALDI. Nous pourrons ainsi
posséder des éléments supplémentaires pour déterminer quand a lieu
précisément I'ionisation des molécules cibles.

* * *
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Chapitre II

Les spironaphtoxazines : Sondes
Moléculaires Photochromiques

L'analyse de composés photochromiques de la série spiro-[indoline-

naphtoxazine] par MALDI a révéIé simultanément au changement de couleur,

què I'ouuerture photochimique de tels composés, induit la formation spécifique

J'ion, pseudo-moléculaires triplement hydrogénés [M+3H]. au lieu des ions

[M+H]; attendus. Alors que dans des conditions opératoires similaires, mais

sans matrice (LDI), ces mêmes photochromes s'ionisent sous la forme de M*'

laquelle se fragmente en plusieurs ions. De ce fait, ces composés spiraniques

apparaissaient èo--" des sondes moléculaires encore plus spécifiques que nous

I'avions prévu pour l'étude du mécanisme MALDI. C'est dans ce contexte, que

nous nous sommes intéressés aux propriétés physiques et chimiques des

molécules photochromiques, et en particulier à la série des spironaphtoxazines'

Dans un premier temps, nous reviendrons brièvement sur la définition du

photochromisme. Nous veffons successivement, les réactions chimiques, les

paramètres photochromiques, ainsi que les applications industrielles que ce

processus imPlique.

La deuxième partie de ce chapitre sera entièrement consacrée à la série spiro-

[indoline-nuphto*uzine]. Après une rapide présentation de ces composés, nous

àeuelopp.ron, leurs ptoptiétét photochromiques en fonction de la variation

structuiâle introduite sui I'entité spirooxazinique. Nous aborderons ensuite,

brièvement les différentes voies d'accès à ces produits, puis la meilleure façon

de représenter la forme ouverte. Enfin, nous nous intéresserons plus

particutierement au mécanisme d'ouverture et de fermeture qui caractérise ces

molécules.
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L Le photochromisme

Le photochromisme

1.1. Définition

Fischer et Hirshberg [1], en 1950, définissent le photochromisme comme une

transformation réversible d'une espèce chimique simple entre deux états

présentant des spectres d'absorption différents. Cette transformation est induite,

au moins dans un sens, par une radiation électromagnétique.

L'espèce A est transformée par I'action de la lumière (UV, visible ou IR) en un

ou piusieurs isomère(s) B, dont le niveau d'énergie est généralement plus élevé.

La réaction inverse est souvent un processus thermique spontané, mais peut

parfois être aussi déclenchée par une irradiation lumineuse, en particulier dans le

àomaine du visible. Le terme photochromisme, construit selon deux racines:

photo (lumière) et chrom (couleur), traduit donc tout phénomène, qui sous

i'effet de la lumière, permet un changement réversible de la coloration d'un

composé organique ou inorganique. La réversibilité de la réaction est un critère

impôrtant. La plupart des systèmes photochromiques est basée sur des réactions

unimoléculaires.

1.2. Les dffirentes classes de photochromes

On peut classer les différents systèmes photochromiques en quatre catégories

selon le type d'équilibre mis en jeu :

- l'isomérisation de doubles liaisons : stilbènes et azobenzènes [2] :

X=X--+ôb

X=CH:s t i l bènes
X=N:azobenzènes

- les réactions péricycliques : fulgides [3], chromènes [4], spiropyranes [5] et

spirooxazines [6] :

-57 -



Clrtpitre II : Les spironaphtoxazines : sondes moléculaires

Fulgides :

Le photochromisme

Chromènes:

A

Composés spiraniques :

1\
F

N
H

d

X = CH : spiroIindoline-pyranes]
X = N : spiro[indoline-oxazines]

- les réactions de cycloaddition 2+2 ou 4+4 : acénaphtylènes [7] :

nv1

a, hv2

- les processus de protomérie '. anils [8] :

+
+

(H = Aromatique ou hétérocycle)

RI
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Parmi ces différents systèmes photochromiques, les réactions péricycliques
produisent les photochromes les plus intéressants sur le plan des applications
industrielles. C'est pourquoi, dans un but uniquement commercial, les
spiropyranes ont été Ia cible de nombreuses recherches fondamentales. Ils sont
restés longtemps les photochromes les plus étudiés au monde [9]. Cependant, les

spirooxazines qui ont des propriétés voisines [6], les ont supplanté ces quinze

dernières années, grâce notamment à une meilleure résistance à la
photodégradation. La série des chromènes, découverte par Becker et Michl l4l, a

connu un développement plus récent, et possède également des propriétés
photochromiques remarquables.

Ces différentes familles de composés photochromiques obéissent au même type
de mécanisme de fonctionnement, impliquant I'ouverture des cycles pyranes ou
oxazines, lorsque ces derniers sont soumis à une irradiation ultraviolette.
L'ouverture de ces molécules est commandée par I'absorption d'un certain
quantum d'énergie qui provoque, la rupture de la liaison carbone-oxygène, puis

une délocalisation des électrons fi sur I'ensemble de la molécule. Il y a alors
production de photomérocyanine(s), forme(s) ouverte(s) colorée(s),
caractérisée(s) par une bande d'absorption dans le visible. Le retour à la forme
initiale (forme fermée) se fait spontanément lorsque I'irradiation est arrêtée, ou
lorsque le composé est entreposé dans une chambre noire. La fermeture du cycle
(décoloration) est essentiellement sous contrôle thermique, mais elle peut

également être induite photochimiquement (vide infra).

La rupture de la liaison carbone-oxygène peut être aussi d'origine thermique. Le

phénomène de coloration observé par chauffage est alors appelé

thermochromisme t101. Il a été observé pour les spiropyranes et les

spirooxazines, mais rarement pour les chromènes [11]'

Des méthodes expérimentales
fluorescence, phosphorescence,

lI2-2Il telles que : la spectroscopie UV, IR,
la diffraction RX, la RMN 'H ou ''C, et des

calculs théoriques 119,22,23], sont nécessaires pour quantifier et prévoir les

propriétés photochromiques de ces molécules.

1.3. Les paramètres photochromiques

D'un point de vue macroscopique, le comportement photochromique de ces

molécules peut être caractérisé par des paramètres déterminés dans des

conditions opératoires standard (en solution) :
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y' La colorabilité (Ao)

colorer sous irradiation lumineuse, est définie par

valable uniquement pour les faibles concentrations (=

Le photochromisme

La notion de colorabilité, qui traduit l'aptitude d'un photochrome à se
I'expression suivante,
to-s M) :

avec : Ao =

tr,nu* =

trc =

Qco l=

k-
Cpr =

Ao(À) = trC.Qç61.k.Cp1

grandeur expérimentale accessible, c'est I'absorbance
maximale enregistrée après photolyse à éclairs ;
longueur d'onde d'absorption maximale de la forme colorée ;

absorptivité molaire de la forme colorée ;

rendement quantique de coloration ;
constante dépendant des conditions expérimentales ;
concentration initiale en photochrome (forme incolore).

L'absorbance mesurée pour les différents photochromes est fonction du

rendement quantique de photocoloration (Q.or), ainsi que du coefficient

d'absorption molaire de la forme colorée obtenue (trc).

y' La constante cinétique de décoloration (ka)

La décoloration des photochromes spiraniques s'effectue majoritairement

par voie thermique. Une inadiation visible peut éventuellement jouer un rôle

dans la réaction de décoloration, mais elle est généralement négl,igée. La

constante cinétique de décoloration thermique k6 (exprimée en s-') est du

premier ordre en générat. Elle dépend de la température et du milieu d'étude

environnant (matrice organique, polarité et viscosité du solvant). Elle

caractérise le retour à la forme fermée initiale du composé photochromique.

y' Leslongueurs d'onde d'absorption des formes colorées (À"'.)

La formulation de composés photochromiques doit permettre I'obtention

d'une couleur précise. Cette couleur peut être modulée par la variation de la

structure des photochromes, induisant des différences au niveau de la

distribution électronique des photomérocyanines.

y' La photodégradation (ttA/21)

C'est le facteur limitant au niveau des applications des composés

photochromiques, I'objectif dans ce domaine étant le développement de

photochromes résistant à un grand nombre de cycles de coloration-
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décoloration. La photodégradation est évaluée en général par le nombre de
cycles ou par le temps d'irradiation continue nécessaire pour diminuer
I'absorbance initiale de moitié. Ce phénomène a suscité un nombre
important d'études, non seulement sur le plan quantitatif, mais également sur
la détermination de la nature des photoproduits résultants, ainsi que des
mécanismes impliqués [24].

L4. Les applications

Les applications industrielles l25l de photochromes organiques, connaissent
actuellement un net resain d'intérêts. et touchent à des domaines aussi variés
que :

r' La photographie non argentique et les matériaux non photocopiables
1261.

r' Le stockage et I'affichage d'informations optiques.

r' La conception de récepteurs spécifiques aux systèmes biologiques
1271.

r' Les matériaux à transmission optique variable (lentilles ophtalmiques,
lunettes solaires, vitrage dans le bâtiment).

r' Les complexations photoinduites de cations métalliques [28].

Dans le cadre d'applications dans le domaine des matériaux à transmission
optique variable (utilisation développée à grande échelle, notamment en optique
ophtalmique), les composés photochromiques, incorporés à une matrice
polymère, doivent répondre à un certain nombre de critères [26], en particulier :

r développer une couleur intense et neutre (gris ou brun), c'est-à-dire
couvrant une large gamme du visible, pour une meilleure protection ;

. se colorer fortement (Ao
(ko> 50.10-2 s- ' )  ;

r avoir une bonne résistance à la photodégradation (tnorz ) 500min) ;

o présenter cet ensemble de propriétés dans une large gamme de
températures (de 0 "C à 50'C).
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En l'état actuel des connaissances, les industriels ont recours à I'utilisation d'un

mélange de composés (les spirooxazines et les chromènes) qui présentent des

absorptions complémentaires, couvrant I'ensemble du domaine du visible (voir

f igure I I .1).

Chromènes:
hv

À 1 - - } >. a r . t +
t -
A^

Spirooxazines:
hv

A ô #
nL +-

k^

2 0 0  3 0 0  4 0 0  5 0 0  6 0 0

Longueur d 'onde (nm)

Figure II.1 : Spectres d'absorption des formes fermées et
ouvertes de spirooxazines et de chromènes.

o
C'

Er
lt

o
v,
tt

BI

B2

il. Les composés spironaphtoxaziniques

il.I. Présentation

Les spirooxazines ont été mentionnées pour la première fois par Fox [29] en

196l. Elles sont généralement constituées de deux entités hétérocycliques

réunies par un atome de carbone hybridé spi. Le cas qui nous intéresse plus

particulièrement, concerne les spiro-lindoline-naphtoxazines] (voir figure II.2),

àont la partie A (spiro-indolinique), est orthogonale à la partie B

(naphtoxazinique). L'absence de conjugaison entre ces deux entités, entraîne

alors une absorption dans le domaine ultraviolet.

A iB
Figure II.2 : Représentation de la série spiro-[indoline-naphtoxazine].

A 1
+

A2

B 1
B 2

3

' N

I
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En solution et sous irradiation ultraviolette, la forme fermée (FF) incolore (I) de
la spironaphtoxazine, se trouve en équilibre avec une ou plusieurs formes
ouvertes (FO) colorées (II) de plus forte conjugaison absorbant dans le visible
(voir figure IL3). Cette coloration est en fait le résultat d'une isomérisation cis-
trans ultra-rapide qui a lieu immédiatement après la rupture de la liaison C,pi,o-
O. Comme nous le verrons par la suite, le mécanisme d'ouverture et
I'isomérisation sont très complexes. La fugacité des espèces transitoires (forme
délocalisée) rend difficile la compréhension globale de
photochromique.

1'équilibre

FORME
FERMEE

il
INCOLORE

FORME
DELOCALISEE

il

Forne zwinérioniqueFornæ quinon{ue

FORME(S) OUVERTE(S) COLOREE(S)
(PHOTOMEROCYANINE(S)

II

Figure II.3 : Equil ibre photochromique en série spiro-[ indoline-naphtoxazine].

)o r'oo 600 i- (nm)

Spectres d'absorption UV-Visible

-63 -



Clr tL l t i t rc  l l  Les.s l t i r t t t t t t l thtor t ta ines so, tc lcs nt t lécula i re 's

11.2. Propriétés photochromiques

Propriétés photochromiques

(e) 365 (6 240)
386 (s 400)

La stabilité des formes colorées, leurs caractéristiques spectroscopiques et leur

résistance à la photodégradation sont représentatives des propriétés

photochromiques 130,321. Nous avons déjà exposé, dans le paragraphe I.3.' les

paramètres servant à les quantifier (ko, À'u* et Ao)'

L'étude de la photoactivation des formes incolores en formes colorées, implique

la connaissance du spectre d'absorption des formes fermées (200-400 nm). Les

bandes de faible énergie correspondent à des transitions électroniques localisées

sur le cycle oxazinique. Elles sont impliquées dans la rupture de la liaison Crpi,o-

O. Les bandes de plus grande énergie interviennent par contre fortement dans les

réacrions de phorodégradation [33]. Le tableau II.l présente les valeurs des

longueurs d'onde d'absorption dans le domaine 280-400 nm (ainsi que le

.o.lfi. i"nt d'absorptivité molaire correspondant), de quelques spiro-[indoline-

naphtoxazines] substituées.

Tableau II.1 : Longueurs d'onde d'absorption (280-400 nm) de quelques spironaphtoxazines

(25 'C I  acétoni t r i le  ;  C = 2,5.  l0 'M),  t i ré  de [34]  :

r-
I

362 (3 020)
352 (6 240)
368 (7 200)

I
n

a

4
5
6
I

I
9

I
2
3
4
5

6

7
8
9

299 (8 800)
? Q 5 r 7  r 7 0 \
- / r \ r  - '  e /

294 (-5 000)

299 (12 s70)
292 (1 130)

3r6(8070)
(er 298 (l 230)
317 (s  800)

309 (12 300)
(e) 301 (7 190)
(el 308 (9 350)

346 (4 3s0)
326 (7 030)
330 (7 400)
336(10220)
34r (1 r  640)
336 (e 7s0)

3  17  (6  130)
319  ( r  1  020)

3s8 (s 600)
3s3 (3 9s0)
Gt 349 (s 850)

369 (3 100)
(el 365 (4 2OO)

(e) indique la présence d'un épaulement.
(e )  un i tés  :  l .mo l  l . cm-1 .

-64

H
H$titi

;;r

H il.
H i l

ï"r*,
iH.



Chapitre II : Les spironaphto.razines : sondes moléculaires Propriétés photochromiques

Les valeurs exposées dans le tableau II.1 montrent la grande disparité des
bandes d'absorption de faible énergie dans le domaine 280-400 nm. De manière
générale, le but recherché est d'obtenir un déplacement bathochromique des
bandes d'absorption afin d'optimiser le rapport photocolorabilité /
photodégradation, sachant que la zone d'absorption ou d'irradiation entre 200 et

330 nm est très favorable à la dégradation [33].

Par rapport à la spiro-findoline-naphtoxazine] non substituée de référence
(composé 1), on peut observer que la substitution de la partie naphtoxazinique
(R'), en particulier en positions 6' et 8', se traduit par un déplacement
bathochromique de la bande de plus faible énergie. La 6'-cyano-1,3,3-
triméthylspiro-[indoline-naphtoxazine] (composé 3) présente le plus fort

déplacement des bandes d'absorption vers le domaine du visible, accompagné
d'ailleurs par une nette augmentation du coefficient d'absorptivité molaire (voir

figure Il.4).

Figure II.4: Spectres d'absorption en solution des formes spiraniques I et 3.

L'introduction de substituants de part et d'autre de la molécule spirooxazinique

entraîne donc des variations du spectre d'absorption électronique. On peut alors

imaginer aisément, que ces variations induisent aussi un changement des

propriétés photochromiques des spironaphtoxazines substituées'

longueur d'onde (nm)
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11.2.1. Influence de la substitution sur les paramètres
spectrocinétiques des formes coloré es

Différentes études expérimentales (en solution) ou théoriques permettent de

quantifier l'évolution des propriétés photochromiques en fonction des variations

structurales introduites au niveau de I'entité spirooxazinique. Parmi les études

expérimentales, la photolyse à éclairs et la RMN à basse température, sont les

deux techniques lei plus couramment utilisées, car les plus efficaces [35'36].
L'approche théorique a démarré très tôt, avec I'avènement des méthodes

quuniiqu.s [37,38]. Elle a été essentiellement consacrée à une meilleure

connaissance des formes ouvertes responsables de la coloration. C'est un outil

intéressant, car il n'est pas toujours commode d'étudier les formes ouvertes

expérimentalement à cause de leur grande fugacité.

11.2.1.1. Etudes par photolyse à éclairs

L'enregistrement, après photolyse à éclairs (voir figure II.5), du spectre

d'absorption de la forme ouverte (400-650 nm), ainsi que son évolution au cours

du temps, donne accès à trois paramètres principaux :

- la vitesse de décoloration thermique (k6), ou cinétique de fermeture du

cycle oxazinique ;
- lés longueur(i) d'onde maximale(s) d'absorption de la forme colorée

(À'u^) ;
- la densité optique maximale après êclair, traduite par la notion de

colorabilité (Ao).

Sourcc de
mesure

Cellule de
nresure

Figure I I .S :  Exemple de monrage ut i l isé lors d'une étude par photolyse à éclairs,  t i ré de [34] '
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Afin de quantifier I'influence de la substitution par des groupements électron-
donneurs ou électron-attracteurs sur les paramètres spectrocinétiques des
spironaphtoxazines, des composés spiraniques substitués en positions 5 et 8' ont
été étudrés par photolyse à éclairs [33]. Les résultats figurent dans le tableau
II.2. II convient de souligner que ce mode d'inadiation présente pour principal
avantage de simuler parfaitement nos conditions expérimentales (laser pulsé) par
rapport à un mode d'irradiation en continu.

Tableau II.2 : Evolution des paramètres spectrocinétiques en fonction de la substitution en
posit ions 5 et 8' du squelette spironaphtoxazinique (toluène, 25 "C, C= 2,5.10s M;, t iré de
[3a] :

Ka (s-r) À^u* (nm) As
R'= H
R 8 = H

0,54 594 1,08
R'= NOt

R 8 = H
0,27 JJ3 6,00

R'= H
R8 = NO,

0,18 6r3 9,00
R''= H
R8'= CN

0,18 602 0,91
R''= OCH:
R 8 = H

0,36 607 0,67
R'= H
R8= OCH.

0,35 59s 1,07
R'= NO,
R 8 = C N

0,42 s98 7 r90
R'= OCHI
R8= OCH.

0,26 596 0,54
R-'= OCHr
R 8 = C N

0,18 617 0,69

D'après les résultats exposés dans le tableau II.2, nous constatons que :

r' Quelle que soit la position et la nature de la substitution sur la
molécule spironaphtoxazine, les substituants induisent une diminution
de la cinétique de décoloration thermique, Qui se traduit donc par une
certaine stabilité de la forme ouverte. Les groupements électron-
accepteurs (CN) ont un effet plus marqué (0,18 s-') que les
substituants donneurs d'électrons (OCH3, 0,35 s-').
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La longueur d'onde d'absorption de la forme ouverte subit également
des variations significatives. L'introduction d'un groupement NO2 sur

la partie indolinique conduit à un déplacement de la bande

d'absorption de - 39 nm (effet hypsochromique) par rapport au

composé de référence (594 nm). Tandis que, la substitution par un

groupement CN sur ce même composé nitré en position 8' (noyau

naphtalénique), déplace cette fois-ci la bande d'absorption vers

I' infrarouge (effet bathochromique).

La colorabilité est principalement affectée par la substitution d'un

groupement nitro, qui a pour effet d'intensifier la coloration de la

forme ouverte (Ao > 6). Des études par photolyse laser [21] ont mis en

évidence une modification du mécanisme photochimique de

coloration avec intervention ici d'un état triplet, alors que pour des

composés non nitrés, le passage par l'état singulet prévaut. Nous
reviendrons sur ce point précis, lorsque nous aborderons le mécanisme
d'ouverture de ces molécules (paragraphe II.5.)

11.2.1.2. Etudes par RMN 13C

Expérimentalement , îl a été montré que la position 6' était une position clé pour

provoquer les déplacements les plus importants de la longueur d'onde

d'absorption maximale de la forme colorée. Des groupements donneurs sur cette

position provoquent un fort effet hypsochromique, alors que des groupements

accepteurs provoquent un déplacement de la bande d'absorption de + 50 nm par

rapport à la molécule non substituée t341. Les effets électroniques des

substituants dans cette position influent donc plus directement sur la

délocalisation électronique de la forme ouvette, que celles étudiées

précédemment.

ll a été démontré qu'il est possible d'établir une corrélation entre la structure et

la longueur d'onde d'absorption de la forme colorée [34]. L'analyse détaillée par

spectroscopie RMN 13 C montre que le déplacement chimique du carbone C-2'

varie de manière significative en fonction de la substitution sur le noyau

napthalénique. On peut ainsi prévoir, comme le montre la figure II.6, la longueur

d'âbsorption de la forme ouverte en fonction du déplacement chimique du

carbone 2' . Le tableau II.3 rassemble les valeurs du déplacement chimique de

I'atome de carbone 2', obtenus par RMN ''C, et les valeurs d'absorption

maximale enregistrées par photolyse à éclairs, en fonction de la nature et de la

position des substituants sur la spironaphtoxazine de base.

r'

r'
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Tableau II.3: Déplacements chimiques de
monosubstituées sur le cycle naphtalénique, et
correspondantes, tiré de [34] :

Propriétés photochromiques

quelques spironaphtoxazines
d'onde d'absorption maximale

c-2' de
longueurs

Le graphique correspondant (voir figure II.6), indique un très bon coefficient de
corrélation (0,99), et met en évidence qu'il est possible de prévoir la longueur
d'absorption d'une forme ouverte à partir d'une analyse RMN effectuée sur une
forme fermée. Ces résultats corroborent 1'observation qui a été faite
précédemment : la position 6' induit, selon la nature du substituant, un
déplacement hypso ou bathochromique de Àn'u* par rapport à la
spironaphtoxazine de base non substituée. Le déplacement du C-2' peut être
alors relié à la distribution électronique du cycle naphtoxazinique.

Àmar (nm)

Figure II.6 : Longueur d'onde d'absorption maximale en fonction
du déplacement chimique du 2'C, t iré de [34].
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Il paraît routefois difficile de mesurer I'effet de la substitution sur la colorabilité

des photochromes, car celle-ci est multifactorielle. Elle dépend en effet du

rendement quantique de photocoloration et de I'absorptivité molaire de la forme

colorée ; ,., deux facteurs étant difficilement prévisibles. Les valeurs de

colorabilité obtenues ne peuvent donc donner que des indications ponctuelles sur

l,influence de la substitution. A titre d'exemple, une substitution en position 6'

par un groupe méthoxy induit une colorabilité de 3,90, alors qu'elle est de 1,08

pour le composé non substitué [34].

Les variations au niveau de la cinétique de décoloration sont beaucoup moins

spectaculaires. Quelle que soit la nature du substituant introduit, la stabilisation

ae ta forme coloiée ne iubit pas de fortes variations [34]. Comme nous I'avons

ntroduction d'un substituant diminue
rn. Cependant, rl a été démontré que ce

rtions par interactions de type stérique
rcycloalcane-oxazines], dont I'un de ces

représentants figure dans le tableau II.5 (p. 72) ; possèdent des valeurs

relativement élevées (kn= 13,8) par rapport à la spirooxazine de base (ka= 0,54)

[33] .

11.2.1.3. Etudes théortques par les calculs quantiqaes

Grâce à I'avènement des méthodes quantiques, il est désormais possible de

prévoir, sous certaines conditions, les variations d'absorption engendrées par les

substitutions sur des positions clés de |a partie naphtoxazine' La méthode

Pariser-Parr-Pople llg-+tl ePP) est particulièrement bien adaptée pour

examiner les systèmes 7r délocalisés, et calculer leurs spectres d'absorption

électronique. Cette méthode est une extension de la méthode des Orbitales

Moléculaires de Hùckel t42l (HMO) qui rient compte uniquement des orbitales

moléculaires n. Un premier calcul HMO donne un premier jeu d'orbitales

moléculaires. Les termes de répulsion électronique sont introduits entre les

électrons n, et les orbitales Sont calculées à nouveau ; les itérations sont

poursuivies jusqu'à ce qu'il n'y ait plus d'amélioration sensible' C'est à partir de

ce dernier jeu d;orbitalés moléculaires que I'interaction de confîguration permet

de calculer les spectres d'absorption théoriques'

Les valeurs des longueurs d'onde d'absorption prédites d'après la méthode PPP

(voir tableau II.4), i après optimisation de la paramétrisation, sont relativement

proches de celles mesurées par photolyse à éclairs. Nous nous apercevons une

nouvelle fois, que la posifion 6' occupe une place stratégique permettant

d'obtenir un ptus large panel de longueurs d'onde d'absorption maximale (de

561 à 615 nm). t_a timitation de la méthode ppp vienr de ce qu'elle ne peur
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traiter que des systèmes æ plans et des substituants apportant des doublets libres
au système conjugué, ce qui limite sérieusement le choix des substituants.
Cependant, il existe d'autres méthodes quantiques permettant de pallier à cette
limitation. Il s'agit en particulier des méthodes MNDOI V3l et AM12 P4l. Le
lecteur s'il le désire, pourra trouver de plus amples explications sur le mode de
fonctionnement de ces algorithmes, ainsi que des exemples d'applications dans
la thèse de Garros [45].

Tableau II.4 : Comparaison des longueurs d'onde d'absorption expérimentales (toluène,
25 'C) et calculées (PPP) de spironaphtoxazines substituées, tiré de [45] :

R9' À.*o(nm) À""r".(nm) À"u1.. oo11.(nm)R8'R7'R6'Rs'
594
590

H
H
H
H
H
H
H
H

OCHr

HHH
OHHH
H OCHr H
HCNH
HHH
HHH
HHH
HHH
HHH

H
H
H
H

OCHr
Br
CN
Noz

H

554
641
595
598
602
613
580

501
501
492
546
512
508
520
520
50r

577
579
561
615
583
519
587
587
570

Optimisation de la paramétrisation de la méthode PPP (À.or. opr ) : Le potentiel d'ionisation
des éfectrons de valence de I'atome azote du pont azométhine passe de l5 à l8 eV. L'affinité
électronique de I'azote augmente de0,97 eV à 3,5 eV, par contre l'énergie de résonance de la
l iaison (C=N) est inchangée et la longueur de la l iaison C=N à peine augmentée (1,38 au l ieu
de  1 ,33 ) .

Il convient de rappeler, que les calculs théoriques sont effectués à partir d'une
hypothèse concernant la géométrie de départ de la forme ouverte. Comme nous
le verrons par la suite, il existe deux formes limites de la configuration
électronique de la forme ouverte (quinonique etlou zwittérionique), dont
chacune possède de multiples configurations cis/trans. Ici, l'équipe du Pr.
Guglielmetti a privilégié la forme quinonique de configuration TTC, qui d'après
les calcul s ab initio (voir paragraphe II.4) serait I'isomère le plus stable.

'  MNDO : Modifred Neglect of Diatomic Overlap
t  AM I  :  Aust in  Model  I
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11.2.2. Etude de la photodégradation

La mesure de la résistance

124,461 (voir figure lI.7 ).

s'effectue principalement dans le mode cyclique

Chctpitre tl ; Les spironaphtoxazines : sondes moléculaires Propriétés photochromiques

A() AI A 2

Absorbance

A O

A1
A 2

Temps
d'irradiation

Figure II.7 : Mesure de la photodégradation en mode cyclique'

Le photochrome est alors soumis à des cycles lumière/obscurité, et I'on

détermine le temps au bout duquel la colorabilité est diminuée de moitié (toon).

La résistance à la photodégradation est un critère important en vue

d'applications du type transmission optique variable. La série des spiro-

;inâôUne-naphtoxazines] présente en règle générale, une bonne résistance à la

photodégradàtion, contrairement aux spiropyranes. Les temps de demi-vie

àbt.nur âu niveau de différentes séries de photochromes sont indiqués dans le

tableau II.5.

Tableau II.5 : Comparaison de la résistance à la photodégradation de différentes familles de

composés photochromiques, tiré de [34] :

t(,lolz)

12
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La substitution du squelette naphtoxazinique induit, comme le montrent les
valeurs exposées dans le tableau II.6, de fortes variations en matière de
photodégradation. De manière étonnante, le composé 8'-nitrospiro-[indoline-
naphtoxazine] possède une résistance accrue vis-à-vis de la photodégradation,
comparé à son homologue 5-nitrospiro-[indoline-naphtoxazine]. De même, le
composé 6'-méthoxyspiro-[indoline-naphtoxazine], qui on le rappelle induit un
déplacement hypsochromique de la longueur d'onde d'absorption de la forme
ouverte, présente un temps de durée de demi-vie double, comparé au composé
de référence. Cependant, son homologue qui induit un déplacement
bathochromique de À*u^, le composé 6'-cyanospiro-[indoline-naphtoxazine],
donne un résultat plutôt décevant (teo,z= 282).Il est donc difficile de prévoir
réellement I'influence de la substitution sur le comportement à la
photodégradation de la spironaphtoxazrne.

Tableau II.6: Comparaison de quelques valeurs de temps de demi-vie (en minute) en série
spiro-[ indoline-naphtoxazine], t iré de [34].

Non substituée R,: OCHr
Re' :  OCHI

Ro : OCH.I Ro : NO2 R o : C N R'':  NO,

tnot2 515 337 1055 200 282 58

Selon le processus d'ouverture engagé dans la rupture de la liaison Crpiro-O
(hétérolytique, I, ou homolytique, II), le mécanisme de photodégradation peut
être schématisé de la façon suivante (voir figure II.8) :

^{ /c-Nr Âv\""U
o

\)

c

Figure II.8 : Mécanismes de photodégradation, d'après [24].
a a-  / 1 -
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11.3. Svnthèses

Synthèses

Les composés avec lesquels nous avons travaillé, sont principalement des

spironaphioxazines diversement substituées, qu'il est possible de synthétiser par

ces différentes voies (tigure II.9) :

OH

gd

Voie A

z'.
: N

7i\ o

Figure II.9 : Différentes voies d'accès aux spiro-[indoline-naphtoxazines] substituées,

tiré de [34].
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Voie A :

C'est la méthode de synthèse la plus classique ; elle consiste en I'obtention
préalable de naphtols qui, après nitrosation, seront condensés avec des 2-

méthylèneindolines diversement substituées.

Voie B :

Plus originale, cette voie de synthèse permet la substitution directe de 1-nitroso-
2-naphtols, et I'obtention de spironaphtoxazines substituées en position 6'.

Voie C :

Cette synthèse permet I'obtention de 1-nitroso-2-naphtols substitués en position

4 à partir de 1,2-naphtoquinones. Ces synthons seront ensuite condensés sur une

base méthylènique selon une approche identique à la voie A.

Voie D :

C'est une nouvelle méthode de synthèse, qui a été développée par les équipes du

Pr. Guglielmetti et celle du Pr. Minkin 1471. F,lle permet un accès aisé à de

nouvelles spirooxazines. Le synthon principal mis en jeu est le l-amino-2-

naphtol, qui réagit avec la Z-méthylèneindoline en présence d'oxydant (par

exemple le DMSO) pour donner |e motif spironaphtoxazinique.

Voie E :

Il ne s'agit pas d'une méthode de synthèse à partir de précurseurs substitués,

mais une substitution directe sur le squelette spirooxazinique préalablement

synthétisé. Elle est particulièrement conseillée pour I'obtention de composés

spiraniques nitrés, surtout en position 8'.

Ces différentes voies de synthèses sont complémentaires, elles permettent

d'obtenir un panel de composés spirooxaziniques diversement substitués, qui,

comme nous venons de le voir, induisent des comportements photochromiques

différents. Toutes ces voies (A à D) présentent un précurseur corrunun, à savoir

les 2-méthylène-indolines substitués. La thèse de Laréginie [34] explique de

façon plus détaillée ces différentes voies d'accès, ainsi que les protocoles

opératoires suivis.

Synthèses
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11.4. Représentation de la forme ouverte

II.4.I. Détermination de sa géométrie

La formation d'une 
"forme 

ouverte par rupture de la liaison C-O, induit

I'apparition de plusieurs types de géométries. La figure II.10 regroupe les

dif€rentes possibilités de configurations transoides d'une photomérocyanine en

série spironaphtoxazine.

n{rrui--o-/
I
I 

trut, . l t
I

hu1 ,  12  
|
Y

o

TTT

Figure II.10 : Equilibre entre la forme fermée de la spiro-[indoline-naphtoxazine] et

les formes ouvertes prédominantes (s-trans).

La RMN est une technique de choix pour appréhender la géométrie des formes

ouvertes. Cherkashin et aI. [13] ont décrit pour la première fois des spectres

RMN 'H d" formes colorées photoinduites en série spiro-[indoline-oxazine]. A

partir de spectres avec et sans irradiation, obtenus à - 72 oC dans le toluène ou

i'acétone deutérés, ces auteurs concluent à la prédominance de la configuration

TTC parmi tous les isomères possibles. Récemment, Nakamuta et c/. [48] ont

confirmé la stabilité de la forme TTC par RMN NOE 'H à - 78 'C.

Les calculs quantiques, ab initio [19,48] indiquent également que cette forme

trans serait la plus stable, tandis que les calculs semi-empiriques 123,491

pencheraient davantage pour une conformation de type CTC. Mais de toute

iuçon, les écarts entre les différentes conformations trans sont relativement

t-aibles comme le montre le tableau II.7.

Plus récemment, une analyse en cristallographie [50] sur une forme ouverte

permanente a permis de confirmer, dans ce cas particulier, la configuration TTC

de la forme ouverte.

Représentation de la forme ouverte

CTC

-16-
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Tableau II.7 : Exemples d'énergies calculées (calculs semi-empiriques) pour les formes
ouvertes prédominantes de la spiro-[indoline-napthoxazine], tiré de [45] :

Les formes cisoïdes sont contraintes [49] géométriquement, donc trop
énergétiques pour être prises en considération, ce qui est facilement vérifiable au
regard de la figure II.1l.

l j

CCC TCC

Figure II.11 : Les formes ouvertes s-cis de la spiro-[indoline-naphtoxazine].

11.4.2. Détermination de la répartition électronique

Pour les formes ouvertes des spirooxazines, on peut considérer deux géométries
qui correspondent aux formes limites de résonance. En fonction de la
distribution électronique 7[, une représentation des formes limites, zwittérionique
ou quinonique est indiquée ci-après :

[orme zrvittérionique forme délocalisée forme quinonique

Figure ll.l2 : Les formes mésomères de la spiro-[indoline-naphtoxazine]
confisuration TTC.

Energies données en kcal.mol
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En série spirooxazine [34,5I-54], une étude de I'influence du solvant sur la

cinétique de décoloration thermique montre en général une accélération de la

vitessé de décoloration thermique lorsque la polarité du solvant augmente. Cette

déstabilisation de la photomérocyanine en milieu polaire est en faveur d'une

représentation non chargée du système électronique (forme quinonique). Des

études de solvatochromie sont également en faveur d'une représentation

quinonique (solvatochromisme positifl [30,50-52]' Le déplacement

bathochiomique de la longueur d'onde d'absorption avec la polarité du solvant

indique en efiet que l'état fondamental est moins polaire que l'état excité. Il est

à nàt.r que les photomérocyanines de spiropyranes fortement polaires

(groupement nitro), qui peuvent être représentées sous forme zwittérionique,

""ng"nOt"nt 
un fort solvatochromisme négatif [9,31]. De plus, les longueurs de

liaison évaluées par rayons X t50] sur une forme ouverte permanente

spirooxazinique correspondent bien à celles d'une forme quinonique'

Cependanr, des calculs théoriques par la méthode MNDO-PM3' [55], permettant

notamment une meilleure représentation des termes de répulsion noyau-noyau,

montrent qu'une représentation zwittérionique de la forme ouverte conduit à une

valeur de llnu* plus proche (575 nm) de celle mesurée par photolyse flash (594

nm) (tableau II.8).

Tableau II.8 : Effet du choix de la géométrie de la forme ouverte

sur le calcul de À.o*. tiré de [45] :

fu ar (pqr) (Quirnonique)

l" .or. (nm) (Zwittérionique)

575

tr.*o,(nm) 594

Cette différence d'interprétation entre les résultats expérimentaux et théoriques

montre que l'équilibre photochromique des spironaphtoxazines fait intervenir

des formes intermédiaires. Les formes quinonique et zwittérionique ne sont que

deux formes limites de la délocalisation électronique de la photomérocyanine.

, pM3 : Nouvelle rraramétrisation de la méthode MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap)

4&t
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U. 5. Mécanisme d' ouv erture/fermeture

Mécanisme d'ouverture/fermeture

Depuis les premières études en 1969 sur le photochromisme de spiropyranes par
Bercovici et al. [56], de nombreux travaux ont eu pour objectif d'élucider le
mécanisme d'ouverture photochimique de ce type de molécules. La technique la
plus utilisée et la plus adaptée dans ce domaine, est la photolyse à flash laser
microseconde, nanoseconde et picoseconde, permettant de
espèces transitoires 157-591. L'approche théorique permet
d'accéder aux propriétés intrinsèques de la molécule.

caractériser des
quant à elle,

U.5.1. Etudes expérimentales

Dans le cas de la réaction photochimique étudiée, un composé spirooxazinique,
soumis à une irradiation lumineuse corespondant à une bande d'absorption de
la forme fermée (FF), passe dans un état excité où il se produit une rupture de la
liaison carbone-oxygène, suivie d'une isomérisation. Celle-ci conduit à un
isomère ouvert (FO), qui dans sa forme la plus stable à l'état fondamental, est de
configuration trans (voir figure II.10 ).

pp -W- FO
A trans

La forme colorée étant moins stable thermodynamiquement que la forme
incolore, on assiste à un retour par simple effet thermique à l'état initial. Cette
étape de fermeture nécessite une isomérisation trans-cis à l'état fondamental, et
la formation d'une liaison entre, I'atome de carbone qui redevient spiranique, et
I'atome d'oxygène. L'étude du mécanisme de I'ensemble du processus nécessite
donc, d'une part l'étude du mécanisme d'ouverture photochimique (à l'état
excité), et d'autre part l'étude du mécanisme de la réaction de fermeture (à l'état
fondamental) (voir figure II.l3).

' . :: '  Etat excité
q,)

è0
€)

\ t

Etat fondamental

FF FO

Figure II.13 : Schéma du processus global d'ouverture photochimique
et de la fermeture thermique.

-79  -



Chapitre II : Les spirotmphtoxazines : sondes ntoléculaires Mécanisme d'ouverture/fermeture

U.5. 1. 1. Ouverture photochimique

L'ouverture des spiropyranes a fait I'objet de nombreux travaux et les
conclusions qui ont pu en être retirées peuvent servir de support pour l'ensemble

r^x/c-N\\At;i;ry

des composés spiraniques. L'ouverture photochimique des spironaphtoxazines
peut être schématisée de la façon suivante (voir figure II.14) :

lsomérisation cis-lrdrts

I
,3iii:$,ii:ii* | - *

I
v

n9
Figure II.14 : Ouverture photochimique en série spironaphtoxazinique.

Dans la littérature, deux cas de figure sont décrits : les composés spiraniques

substitués par un groupement NO2 (notamment en position 6') et les espèces non

nitrées :

- Concernant les photochromes substitués par un groupement nitro [53], il a

été démontré qu'un état excité triplet (Tr) est impliqué dans le processus

d'ouverture. La bande d'absorption de la forme ouverte est exaltée

lorsqu'on irradie une solution de photochromes saturée en oxygène [60]. La

rupture de la liaison C-O dans cet état, est très rapide, puisque des mesures

expérimentales indiquent une durée d'une dizaine de picosecondes.

L'isomérisation cis-trans qui suit, dure une centaine de picosecondes, puis

évolue vers un isomère trans plus stable, dans un temps supérieur à

plusieurs nanosecondes [61,62].

- Il a été prouvé sans ambiguTté par des expériences de photolyse laser

picoseconde 162,63], que les composés spiraniques non substitués par un

groupement nitro, font intervenir uniquement un état excité singulet (Sr) et

qu. iu réaction d'isomérisation cis-trans est de courte durée (< 10 ps).

L'évolution vers une photomérocyanine plus stable, est plus rapide que

celle des composés nitrés (proche de la nanoseconde, voir figure II.14)

162l. Le rp".1r" d'absoqption de la forme ouverte n'est pas affecté

lorsqu'une solution de photochromes saturée en oxygène est irradiée.
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11.5. 1.2. F ermeture thermique

Mécanisme d'ouverture/fermeture

Puisque la réaction photochimique a lieu dans un état excité (singulet ou triplet),
et que le retour à l'état initial est accompagné de peu ou pas d'émission de
luminescence [60], il est vraisemblable de penser que le mécanisme induisant la
fermeture de la rnolécule s'effectue au cours d'une désactivation non radiative
par un processus collisionnel eVou vibrationnel. Généralement, les réactions
thermiques ont lieu dans les états vibrationnellement excités de l'état
fondamental Se. Par ailleurs, il est à remarquer que I'on étudie généralement les
formes ouvertes en travaillant à basse température (RMN à - 80 oC). Car à cette
température, les modes de vibration de la molécule et les collisions
intermoléculaires sont moins nombreux, ce qui empêche un retour rapide vers la
forme fermée.

Les enthalpies d'activation de la réaction de fermeture des photomérocyanines
de spirooxazines peuvent être aisément mesurées par le suivi des vitesses de
décoloration thermiques de formes ouvertes produites par induction
photochimiques. Chu [64] a proposé une enthalpie d'activation de fermeture de
20 kcal.mol-'. Mais les phénomènes mis en jeu peuvent être plus complexes car
des cinétiques de décoloration (rapide et lente) ont été mises en évidence pour
les spirooxazines (voir figure II.15) t341. Si l'énergie d'activation globale de la
réaction de fermeture est conditionnée par la cinétique la plus lente, I'existence
de ces cinétiques lente et rapide semble montrer que plusieurs espèces colorées
sont présentes en solution (et qu'elles suivent, peut être, des chemins de retour à
l'état initial différents).La proportion relative entre les différents isomères de
formes colorées serait la conséquence de l'établissement d'un équilibre
thermique qui suit I'irradiation photochimique.

l1
I t=O: éclair de photolyse

Figure II.15 : Cinétiques rapide et lente de décoloration thermique observées
après photolyse flash [45].
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La cinétique rapide (désignée par kR) apparaît juste après l'éclair d'irradiation,

elle est ioujoùrs d'amplitude très faible. Elle pourrait être attribuée à

l,interconversion d'isomères moins stables de formes ouvertes en isomères plus

stables [34]. Cette hypothèse est confirmée par le fait que la cinétique rapide est

,ouu"nf d;amplitudl négative, ce qui correspond à une augmentation de

I'absorbance après l'éclair. Pour exemple, la spironaphtoxazine bisubstituée en

position 5 par un atome de chlore et en position 6' par un groupement CN (voir

iorm.rl" ginérale en page 62) présente une cinétique rapide d'amplitude négative

de valeur 1,0 s-r, et une cinétique plus lente (kl= 0,32) t34l'

11.5.2. Etudes théoriques l42l

Nous rappelons que les données expérimentales, obtenues par photolyse laser

117,18,2-0] sont én faveur de I'intervention d'un état excité au moment de

l,ouverture des spirooxazines. De ce fait, I'interaction de configuration (calculée

par INDo tst) e)l choisie pour représenter la molécule à l'état excité, a été faite

I purti. des deux plus hautes orbitales moléculaires occupées, et des deux plus

basses orbitales màléculaires vacantes. C'est par cette méthode que Garros [a5]

a pu représenter le bilan des réactions d'ouverture photochimique et de

fermeture thermique de la spiro-[indoline-naphtoxazine] (voir fîgure II.16).

Sr

FF

l 1 4
FChop.

FO
trans plane

- - -sgllc
57

Coordonnées de réociion

Figure II.16 : Représentation globale du processus photochromique.

'  INDO/s : Intermediate Neglect of Differential Overlap / Spectroscopy [65]
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Cette étude théorique montre clairement que I'ouverture de la spirooxazine
(rupture de la liaison C-O) demande beaucoup moins d'énergie àI'état excité (5
kcal.mol-') q.r'à l'état fondamental (33 kcal.mol-';. Aldolshin et Atovmyan [66]
suggèrent que des interactions (n-o*) entre l'orbitale de I'atome d'azote
indolinique et I'orbitale antiliante de la liaison C,p:-O (voir figure II.l7)
participeraient à la réaction de photocoloration, ces interactions seraient
décuplées à l'état excité. Ce qui tend à montrer la participation active du doublet
d'électrons de I'atome d'azote à cinq chaînons lors de la rupture de la liaison C-
o.

Figure ll.l7 z Interactions orbitalaires pour un
composé spiro-[indoline-pyrane].

A l'état excité, le chemin réactionnel du processus photochromique de la
spironaphtoxazine n'a pas été totalement élucidé. Mais d'après les
renseignements de la figure II.16, on constate que la rupture de la liaison C-O,
provoque la formation d'un premier intermédiaire de configuration cisoide non
plan (en forme de chapeau, Fchap), qui se déploie par la suite pour donner un
deuxième intermédiaire (forme Twistée) de niveau d'énergie plus faible (104

kcal.mol-';. Cette contorsion de la molécule dans I'espace permet le passage à la
forme ouverte trans plane. Mais celle-ci à l'état excité n'est pas stable, elle
présente une énergie considérable (126 kcal.mol-r).

Le chemin réactionnel d'ouverture à l'état excité n'aboutit donc pas directement
à l'isomère le plus stable, mais s'arrête au niveau du deuxième intermédiaire
(FTw.), à partir duquel s'effectuerait la désactivation (Sr-So) vers l'état
fondamental. Suivant le niveau énergétique en ce point de l'état fondamental et
les barrières d'isomérisation existantes, l'évolution pouna se faire soit vers une
(ou des) forme(s) ouverte(s) plus stable(s) ou vers la forme fermée initiale.

A l'état fondamental, les formes ouvertes trans planes sont bien les plus stables.
La relaxation de l'énergie interne de ces molécules les conduit vers l'état de
transition où 1a fermeture spiranique s'établit.

Il semble qu'à chaque état de transition, la répartition électronique de la
molécule est fortement perturbée, possédant davantage les caractéristiques d'une
forme zwittérionique t45]. L'azote indolinique prenant alors un caractère
indolinium marqué.
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11.5.3. Schématisation du processus d'ouverture et de fermeture

Au regard des résultats expérimentaux et théoriques présentés précédemment'

nous pouvons schématisei le processus d'ouverture et de fermeture des

spironàphtoxazines de la façon suivante (voir figure II.18) :

ruPture de la
Ïaison C'O

51 FF

. isonrrisatioç,cis/trans
-  l0 ' "  s

FF

FO Etat excité

FO

Etat fondamental

Figure II.IE : Temps d'ouverture et de fermeture du cycle oxazinique' d'après [67]'

Cette schématisation succincte du mécanisme d'ouverture et de fermeture des

molécules photochromiques reste à }'état d'hypothèse' Cependant' elle pourrait

expliquer l;équilibre teÂporel qui existe entre la forme fermée O" 
1éO,T 

tl^t?

forme ouverte la plus stable. En effet, la durée de vie de l'état excité Sr (T = lu'

s) est suffisante pour qu'une isomérisation cis/trans (r= 10-e-10-12 s) puisse

avoir lieu. A partir de cèt état excité Sr Ge plus stable de tous les états excités

singulets), Ia ou les photomérocyanines ont deux voies principales de relaxation

porîr retomber à l'étàt fondamental : la relaxation vibrationnelle directe Sr'So;

àt la relaxation par interconversion spin-spin Sr-Tr-So'

Ce dernier mode de relaxation pourrait e

cycles assez longues. Car en effet' le pa

dL vie varie de quelques milliseconde

retarder la cinétique de décoloration' co

Ce type de relàxation serait théoriquement possible pour des composés

,piruniqu., substitués par un gtoup.rn.nt , xitro, dont on sait que les

p'f.orornlrocyanines proàuites puit"ni p1t l'état triplet' Néanmoins' des

recherches fondamentales concernant les autres types de composés

photochromiques doivent être menées afin de mieux caractériser l'équilibre

photochromique entre l' étatfondamental et l'état excité.
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UI. Conclusion

Conclusion

La caractérisation des formes ouvertes de composés spiraniques lors de
l'équilibre photochromique, pose actuellement de sérieuses difficultés. Les
méthodes quantiques ainsi que les études expérimentales sont souvent en
désaccord sur le choix de la répartition géométrique de la forme ouverte :
quinonique ou zwittérionique. L'identification de la photomérocyanine la plus
stable lors de l'équilibre photochromique est importante car, au niveau
industriel, on pourrait prévoir notamment son comportement avec une matrice
polymère (additif le plus couramment utilisé) et contrôler davantage les
propriétés photochromiques désirées.

Le rapide bilan des recherches menées dans ce domaine, nous a conduit aux
constats suivants :

r' La désorption laser couplée à la spectrométrie de masse devrait se
révéler une méthode d'investigations complémentaire aux méthodes
couramment utilisées (photolyse laser-spectroscopie UV/Visible,
RMN) afin de connaître plus précisément la configuration
électronique de la forme ouverte. En effet, en fonction de la géométrie
concernée (forme quinonique etlou zwittérionique), leur
photofragmentation sous irradiance laser élevée, pourrait faire
apparaître des pics fragments spécifiques, facilement identifiables
grâce à la présence de chaque côté de la molécule de substituants
différents.

r' L'analyse directe de photochromes à l'état solide et sous une pression
réduite (conditions opératoires de notre spectromètre de masse),
fournira certainement des renseignements complémentaires sur
1'équilibre photochromique de ces molécules, qui est habituellement
étudié en solution.

L'analyse par la technique MALDI peut être un moyen efficace pour
étudier le comportement de molécules photochromiques en présence
de matrice, en particulier polymère. La microsonde laser ICR/FTMS
que nous avons utilisée étant parfaitement adaptée pour ce type
d'étude (excellent contrôle des paramètres de I'irradiation laser).

Enfin, les propriétés photochromiques de ces molécules, itorrs
serviront plus spécifiquement à l'étude du mécanisme d'action de la
technique MALDI. L'ouverture de ces composés étant apparemment
concomitante au temps de I'ionisation supposé en MALDI.
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Chapitre III

Instrumentation et Méthodologie

Le développement de l'ionisation laser en spectrométrie de masse, a pris une

ampleur cônsidérable depuis la découverte de la technique MALDI en 1988.

En particulier, la microsonde laser FTMST, mise au point dans notre laboratoire,

3'"ri avérée être un excellent outil analytique pour l'étude des processus

physico-chimiques intervenant en MALDI.

Dans ce chapitre, nous présenterons le principe de fonctionnement d'un

spectromètre FTMS, ainsi que ses principales caractéristiques.

Dans une seconde partie, nous détaillerons le mode opératoire suivi lors de

I'analyse de photochromes en désorption laser avec ou sans matrice. En

particulier, noù, attacherons une importance à la préparation des échantillons' au

àontrôle des paramètres laser, et à I'optimisation de la séquence d'analyse

FTMS.

'  FTMS : Fourier Transfbrm Mass Spectrometer
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Cltupitre III ' lttstrutnenrarion La FTMS : Principes théoriques

I. I-a spectrométrie de masse à transformée de Fourier

C'est une technique d'analyse, dont le principe repose sur la détermination de la
masse des ions par mesure des fréquences cyclotroniques engendrées par un
champ magnétique. Ce type de spectromètre a été développé ces dernières
années par Comisarow et Marshall [1,2]. Notre objectif dans cette partie, est
d'exprimer en langage clair les différents phénomènes qui interviennent lors
d'une analyse par FTMS, et d'exposer brièvement les caractéristiques
techniques ainsi que les performances de cet instrument.

LI. Principes théoriques

L'organe vital de l'appareil est constitué d'une cellule cubique (voir figure
III.I ), placée au centre d'un champ magnétique puissant très homogène
(classiquement de 3 à 14 Teslas), où règne un vide très poussé (de I'ordre de l0-'
Torr ') .

de Masse

ro - qBo/m

tr Plaques de piégeage

W Plaques émettrices

tr Plaques réceptrices

Figure III.I : Schéma de principe d'un spectromètre de masse à résonance
cyclotronique des ions et à transformée de Fourier.

'  I  Torr= I33,3 Pa = 1,33 mbar
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LI.I. Laformation des ions

L'ionisation est une étape primordiale en spectrométrie de masse. Elle détermine

le nombre d'ions présents et les répartit géométriquement dans la cellule FTMS.

Cette technique basée sur le piégeage des ions et non sur leur accélération,
permet de coupler une source d'ionisaiion par laser pulsé (MALDI, LIr, LD2) [3]
àu continue (EI3, Ct4; 1+1. Le vide poussé qui règne à I'intérieur de I'appareil,

pose cependant un problème pour le couplage avec des techniques d'ionisation

àit"t à'haute pression' (ESI). Mais ce problème a souvent été résolu en utilisant

des sources d'ionisation extemes avec un pompage différentiel [5]. Les ions sont

donc soit formés à I'intérieur de la cellule, soit injectés depuis une source

d'ionisation externe.

1.1.2. Le piégeage des ions

Les ions générés par diverses techniques sont soumis au champ magnétique

selon la directio n Oz (voir figure III.l). Ils sont alors confinés dans le plan (x, y)

où ils adoptent une trajectoire circulaire de fréquence (cyclotronique)

proportionn.ll. au rapport mlzs. Cette trajectoire résulte de I'action d'une force

L (iot." de Lorentz), due à l'action du champ magnétique sur les ions. Elle agit

perpendiculairement d'une part, à la direction du mouvement de I'ion (direction

àu vecteur v), et d'autre part à la direction du champ magnétique Bp (voir figure

rrl.2).

g"o

Figure III.2 : Particule chargée dans un champ magnétique.

'  LI : Laser Ionization
: LD : Laser Desorption
t EI : Electron Impact
r  CI  :  Chemical  Ionizat ion
j 

m/z : En spectrométrie de masse, i l  est d'usage de représenter le rapport masse (m) sur charge (q) par le rapport

de deux nombres sans dimension m et z définis pâr m = m/u [avec u I 'unité de masse atomique (luma =

I .66054x t 0'r7 kg)l s1 7 = qle (charge de l 'électron e = 1,6022177x I 0' ' '  C)
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Cette force de Lorentz a poûr expression :

d 'où :

mv2
=_ (3)

R

L=e(V^B) (l)
tl= e.v.Bo

Avec : I = charge de I'ion (C)
v = vitesse de I' ion (m.s-')
Bo = force du champ magnétique (T)

L'ion formé, se trouve à l'intérieur de la cellule. Sous I'effet du champ
magnétique statique intense, il adopte une trajectoire circulaire qui provoque
également I'apparition d'une tbrce centri;.,.rge F ayant pour expression :

F=mT=ltl=+ (z)
Avec : m = masse de I' ion (kg)

R = rayon de la trajectoire circulaire (m)

Le système formé par I'ion en mouvement circulaire, est en équilibre parce que
la force (L) qu'exerce le champ magnétique sur cet ion est compensée par la
force centrifuge (F) t6l. Nous avons donc l'égalité suivante :

lrl = ltl

I 'v.Bo

Ce qui nous donne la vitesse angulaire du mouvement circulaire de I'ion :

v - Q'Bo ,,-rd.s-l)O"=R= 
m- l  

( r i

La fiéquence vc du mouvement de l'ion est appelée fréquence cyclotronique
naturelle ; elle a pour expression :



Clnpitre III : Instrumerûatiort

D'où :

La FTMS : PrinciPes théoriques

Q.Bo
D.= (Hz) @)

2'lE.m

Ceci implique qu'un ensemble d'ions de masses différentes sera caractérisé par

un ensemble de fréquences cyclotroniques. La fréquence cyclotronique d'un ion

spécifique est donc inversement proportionnelle au rapport masse sur charge et

dlrectement proportionnelle au champ magnétique'
par exemple, pour éviter la fuite des lons positifs le long des lignes de champ, il

suffit alors de les confiner entre deux plaques chargées positivement (plaques de

piégeage). Dans ces conditions, les ioni piégés dans un puits de potentiel,

adoptent un mouvement de va et vient entre les deux plaques. Les interactions

des ions avec les champs magnétique et électrique colinéaires permettent de les

maintenir piégés, de les manipuler' pour fînalement les détecter'

La trajectoir. a.. ions est complexe, c'est une combinaison de trois mouvements

oscillatoires : le mouvement cyclotronique, les oscillations de piégeage et le

mouvement magnétron (voir figure III.3). Pour plus de précisions' on pourra se

référer à la thèse de Masselon [7] ou aux nombreuses revues qui traitent des

aspects fondamentaux de la FTMS t8-101'

I I I .3 : Combinaison des trois mouvements naturels d'un ion dans la cel lule

FTMS:cyc lot ron,magnétronetosc i l la t ionsdepiégeage'
Figure
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1.1.3. L'excitation des ions

La FTMS : Principes théoriques

Après le piégeage, les ions de même rapport mlz ont une fréquence
cyclotronique donnée, mais des positions aléatoires dans la cellule et un rayon
de giration (R) trop faible pour pouvoir générer un signal sur les plaques de
réception. On procède alors à I'excitation des ions par une impulsion de
radiofréquence grâce aux plaques excitatrices, afin de provoquer le
rassemblement des ions en un nuage d'ions cohérents.
Ce balayage en fréquence couvre toutes les fréquences cyclotroniques des ions :
il va de quelques kHz à quelques MHz pour un champ magnétique de 3 Teslas
(correspondant à une gamme de masse allant de I7 à 5 000 uma').

Quand la fréquence appliquée est égale à la fréquence cyclotronique d'un ion de
masse donnée, I'ion absorbe de l'énergie. Cette énergie cinétique E. augmente
par un processus de transfert d'énergie. Elle a pour expression :

E"=
mv2 _ m.o"2.R2 (s)

Cette augmentation d'énergie cinétique se traduit donc par une augmentation du
rayon de giration R de la trajectoire de I'ion.

I1 est possible de calculer le rayon d'équilibre dans le cas d'une particule de
masse m, de charge q et d'énergie cinétique E. dans le plan (x, y) :

R-
q.B

Après un très court temps d'interaction avec la fréquence responsable de ce
phénomène, tous les ions d'une même masse sont en phase et ont la même
trajectoire : leur mouvement est donc devenu cohérent (voir figure III.4) et un
signal peut alors être détecté.

Ce phénomène de transfert d'énergie est appelé Résonance Cyclotronique
Ionique (ICR). Il peut être utilisé pour accélérer les ions ou n'importe quelle
particule chargée. Quand la résonance cyclotronique a pour but d'accélérer des
particules, l'équipement utilisé est un cyclotron. Quand elle a pour but de
déterminer la masse des ions, l'équipement utilisé est un spectromètre de masse
à résonance cyclotronique des ions (ICR-FTMS) t11l

'  uma : unité de masse atomique, appelée aussi Dalton (Da)
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Emission

Emission

Excitation

Figure III.4 : Schéma de principe de I'excitation des ions par FTMS. L'impulsion de

radiofréquence provoque un rassemblement des ions en un paquet en cohérence de

phase, décrivant une spirale d'Archimède.

X

E(t)

A I'issue de la phase d'excitation, les ions animés d'un mouvement orbital

cohérent, sont confînés entre les deux plaques d'une capacité (plaques de

détect ion) t l2l .
Les ions positifs, par exemple, approchant une de ces deux plaques, attirent les

électrons. Continuant à se déplacer sur leur trajectoire, ils se rapprochent de la

seconde plaque opposée à la première, et attirent également les électrons sur

cette surface : il y a alors création d'un courant image (voir figure III.5).

Emission

Emission
* Détection

Figure III.5 : Schéma de principe de la détection des ions par FTMS. L'impulsion de

radiofréquence provoque une augmentation du rayon de giration des ions qui peuvent

être détectés par la charge qu'ils induisent sur les plaques de détection.

1.1.4. La détection et l'acquisition des ions

'5

q)

r $

I
I
IL--+
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Le mouvement de ce paquet d'ions en cohérence de phase, induit donc un
courant image, dont la fréquence est égale à la fréquence cyclotronique des ions
et dont I'amplitude est proportionnelle au nombre d'ions présents. Le courant
image global est la superposition des influences de tous les ions excités dans la
cellule. Il est collecté en tant que courant transitoire (ou interférogramme),
converti en différence de potentiel et numérisé par un ordinateur.
L'interférogramme (F(t)) est digitalisé, puis déconvolué par transformée de
Fourier en ses composantes de fréquences (F(trl)). Chaque fréquence est ensuite
associée à une masse par étalonnage. Le résultat est un spectre de masse, qui
porte en ordonnée la tension du signal (abondance des ions), et en abscisse la
masse des ions détectés.

1.2. Descriptif expérimental de la microsonde laser FTMS

La microsonde laser FTMS dont nous disposons au laboratoire est un prototype
unique basé sur un système FTMS 2 000 commercialisé par la société Nicolet
(de nos jours Thermoquest Finnigan, Madison, WI, USA). En effet, I'instrument
initial, la FTMS 2 000 qui permettait de travailler en impact électronique ou en
ionisation chimique, a été modifié pour recevoir une source d'ionisation laser
t13-161.
Outre I'aimant cryogénique, l'électronique et I'ordinateur de traitement du
signal d'origine, ce prototype comporte les éléments originaux suivants : une
nouvelle platine optique, une optique de focalisation et de visualisation, une
double cellule modifiée, ainsi qu'un micromanipulateur insensible au champ
magnétique (voir figure III.6). Nous allons brièvement détailler ces différents
éléments.

1.2.1. Lq double cellule

Il s'agit de deux cellules cubiques constituées de plaques en acier inoxydable
amagnétique à structure à nid d'abeille (voir figure III.7). Les deux cellules
partagent une plaque commune, la conductance limite, plaque pleine possédant
en son milieu un orifice qui permet le passage du faisceau laser d'ionisation et
des ions d'une cellule à I'autre. Cette plaque permet un pompage différentiel
entre les deux cellules. Une partie de la conductance limite est constituée d'une
couronne de quartz recouverte d'un treillis métallique très fin t13]. Cette
couronne sert à laisser passer la lumière de l'éclairage et permet la visualisation
de l'échantillon. Chaque cellule possède une plaque de piégeage perpendiculaire
au champ magnétique appliqué, ainsi que deux plaques d'excitation, et deux de
réception opposées. La conductance limite joue le rôle de plaque de piégeage
pour les deux cellules. La plaque de piégeage de la cellule analyse est également
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Chopitre III : Ittstruntenration La FTMS : Descriptif expérimental

percée en son centre pour laisser passer le faisceau laser. La plaque de piégeage
source est amovible et percée pour permettre d'insérer l'échantillon. Les
dimensions d'une cellule sont : 5 cm x 5 cm x 5cm.

Champ magnétique

Plaque de piégeage
source amovible

Echantil lon

Détection

Cellule Source

Plaque de piégeage
analyse

Figure lll.7 z La double cellule de la microsonde laser FTMS.

1.2.2. Le champ magnétique

L'appareil est équipé d'un aimant supraconducteur constitué d'un bobinage en
alliage niobium/titane plongé dans un bain d'hélium liquide. Une enveloppe
contenant de l'azote liquide permet de maintenir un gradient de température
entre l'extérieur et le dewar d'hélium liquide (4 K). La valeur du champ
magnétique est fixée par les caractéristiques de I'aimant. Cependant, il est à
remarquer qu'un champ intense permet une augmentation de la fréquence
cyclotronique (cf. équation 4, p.92), ce qui facilite alors la détection des ions de
haute masse (caractérisés par des petites fréquences) au-dessus du bruit de fond.
On gagne donc en sensibilité. Notre aimant délivre un champ très homogène de
3.04 tesla au centre de la chambre d'analyse. Les cellules source et analyse
sont situées dans le tore de I'aimant et sont centrées sur I'axe du champ
magnétique.

Cellule Analyse

Excitation
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1.2.3. Le système de Pomqage

Les performances de la FTMS sont très dépendantes de la qualité du vide à

l,intérieur de la chambre d'analyse. Le pompage est assuré aux différents étages

de I' instrument.
Le vide dans la chambre d'échantillonnage est effectué par.un pompage prlmalre

à I'aide d,une pompe à palettes Alcatel à haut débit tls 1 1-',) 
et d'un pompage

secondaire par unà po-pe turbo-molécula-ire (débit 400 L's-')' Ct dispositif

permet d'atàindre un vidè de I'ordre de 10-7 Torren quelques minutes (15 à 20

-in). La chambre d'échantillonnage est isolée du_ reste de I'instrument par une

vanne à tiroir fabriquée par la société Méca 2000 (Vernouillet, France)' La

remise à I'air s'effeciue en anêtant les deux pompes (à palettes et turbo) et en

envoyant un léger flux d'azote.
La chambre du spectromètre, quant à elle, est pompée différentiellement du côté

source et du côté analyse au moyen de deux pompes à palettes (Alcatel 2012A'

àîuii-râ;.;t) et de deux pompes à diffusion d'huile de débit 650 L.s-r'

Lorsque la vanne d'isolement de ia chambre d'échantillonnage est fermée' la

pr.rrion dans l'instrument est typiquementg: 19] 
Torr' La vanne étant ouverte

pour l,analyse, la pression augmenàiusqu'à 5.10-8 à l0-7 Torr en source et reste

inférieure à 2.1Ô-8 Torr en analyse. Ces pressions peuvent augmenter

temporairement lors de I'introduction de +az ov de composés très volatils'

1.2.4. Le système d'introduction et de

maniqulation de l' échantillon

Le produit à analyser est déposé sur un porte-échantillon métallique non

f'erromagnétique cané de 2 cm de côté et d'environ 3 mm d'épaisseur. celui-ci

est muni d'une tige qui permet sa fixation sur un support à I'aide d'une vis' Le

support est situé i t'.^ttè-ité d'une canne de transfert qui coulisse de la cellule

d'échantillonnage à la chambre d'analyse. La plaque de piégeage.de la source

est solidaire du support et est retirée en même temps que l'échantillon' placé à

3 mm à I'intérieur de la cellule.

Depuis peu, nous avons modifié le système de notre canne d'introduction'

p..-"t,uït ainsi un pilotage à distance de l'échantillon' Ces déplacements sont

.ffe.tués par des moteurs en x, y et z, pilotés par un ordinateur' Les

déplacements à I'intérieur de la cellule source ont un débattement de plus ou

moins 8 mm avec un Pas de 5 l-rm'
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1.2.5. L'inteffice d'ionisation laser

La pièce maîtresse de I'interface laser est une optique de Cassegrain inversée
[13] qui pennet la focalisation du laser sur la cible, I'éclairage et la visualisation
de l'échantillon. Cette optique est située à l'intérieur de la chambre du
spectromètre. La position des lentilles centrales est réglable de I'extérieur afin
d'ajuster le point focal sur l'échantillon en fonction de la longueur d'onde
util isée (de 193 à 355 nm).
Deux lasers sont couplés à la microsonde. Il s'agit d'un laser Excimère LPX 200
commercialisé par la société Lambda Physic (Goettingen, Allemagne), er d'un
laser à verre d'yttrium et d'aluminium dopé au Néodyme (Nd-YAG) Brilliant de
chez Quantel (Les Ulis, France).

Tableau III.I : Caractéristiques des faisceaux délivrés par les lasers couplés à la FTMS :

Longueur
d'onde

Energie maximale
de sortie

Energie sur
échantillon

Temps d'impulsion

193 nm
248 nm
266 nm

200 mJ
200 mJ
63 mJ

82N
140 pJ
188 pJ

23 ns
34 ns
4.3 ns
4.3 ns355 nm 63 mJ 188 uJ

L'excimère permet I'accès aux longueurs d'onde 248 nm et r93 nm
respectivement avec les mélanges gazeux krypton/fluor et argon/fluor.
Le Nd-YAG délivre les longueurs d'onde 355 nm et 266 nm en mode triplé et
quadruplé. Il n'est malheureusement pas possible d'utiliser les première et
seconde harmonique de ce laser (1 064 nm et 532 nm), car les optiques ont été
conçues pour I'utilisation de longueurs d'onde dans I'ultraviolet (de 190 à 360
nm). Les caractéristiques des faisceaux délivrés par nos lasers sont résumées
dans le tableau III.1
Le faisceau utilisé est amené à I'entrée d'un télescope situé à I'extérieur de la
microsonde au moyen d'un jeu de prismes. Le télescope est ajustable pour
permettre de faire varier le diamètre de I'impact laser sur l'échantillon, donc
I'irradiance. Le tableau III.2 présente les irradiances que I'on peut atteindre aux
différentes longueurs d' onde.

Tableau [ll.2: Gammes d'irradiance accessibles à I'aide des différents lasers :

355 nm 3 ,0  l0 ro

Longueur
d'onde
193  nm
248 nm
266 nm

Irradiance
maximale (W.cm'2

3,0 l0e
3.0  l0 r0

Irradiance
minimale (W.cm-2)

3,0  l0
4,0 l0)
5 ,0  100
7.0 106
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A la sortie du télescope, le faisceau est renvoyé par un miroir à travers le hublot

d'entrée vers les lentilles centrales de I'optique de Cassegrain inversée, située

dans la chambre d'analyse. Il est ensuite focalisé vers l'échantillon, à travers les

deux orifices qui percent la plaque de piégeage de la cellule analyse et la

conductance limite.

Parallèlement au faisceau laser, la partie extérieure de I'optique de Cassegrain,

transmet la lumière d'une source située à I'extérieur sur l'échantillon, et renvoie

I'image vers une caméra CCD. Un téléobjectif équipe cette camêra, ce qui offre

une visualisation avec un grossissement de 300 x sur le moniteur vidéo noir et

blanc.

1.2.6. Les systèmes électroniques de la microsonde

L'appareil est équipé d'un ensemble de systèmes informatiques et électroniques

permettant la programmation et I'exécution des séquences d'analyse.

L'él".tronique de contrôle de I'instrument est basée sur un ordinateur micromac

5000, qui est connecté à une série de capteurs et de vannes dans I'instrument.

La partie concernant la programmation des séquences et I'acquisition de

données, est basée sur une informatique à mémoire à accès rapide et divers

périphériques, dont le plus important est le contrôleur de cellule. Ce dernier

genÉr. les tensions qui sont appliquées sur les plaques de piégeage de la cellule.

Le contrôleur de cellule est aussi connecté aux plaques d'excitation par

I'intermédiaire d'un amplificateur de puissance et collecte le signal détecté sur

les plaques réceptrices à travers un préamplificateur.

Actuellement, la société Thermoquest Finnigan FTMS (auparavant Extrel

FTMS) commercialise des spectromètres de masse à transformée de Fourier.

Une informatique de contrôle de I'instrument, d'acquisition et de traitement des

données, basée sur un système UNIX, a été développée depuis 1993.

Le micro-ordinateur qui équipait I'appareil à I'origine était un système Nicolet

1280. ll a été changé pour un système basé sur une station de travail Sun LX,

couplée à une électronique d'acquisition Odyssey (version 3'1, Extrel FTMS).
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1.3. Développements et caracftrtsfiques de la microsonde FTMS

Depuis deux décennies, cette technique a connu un essor considérable dû à ses
très grandes capacités de sensibilité et de résolution, malgré son coût très élevé,
comparé à d'autres types de spectromètres de masse. Il s'agit néanmoins d'une
des rares techniques qui combine simultanéntent la haute résolution et la
possibilité d'obtenir des informations structurales. Jusqu'à présent, il existe 200
appareils FTMS au monde. Cependant ce nombre représente moins de 0,5 7o des
spectromètres de masse. Alors que chaque année, plus de I0 Va des articles en
spectrométrie font référence à de nouveaux développements FTMS [7]. Nous
aborderons dans cette partie, les différentes possibilités d'analyse qu'offre ce
type d'analyseur, ses applications types et les inconvénients de la méthode.

1.3.1. Les développements

1.3.1.1. Amélioration des caractéristiques spectrales :
résolution et s ensibilité

a ) La haute résolution en mode hétérodyne

Un moyen d'améliorer la résolution, consiste à enregistrer le signal sur un
temps plus long que les quelques millisecondes habituelles. C'est le mode
hétérodyne (voir figure III.8) pour lequel la plage de masse étudiée est
réduite au minimum (quelques milliers de Hz, soit quelques unités de
masses voire moins).

Après le piégeage et I'excitation des ions, on injecte grâce aux plaques
excitatrices, une fréquence de référence légèrement inférieure à la
fréquence que I'on souhaite détecter. On obtient sur les plaques de
détection un signal qui est une combinaison de fréquences ; c'est le
phénomène de battement. Après filtrage par un filtre passe-bas, le signal
enregistré est une pure sinusoide amortie de fréquence égale à la
différence entre la fréquence cyclotronique de l'ion et la fréquence de
référence. Ceci permet d'enregistrer le signal sur un temps beaucoup plus
long (quelques secondes) et d'améliorer grandement la résolution : de 10
000 à I 000 000 en mode hétérodyne contre 100 à 5 000 en mode direct
(habituel).
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(a)

(e)

qËtf
''a'/|a

qJqtr'
ta. -

Jtû, lrJtiz;

Figure III.8 : Exemples de spectres "haute résolution", obtenus par FTICR-MS

,urundis t i l la tdepétro lebrut , t i rédelaréférence[2] :

a ) Spectre de masse réalisé en mode direct, ionisation par impact électronique (12 eV)

b ) Séquence d'une excitation SWIFTT permettant I ' isolement d'ions intéressants

c ) Specrre de masse effectué en mode direct précédé de la séquence swIFI

d ) Spectre de masse en mode hétérodyne d'ions isolés par la technique SWIFT

e lAgrandissement de la plage de masse nlz=274. Séparation d'ions isobariques (difference

de 0.003 uni té de masse) ènt ie  t ' ion C:rH: :*  et  I ' ion souf ié C1sH165*.

b ) Transfert vers la cellule analyse

L'instrument dont nous disposons comporte une double cellule. Il est

possibte de transférer une partie des ions formés de la cellule source vers

ia cellule analyse en mettant à la masse la conductance limite pendant un

bref instant tl-81. Seuls les ions de rayon inférieur à celui de 1'orifice de la

conductance limite, passeront en cellule analyse. Il est possible d'avoir

alors une moins grânde distribution de rayons et d'améliorer ainsi la

résolution. En ce qui concerne la sensibilité, elle sera en général réduite.

Au maximum, |a moitié des ions présents en source passeront en analyse.

, SWIFT : Stored Waveform Inverse Fourier Transform, qui consiste à envoyer sur les plaques excitatrices un

signal résultant de la transformée de Fourier inverse d'une onde prédéfinie dans le domaine des fiéquences

!00 16 t00
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c ) Ejection sélective

Il est possible d'éjecter sélectivement un ou plusieurs types d'ions dont
I'abondance gêne les observations afin de détecter les composants
minoritaires d'un mélange t191. Cette éjection se fait comme
précédemment par excitation sélective en fréquence jusqu'à un rayon
excédant les dimensions de la cellule.

d ) Axialisation des ions par refroidissement et excitation quadripolaire
azimutale

Pour que l'étape d'excitation soit efficace, il faut que les ions de même
masse réagissent au champ d'excitation de la façon la plus homogène
possible. Pour cela, il est nécessaire d'avoir des distributions de rayons
initiaux les plus resserrées possibles, donc des énergies cinétiques
minimales. Or, l'ionisation laser produit de larges distributions d'énergies
cinétiques. Il est possible de diminuer ces écarts, en utilisant la relaxation
par frottements. Il s'agit d'introduire un gaz de collision, qui va entraîner
une relaxation des ions vers le centre de la cellule.
Cependant, de telles collisions vont également générer une diffusion du
mouvement magnétron et entraîner la perte des ions. Pour pallier à cet
inconvénient, on associe à I'utilisation du gaz tampon (Argon ou Hélium),
I'excitation quadripolaire azimutale. C'est-à-dire que I'excitation est
appliquée sur les quatre plaques (émettrices et réceptrices). Le
mouvement cyclotron décroît plus rapidement que ne croît le magnétron.
Lors des collisions, on a globalement un regroupement des ions excités
autour de l'axe de la cellule.
Cette méthode est considérée comme la plus grande innovation, depuis
ces l0 dernières années. Elle est actuellement en cours d'implantation sur
notre instrument.

1.3.1.2. Détermination de structures :
techniques de dissociation des ions

Cela consiste à sélectionner un 
"ion 

parent, puis à lui donner une énergie
suffisante pour le fragmenter [20]. La sélection s'opère en excitant tous les ions,
sauf l ' ion intéressant jusqu'à un rayon qui excède les dimensions de la cellule.
Lorsque l'éjection doit se faire à des masses proches, il vaut mieux utiliser une
excitation SWIFT [21] pour obtenir une sélectivité optimale.
Après avoir sélectionné les ions parents, diverses méthodes sont envisageables
pour les fragmenter [0] : parmi elles, la dissociation induite par collision (CID')

'  CID :  Col l is ion- lnduced Dissociat ion
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[22],la dissociarion par impact sur une surface (sID') 1231, Ia dissociation des

ioni par irradiatior non-résonante prolongée (SORI3) Q4l ou encore la

photoiragmentation. Dans le cas de la CID, les ions sélectionnés doivent ensuite

ètre accélérés en présence du gaz de collision, et leur degré de fragmentation

dépendra de leur énergie cinétique. On obtient ensuite,un spectre ions fils , un

de ces ions peut être à son tour sélectionné pour être le parent d'une génération

suivante. La FTMS est une des rares techniques qui permet cette méthode dite

de MS/MS (voir figure III. 9).

M: H-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH

(rfti+rlr!.Aryr
(llH.tltt3.AryoX)'

c)

d)

Figure III.9 : Expériences de MSa montrant la dissociation des ions de la bradykinine
(t iré de la référence [10]) :

a )Ion bradykinine protoné [M+H]-
b ) Dissociation de [M+H]*. perte de NHr et de HzO

c ) Dissociation de [M-NHr/H:O+HI*, perte de l 'arguinine

d )  Dissociat ion de [M-NHr-Arg+H]* '

t SID , Surfàce-Induced Dissociation
I SORI : Sustained Off-Resonance Irradiation
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1.3.1.3. Etude de la réactivité en phase gazeuse :
réaction ionlmolécule

Pour effectuer des réactions entre les ions et des molécules neutres. il faut tout
d'abord sélectionner I'ion réactif comme précédemment. Ensuite, la molécule
réactive est introduite dans la cellule en phase gazeuse. I1 peut s'agir soit d'un
solide qui sublime dans la cellule, soit d'un gaz ou d'une vapeur introduit au
moyen de vannes de fuite ou de vannes pulsées. Les réactions peuvent alors être
étudiées sur des temps variant de quelques microsecondes à plusieurs dizaines
de secondes. C'est ainsi que I'on peut déterminer par exemple des échelles
d'affinités protoniques 1251, des constantes de vitesses de réactions ou
d'équilibre ll2l. Les ions réactifs peuvent également être excités afin d'obtenir
des énergies cinétiques pennettant aux réactions de s'effectuer.

1.3.2. Les caractéristiques

1.3.2.1. Performances

- La très haute résolution (R > 1 500 000 à la masse 1 000), permettant
la séparation d'ions isobariques [26].

- Le temps d'analyse est relativement court, sauf cas particulier. La
préparation de l'échantillon, sa mise en place dans la chambre
d'échantillonnage et l'établissement du vide prennent entre 15 à 20
minutes. L'analyse proprement dite, suivie de I'enregistrement du
spectre de masse dure une seconde.

- Détection non destructive, permettant la technique dite de
remesurement du signal de I'ion afin d'augmenter la sensibilité de
l'appareil (< 1 amol) 1271.

- Technique adaptée pour étudier des réactions ion/molécule [28],
possibilité de faire de la MSn.

- Analyse d'échantillon massif.

- Possibilité de couplage LCr. HPLC ( source externe) 1291.

Le champ d'applications est tellement vaste, que nous n'en citerons que
quelques exemples qui nous semblent importants : analyse de mélange complexe
(pétrochimie), analyse de surface (sidérurgie, bâtiment), analyse de polymères

'  LC : Liquid Chromatography
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La cellule du spectromètre est limitée dans le plan x, y par les plaques de

d'

4

(industrie de I'emballage), analyse de peptides et séquencage de I'ADN

(biologie, génie génétique), détermination de structure macromoléculaire
(chimie organique), détection et identification d'espèces biologiques à des

niveaux de concentrations cellulaires (pharmacologie).

1.3.2.2. Limites

a ) Limitation en masse

détection et d'excitation. Il est clair que la limite
que l'on peut piéger, est celle pour laquelle le
ions atteint la distance d entre les plaques.

q'.8' .
rrl,,- =

ultime de masse des ions
diamètre de giration des

2k.T
avec k : constante de Boltzmann

T : température absolue

En fait, la nécessité d'exciter les ions pour obtenir un mouvement

cohérent, entraîne un rayon limite des ions détectables nettement inférieur

d dlz. De ce fait, la masse limite expérimentale se situe aux alentours de

5 000 uma pour un aimant de 3,04 Tesla.
Cette limitation en masse, peut être un handicap, lors de I'analyse de bio-

molécules qui ont des masses moléculaires très élevées. Cependant les

nouvelles générations d'appareil permettent de mesurer des masses

ioniques -,rlti.hurgées, et à;atteindre des masses supérieures à 108 uma

par couplage électrosprayÆTMs [30].

b) Autres limites

- L'analyse demande la maîtrise de nombreux paramètres ayant une

influence sur la formation et la détection des ions. Une automatisation

de la séquence d'analyse n'est pas possible.

- Sensible à l'énergie cinétique des ions. Les ions qui ont une énergie

cinétique élevée (hautes masses) sortiront de la cellule et ne seront pas

détectès. Il existe cependant des stratégies pour contrer cet inconvénient

(refroidissement des ions par collision avec un gaz tampon, couplage

d'une source d'ionisation externe, .. ').
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- La conservation de I'aimant supraconducteur à 4 K nécessite
1'utilisation de fluides cryogéniques (hélium er azote liquide)
relativement onéreux.

- Les produits présentant une tension de vapeur trop faible, se vaporisent
dans ''enceinte du spectromètre sous ultravide.

- Dans la majorité des cas, I'analyse est semi quantitative,
l'excitation n'est pas uniforme. cependant, certaines études
démontré la possibilité d'une quanrification [5].

car
ont

U. Les analyses LDI/MALDI couplées ù la FTMS

Comme nous I'avons vu précédemment, le spectromètre de masse à transformée
de Fourier apparaît être un formidable outil analytique. Cependant, dans
I'optique d'une étude sur des mécanismes de désorption laser, le couplage d'une
source d'ionisation photonique à la FTMS, nécessite des étapes d'optimisation
avant analyse. En effet, la qualité de la préparation des échantillons, le réglage
de divers paramètres laser et l'élaboration d'une séquence d'analyse FTMS,
pourront grandement influencer I'image spectrale finale.

11.1. Préparation des échantillons

IIJ.I. Les sondes moléculaires

Afin de comparer le mécanisme d'ionisation de la désorption laser assistée par
matrice (MALDI) à celui de la désorption laser classique (LDI), nous avons été
amenés à étudier trois grandes familles de composés photochromiques, qui se
différencient par les propriétés suivantes :

a) Spirooxazines 131,321 :

C22H2eON2
M=328

t07 -

indoline naphtoxazine
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Données spectrocinétiques :
A 25'C dans le toluène [33]
c=5 .10 -oM

b) Spiropyranes [34,35] :

indoline

Données spectrocinétiques :

A 25"C dans le toluène [36]

c=5 .10 -6M

PréParation des échantillons

-  Ko (t- t)  =0,54
- À,nu* (colorée) = 594 nm
- Ao = 1,08
- t tnorz) = 515 min

CrsHrsOrNu
M-322

nitrobenzopyrane

-  Ko (t- ' )  =0,023
- À'u* (colorée) = 598 nm
-Ao=4,0

c) t2Hl-Chromène [37,38 ] :

Au cours de ce
thermiquement
analysées :

travail. deux autres
irréversible (forme

Données spectrocinétiques :

A25"C dans le toluène [38]

c  =  2 .5 .10 -6  M

biphényl

molécules présentant
ouverte permanente)

- r08-

naphtopyrane

-  Ko (s- ' )  =  0 ,1
- À,,'u* (colorée) = 432 nm
- Ao = 0,84
- t \Aotz) = 460 min

CzsHrsO
M=334

un photochromisme
ont été également
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d) Forme ouverte pernanente obtenue par synthèse organique [40] :

benzothiazoline C l7H1aOaN2S
M=342

e) Forme ouverte pernanente induite par inadiation laser UV d'un
spirobenzopyrane particulier, auquel on a ajouté un sel alcalin (M*) :

Me I\zf et UV -
Visible

C3sHa6O yeN2

M=684

Cette molécule (spirobenzopyrune + éther couronne l5c5r) synthétisée par
Inouyé et al. (Université d'Osaka, Japon) l4ll possède la particularité,
contrairement au spirobenzopyrane de base, de rester en conformation forme
ouverte permanente, après irradiation UV et ceci uniquement en présence de sel
alcalin (LiCl). Il semblerait que le cation alcalin, piégé entre l'éther couronne et
le groupement oxyéthylène, change la configuration électronique de la molécule,
rendant ainsi impossible le retour à la conformation initiale (forme fermée) par
voie thermique. Seule une irradiation dans le visible (> 480 nm), permet le

'  l5C5 : l5 atomes inclus dans la couronne dont 5 d'oxygène. En 1967, Pedersen a mis en évidence leur aptitude
à complexer  les cat ions a lcal ins [42]
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retour à la forme fermée. Nous aborderons plus en détail cette particularité, qui

permettra lors de la présentation des résultais, de comprendre le mécanisme du

transfert protonique (etlou d'atomes d'hydrogène), observé en MALDI (voir

Chap. V).

rhotochromes étudiés lors de ce travail

ont été réalisées par l'équipe du Pr'

Matériaux Organiques, Modélisation)' à

ces molécules photochromiques sont utilisées sans être purifiées, car la majeure

partie de ces composés était en quantité insuffisante pour une nouvelle

recristallisation avant analyse'

11.1.2. Les matrices

En référence au chapitre I, nous avons vu que le choix de la matrice est un

critère prépondérant luant à 1a réussite d'une analyse MALDI' En effet' c'est

elle quipurti.ip" à I'iônisation dite 
"douce" de I'analyte (molécule cible) et donc

facitite sa détection en spectrométrie de masse'

Afin de connaître le rôlè de ra matrice au cours du processus d'ionisation de la

méthode MALDI, nous avons testé les trois grandes fa lles de matrices solides'

11.1.2.1. Les matrices acides

nique dans les travaux de Karas et

rle d'autres matrices organiques ont été

les dérivés de I'acide benzoÏque et

.es acides faibles. La faculté de donner

;tion acide carboxylique) permet à une

de s'ioniser par protonation' Pour notre

étude, nous avons essentiellement travaillé avec les matrices les plus

lgit de I'acide nicotinique, I'acide 3-

tue) et I'acide 2,5-dihydroxybenzoique
âire, le solvant utilisé, ainsi que le pKa

s sont répertoriés dans le tableau III'3'

-  l l 0 -
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Formule

cooH

'aY
i l t\*z
Acide

nicotinique

r-^'a*n

raY'-o*X
e.ioire.utiqu.

Masse Molaire
(g.mol- ' )

Solvant pKa
mesuré

M-r23 HzO 4,9

M = 194 MeOH 3,9

M = 154 MeOH 3.6
cH

2,5-DHB

Tableau III.3 : Matrices acides utilisées pour notre étude en MALDI.

Des deutérations ont été pratiquées sur I'acide nicotinique et I'acide 2,5-DHB.
Ces expériences, nécessitant à travailler sous atmosphère d'azote, ont été
réalisées au Laboratoire de Méthodologie et Synthèse Enantiospécifique de
Biomolécules (Nancy I), en mélangeant en proportion stæchiométrique D2O et
la matrice acide. Pour les besoins de I'interprétation des résultats, nous avons dû
utiliser I'ester méthylé de I'acide nicotinique, acheté chez Aldrich.

11.1.2.2. Les matrices basiques

Le premier spectre MALDI d'insuline bovine enregistré en FTMS a été obtenu
en utilisant comme matrice la 4-nitroaniline 1441. I semble donc que la fonction
acide carboxylique ne soit pas un critère nécessaire. Il apparaît que ces
composés présentent un caractère acide marqué, à l'état excité, ce qui rend ainsi
possible la protonation des molécules cibles [45]. De plus le caractère basique
de la matrice permet dans certains cas l'analyse de molécules cibles acides.
L'analyse dans ce cas est réalisée en mode négatif, car I'ionisation se fera
préférentiellement par déprotonation [46]. Les matrices basiques utilisées en
MALDI sont regroupées dans le tableau III.4.

l l l  -



Clutpitre tll : Méthodologie Préparation des échantillons

Formule Masse Molaire Solvant pKa
mesuré(g.mol- ' )

M= 138 MeOH 2.5

M= 138 MeOH

4-nitroanil ine
*'"a*r""' "'"a*r""'

M_2T4 MeOH
1,8-b is-

idiméthylamino)-
naohtalène

Tableau III.4 : Matrices basiques utilisées pour notre étude en MALDI'

Valeurs données dans le Handbook of Chemistry and Physics,73'd edit ion '  1992-1993, 8-37'

Les matrices 3- et 4-nitroaniline possèdent des acides conjugués relativement

torts.

11.1.2.3. Les matrices PolYmères

Les avantages des matrices polymères résident dans le fait qu'elles sont

insensibles aux polluants atcâtini (possibilité de lavages avant analyse) et

surtout donnent une quatité de dépôt remarquable, assurant par la même une

bonne reproductibilité des résultats MALDI [47]. Nous avons réalisé toutes nos

études tut lu nitrocellulose [48] (voir tableau III'5)'

Formule Masse Molaire Solvant

N H e

3-nitroanil ine

N H z

r2

MeOH

Nitrocellulose

Tableau III.5 : Matrice polymère utilisée pour notre étude en MALDI'
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Les valeurs de pKa indiquées dans les tableaux ci dessus, ont été mesurées par
dosage acido-basique au laboratoire V9l. Toutes les matrices MALDI ont été
commandées chez Aldrich Chimie (France) et sont utilisées sans purification
préalable. Nous rappelons que l'analyseur FTMS ne permet pas d'analyser des
échantillons liquides (ultravide), c'est pourquoi nous n'avons utilisé que des
matrices se présentant sous forme solide.

11.1.3. Caractérisation des échantillons
p ar sp e c tr op hoto mé trie u v -visible

En désorption laser (LD), la détermination des bandes d'absorption des
différents échantillons à analyser est importante, car c'est elle qui nous
permettra d'avancer une hypothèse de mécanisme d'ionisation. En MALDI, le
choix de la matrice semblerait être conditionné par un coefficient d'extinction
molaire élevé à la longueur d'onde du laser incident. C'est pourquoi, nous avons
effectué des mesures d'absorbance sur les photochromes et les différentes
matrices utilisées en MALDI. Ces mesures ont été réalisées sur un
spectrophotomètre UV-Visible Lambda 14 (Perkin Elmer).

Les absorbances ont été mesurées à longueur d'onde fixe. Ces mesures ont été
effectuées à 248, 266 et 355 nm, correspondant aux longueurs d'onde des lasers
d'ionisation excimère KrF, Nd:YAG quadruplé et Nd:YAG triplé en fréquence.
Les mesures à I93 nm n'ont pas été possibles en raison de fluctuations
importantes de la lecture en dessus de 200 nm.
Les coefficients d'extinction molaire des différents échantillons sont répertoriés
dans les tableaux III.6 et III.7 (voir annexes A et B).

Composé photochromique
c=10-5M

Coefficients d' extinction
molaire (l.mol-r.cm-r )

248 nm 266 nm 355 nm

Solvant

Spironaphtoxazine
Spirobenzopyrane
Chromène
Spiro l5C5
Forme ouverte

35 m0

33 m0

63 000

3 000

3 000

16 000

33 m0

25 m0

I 000

l 000

THF
THF
THF

CH3CN
MeOH

5 000

8 000

6 000

l 000

2 000

Tableau III.6 : Coefficients d'extinction molaire des molécules cibles.
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Matrices MALDI
Coeffi cients d' extinction

. .  . - 1  - 1 ,
molaire ( l .mol ' .cm ')

248 nm 266 nm 355 nm

solvant

Acide nicotinique
Acide férulique
Acide 2,5-DHB
3-nitroaniline
4-nitroaniline
Eponge à proton
Nitrocellulose

c = l0-a M

c = l0-+ M

c = l0-a M

c = l 0 t M

c = 1 0 - t M

c =  l 0 - s M

2 nre/ml-

2200

2 500

2 100

24 000

14 000

20 000

0

3 000

6 000

0

19 000

t0 000

5 000

0

0

9 000

2 000

2 000

24 000

3 000
0

HzO
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH

Tableau III.7 : Coefficients d'extinction molaire des matrices MALDI utilisées.

Le coefficient d'extinction molaire de la nitrocellulose n'a pas pu être mesuré,

car la masse de ce polymère n'est pas connue. Cependant, le spectre

d'absorption de la nitrocellulose montre une seule bande d'absorption forte, aux

alentours de 200 nm.

Les paramètres d'acquisition des spectres sont les suivants :

Gamme de longueur d onde 190-400 nm

Vitesse de balayage 120 nm/mm
lntervalle d'échantillonnage 0,5 nm

Bande passante 0,5 nm
Longueur de la bande Passante 3 nm

Tableau III.8 : Paramètres d'acquisition des spectres d'absorption UV.

11.1.4. Dépôt LDI

Deux rypes de porte-échantillons ont été utilisés lors des études par désorption

ionisation laser directe sur support (sans matrice). Le premier, en aluminium

(voir figure III.10.a), possède une légère cavité centrale qui permet de déposer

des échantillons en solution et de sécher le dépôt. Le second, en acier

inoxydable (voir figure III.10.b), est prévu pour y fixer des échantillons solides à

I'aide d'un adhésif autocollant aluminé.

-  114  -
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Figure III.10 : Porte-échanrillons LDI de la FTMS.

Des tests préliminaires ont montré qu'il n'y avait aucune différence spectrale
entre ces deux types de dépôt. Nous avons donc choisi d'effectuer nos dépôts
LDI sur le second porte-échantillon (b). En effet cette méthode comporre
plusieurs avantages par rapport à la mise en solution, qui sont les suivants :

- Simplicité : une pointe de spatule de produit est déposée à la surface de
la bande autocollante. Une simple pression de la spatule sur cette
bande, suffit à fixer le composé.

- Rapidité : pas de protocole de nettoyage, la bande aluminée est retirée
après analyse et remplacée par une autre.

- Non polluante : pas de risque de polluer I'analyte avec un solvant
contenant des impuretés.

Il a été nécessaire cependant, de vérifier que la colle de la bande aluminée ne
provoquait pas d'interférences ou de pics de masse parasites, pouvant être
confondus avec ceux des produits analysés.

11.1.5. Dépôt MALDI

Le porte-échantil lon MALDI (figure III.l l) quant à lui, est en inox et possède
cinq cavités, dont les dimensions permettent de déposer un volume maximal de
5 ttl- d'échantillon. L'énorme avantage par rapport au porte-échantillon LDI
(figure III.l0.a) réside dans la possibilité d'analyser, dans les mêmes conditions
expérimentales, cinq dépôts qui peuvent être différents. La canne de transfert est
centrée sur la cavité, se trouvant au milieu du porte-échantillon. Ainsi, en
modifiant la position de la canne de transfert à I'aide de micromoteurs pilotés
par ordinateur, on peut atteindre les quatre autres cavités avec une remarquable
précision, grâce à la visualisation sur écran vidéo.

i l 5  -
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Figure III.11 : Porte-échantillon MALDI de la FTMS'

En MALDI, la préparation du dépôt est une étape importante, voire même

primordiale. Il existe, comme nous l'avons vu dans le chapitre I, plusieurs

iuçonr de déposer les échantillons. La technique de préparation des échantillons

chôisie, est celle dite de 
"l'évaporation 

rapide , effectuée en deux étapes [50].

La matrice est solubilisée dans un solvant adéquat (voir tableau III.7). 2,5 [t'L de

solution surnageante (solution saturée en matrice) sont déposés sur le porte-

échantillon MALDI. Le solvant, s'il s'agit du méthanol (très volatil), s'évapore

très rapidement, permettant ainsi I'obtention d'une couche de cristaux plus ou

moins homogène. Lorsque, I'eau est employée comme solvant, elle est évaporée

sous vide primaire grâce à une petite enceinte reliée à une pompe à vide à

membrane (10-'Torr).

2.5 1t"L d'une solution de photochromes à 10-' M dans le THF ou CH3CN (voir

tableau III.6), sont alors déposés sur les cristaux de la matrice. On constate une

redissolution partielle de ces derniers, perrnettant après séchage à I'air ambiant,

une co-cristallisation en surface entre la matrice et les molécules cibles. L'étape

de la co-cristallisation, est suivie sous loupe binoculaire afin d'apprécier la

qualité du dépôt. Elle doit répondre à deux critères importants : une germination

rapide (facilitée par un faible volume déposé) et une homogénéité d'ensemble.

La germination est d'autant plus rapide, si le porte-échantillon comporte des

aspérités en surface [51].

Ce protocole d'échantillonnage aété dicté d'après des résultats préliminaires. En

effet, en inversant I'ordre des dépôts ou en utilisant la méthode dite de la goutte

séchée (dépôt d'un mélange matrice/analyte en solution) [43], la qualité du

spectre ,'.n trouue modifiée. Parallèlement des essais en variant le rapport des

concentrations analyte/matrice, ont montré qu'un rapport 1/100 offrait les

meilleurs résultats. Malheureusement, nous ne pourrons pas quantifier ces

différences, car la technique MALDI est beaucoup trop fluctuante. Dans le cas

l 16 -
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de l'étude des photochromes, on se rend compte que la méthode de déposition
en deux étapes, offre une meilleure reproductibilité des résultats.

Le nettoyage du porte-échantillon est effectué selon le protocole suivant :

l. rinçage au MeOH et essuyage à I'aide d'un chiffon en papier.
2. passage aux ultrasons pendant 15 minutes dans 100 mL d'un mélange

eau, MeOH, acide acétique (1: l :1).
3. rinçage au MeOH et séchage à I'air.

Une fois que le dépôt est réalisé et visualisé sous la loupe binoculaire,
I'expérimentateur peut donc contrôler et optimiser les paramètres laser pendant
que le vide se fait dans la chambre d'échantillonnage.

11.2. Contrôle et optimisation des paramètres laser

Les lasers d'ionisation que nous avons couplés au spectromètre de masse à
transformée de Fourier sont les suivants :

- Un laser excimère : Les lasers excimères sont des lasers pulsés à gaz,
émettant dans le domaine spectral de I'UV. Le milieu laser est un
mélange de gaz contenant un gaz rare, un halogène et le tampon. La
plupart des lasers excimères sont pompés par une décharge électrique
qui conduit à la formation d'excimères. Les excimères utilisés sont
ArF et KrF, émettant respectivement à 193 et 248 nm.

- Un laser Nd:YAG : Ce laser solide utilise comme émetteur les ions
trivalents de néodyme (Nd3*) présents à l'état de dopants dans un
cristal de grenat d'alumine à I'yttrium (Yttrium Aluminium Garnet:
Y3AI5O12). Le pompage d'un tel laser est habituellement effectué en
soumettant le barreau cristallin à un pompage par lampe flash.
L'émission dominante du laser Nd:YAG se trouve à Ào = I 064 nm
(Infrarouge), mais il est possible de générer les : deuxième ()u - 532
nm), troisième (À = 355 nm) et quatrième harmonique (1" = 266 nm) de
cette longueur d'onde fondamentale, à l'aide de cristaux doubleur ou
tripleur en fréquence (KDP'). Ainsi, on peut déplacer l'émission de
l'infrarouse à I'UV en fonction de la rnatrice util isée.

117  -
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La longueur d'onde et le temps d'impulsion sont spécifiques au type de laser

utilisé ivoir tableau III.1). D'autres paramètres ont dû être contrôlés afin d'avoir

une idée précise de I'irradiance déposée sur nos échantillons.

II.2.l. Mesure de l'énergie

La mesure de l'énergie d'un faisceau laser est réalisée au moyen d'une cellule

pyroélectrique, fabriquée en méta|, permettant ainsi d'obtenir une forte

diminution des interférences électromagnétiques.
En fait, la tête de la cellule est composée d'une céramique pyroélectrique, d'un

dissipateur calorifique et d'un revêtement absorbant constitué de noir de carbone

fiiué.
Le principe est le suivant : la lumière arrivant sur le revêtement absorbant, est

transformée en chaleur, qui traverse la céramique pour arriver jusqu'au

dissipateur catorifique. La céramique produit alors une tension proportionnelle à

la variation moyenne de température de la céramique.

Au cours de ce travail, nous avons utilisé une cellule Gentect (EU 200). Ce type

de cellule est couplé à un oscilloscope qui indique la tension atteinte lors d'une

impulsion laser (Vru"). L'énergie est alors calculée par la relation :

E_
vlu.

Facteur de calibration

où le facteur de calibration est une donnée du constructeur, stable dans le temps.

En fait, pour la cellule ED 200, utilisée au laboratoire, la conversion entre la

différence de potentiel et l'énergie est donnée par :

lmV=90trJ

Cette cellule, d'une grande sensibilité, ne supporte pas plus d'une centaine de

mJ, au-delà de ces valeurs, elle risque d'être fortement endommagée. Des

mesures de fluctuation de l'énergie laser (sur 50 tirs) ont montré des écarts de

I'ordre de 10 7o svl le laser Brilliant et de 5 7o sur I'excimère.

En pratique, l'énergie laser sur le Brilliant peut être modulée en jouant sur le

t.*p, de déclenchement de la cellule de Pockells (responsable de la distribution

guussienne de l'énergie laser), à I'aide d'un potentiomètre. Sur le laser excimère'

I'énergie est proponi,onnelle à la valeur de la tension appliquée sur les capacités,

respoÀables de la décharge électrique. Cette valeur est choisie à I'aide d'un

ordinateur.

-  l l 8  -
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Il est important également de vérifier au cours de I'analyse, si celle-ci dure
plusieurs heures, la stabilité de l'énergie laser au cours du temps, car selon le
type de laser, cette variation peut atteindre plus de 30 Vo.

11.2.2. Contrôle du profil laser

La vision d'un faisceau laser apporte les deux indications suivantes :

- la forme du faisceau,

- I'homogénéité du faisceau ou la présence de points chauds.

Avant chaque analyse, il est donc nécessaire de contrôler ces deux points
importants. Cela peut se faire rapidement (contrôle qualitatif) en insérant, entre
I'entrée du hublot de la FTMS et le télescope, un papier photosensible qui
donnera I'empreinte du faisceau laser en temps réel. Un réglage minutieux des
prismes et des optiques de la platine optique externe permettra alors l'obtention
de I'empreinte voulue.

Il est également possible d'effectuer des contrôles quantitatifs ; au laboratoire
nous disposons pour cela d'un profilomètre (EXITECH) et d'un logiciel
(Profile256t"). Ce logiciel permet d'établir un bon diagnostic du profil du
faisceau laser en le visualisant sur l'écran d'un ordinateur. Il est également
utilisé pour représenter les profils en 3D : il permet donc d'obtenir des données
sur la forme du faisceau, sur son énergie et sur son homo généité. Le profil du
laser excimère apparaît conforme à la théorie, il est très homogène et de forme
rectangulaire". L'optique sur la FTMS étant optimisée pou, ,".évoir un faisceau
lumineux de forme circulaire, un diaphragme est placé devant la platine optique.
Pour le YAG Brilliant, 1à aussi, on est très proche de la théorie : il a une forme
gaussienne, compacte, et ne présente pas de points chauds. Ces points chauds
signifieraient que nous aurions une forte densité d'énergie sur une petite surface
du faisceau laser. Ils peuvent induire par conséquent, des mécanismes
d'interaction laser-matière, différents de ceux escomptés. Mais ce risque est
minimisé, puisque tous nos faisceaux laser arrivent perpendiculaire à la surface
de 1'échantillon, donnant ainsi une répartition optimale de l'énergie.

En pratique. ce type de contrôle est effectué lors d'achat d'un nouveau laser ou
lorsqu'après un contrôle sur papier photosensible, un problème d'homogénéité
est détecté.
Pour notre étude, nous nous sommes contentés de contrôles qualitatifs. Les
critères étaient les suivants : spot laser de forme circulaire, homogène (pas de
points chauds) et intense avant l'entrée hublot FTMS.
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Clnpirre III : Méthodologie Contrôle et optimisation des paramètres laser

11.2.3. Etalonnage de l'irradiance laser

C'est en maîtrisant ce paramètre que I'on va se placer dans des conditions

d'ionisation dites douces : la désorption laser.
On rappelle que I'irradiance laser (ou densité de photons) est définie de la façon

suivante :

Irr = (W.cm-2)
S.T

E

avec : E = énergie de I'impulsion laser déposée sur l'échantillon (J)

S = surface de I'impact laser sur échantillon (cm')

t = durée de I'impulsion laser, en seconde (s)

L'interface laser sur la FTMS est équipée d'un télescope permettant de focaliser

ou d'agrandir la surface du spot laser. Ainsi, en gardant une énergie laser

constante sur l'échantillon, il est possible de moduler I'irradiance laser, puisque

que la durée d'impulsion est constante (donnée constructeur).

ôette façon de prôcéder réduit les chances d'avoir des points chauds, car lors de

la défocalisation du télescope (agrandissement de la surface irradiée), nous

conservons toujours le même nombre de photons.

L'étalonnage de l'irradiance est réalisé en travaillant sur un film mince de PETr.
pour chaqui défocalisation du télescope, les diamètres d'impacts laser obtenus,

sont mesurés sous contrôle d'un microscope optique. Un exemple d'étalonnage

de l'irradiance sur la FTMS à266 nm est donné dans le tableau III'9'

Tableau III.9 : Etalonnage de I'inadiance laser FTMS à 266 nm.

Après contrôle et optimisation des paramètres laser, I'expérimentateur devra' à

l'àide du logiciel Oâyssey, élaborer une séquence d'analyse, qui devra à son tour

être optimisée.

Position du télescoPe Foc -2 tours -4 tours -8 tours - l0 tours - l5 tours

énersie entrée hublot (mv)

énergie (prJ)sur échantillon
transmission oPtique = 0,38

r88 188 188 188 188 188

diamètre d'impact en Pm l 5 60 180 420 560 940

temps d' impulsion en ns 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3

calcul de la surface en Pm- 177 2 827 25 441 138 544 246 301 693 918

calcul de I ' i rradiance en W/cm- 2,5 .10 1 ,5 .10 1 .7  . l 3.2. r 0 I  , 8 .  l 0 5,0.  I

'  PET :Polyéthylène térèphtalate
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Clnpirre III : Méthodologie Optimisation de la séquence d'analyse FTMS

11.3. Optimisation de la séquence d'analyse FTMS

La séquence standard utilisée pour I'analyse LDI et MALDI de sondes
moléculaires photochromiques est la suivante (voir figure III.l2) :

Ionisation
laser

pulse laser
5 n s

Ejection
sélective

Excitation

Détection et
acquisition du
signal

Quenchr
(nettoyage)

0.00 | 0. | 2 0.00 | 2 0.0006 0.012 0.0002 0.002 0.9 temps total = 1.037 s

Figure l l l . l2: Séquence d'analyse FTMS uti l isée lors des analyses par LDI et MALDI.

Nos lasers sont optimisés pour fonctionner à I Hz, c'est pourquoi nous ajustons
toujours le Dlq, afin que la durée de la séquence d'analyse soit égale au
minimum à I seconde.

'  
Quench : I l permet en appliquant un fort potentiel (de I 'ordre de l0 volts) sur les plaques de piégeage de purger

la cel lu le de tous les ions rés iduels qu 'e l le  cont ient
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Chapitre III : Méthodologie Optimisation de la séquence d'analyse FTMS

Nous avons donc recherché quels étaient les paramètres FTMS importants pour

notre étude. Une séquence optimale, doit répondre essentiellement à deux

critères :

11.3.1. Limitation du nombre d'ions dans la cellule

Une accumulation trop importante d'ions dans la cellule FTMS peut être un

frein à I'obtention de spectres présentant une bonne résolution et un bon rapport

signal sur bruit (S/N) t521.

En effet, la présence d'un nombre important d'ions de même masse dans la

cellule, peut induire des effets de charges ou des répulsions entre les ions' Ces

phénomènes sont synonymes de dégradation du signal. Ce paramètre est

d'autant plus sensibie dans la configuration de la microsonde du laboratoire

LSMCL, puisque les lignes de champ électrique dans la cellule source ne sont

pas parfaiiement parallèlles lorsque le potentiel de piégeage des ions est appliqué

(ceci est dû au t'ait de la présence duporte-échantillon légèrement à I'intérieur

de la cellule côté source). Du fait d'une source d'ionisation interne, nous ne

pouvons pas contrôler aussi facilement l'abondance des ions produits lors d'une

irradiation laser, contrairement à une source externe [53]. Cependant, différents

paramètres d'atténuation (potentiel de piégeage, filtre d'atténuation de

l'excitation RF, filtre d'atténuation du signal en détection) permettent de limiter

le nombre d'ions dans la cellule, à la fois, lors de l'excitation et lors de la

détection. Nous pouvons également éjecter un ou plusieurs types d'ions' C'est

ce que nous uuon, fait en émettant un" gu*e de radiofréquences appropriées

coràspondant à I'intervalle de rnurr., (17-100 uma)' Ceci nous a permis

d'éjecier les ions de basse masse, et notamment ceux correspondant aux cations

ut.âtin, (Na*, K*) provenant de la matrice ou parfois du solvant résiduel

adsorbé.

11.3.2. Limitation du temps global de l'analyse

La différence fondamentale existant entre une microsonde FTMS et un appareil

à temps de vol (TOF), couramment utilisé en MALDI t541, est la durée de

l'analyse. En effet, si I'enregistrement complet d'un spectre de masse en TOF

dure quelques centaines de microsecondes, il est de plusieurs dizaines de

millisecondes en FTMS.
Or, les molécules étudiées peuvent être instables si I'augmentation de leur

énergie interne, lors de I'ionisation, est trop importante' Il J 
a alors des

fiagmentations, rendant I'interprétation spectrale plus difficile' En tout état de
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Clnpitre III : Métltodologie Optimisation de la séquence d'analyse FTMS

cause, plus le temps d'analyse est important, plus les risques de fragmentation
par collision sont élevés.
La réduction de la durée globale de la séquence a été obtenue grâce à la
limitation de deux paramètres :

- les écarts de temps (ou délais) qui existent entre les différents
événements d'une séquence (ionisation, excitation, détection, ...),

- les gammes de masses excitées et détectées.

Tout d'abord, les différents délais (dont le principal est le temps variable Dl:),
qui se situe entre la fin de I'ionisation et le début de I'excitation des ions, est
tixé à 0 s. De ce fait, le temps entre ces deux événements est réduit au temps de
l'éjection des ions de basse masse. Un délai incompressible de 200 ps environ,
est appliqué entre I'excitation et la réception pour éviter d'enregistrer I'influence
des plaques excitatrices sur les plaques de détection.
Enfin, toujours pour obtenir un temps total d'investigation le plus court possible,
la gamme de masses excitées et détectées a été limitée (voir tableau III.10).
L'enregistrement des spectres de masse se faisant sur 64 Koctets, la réduction de
la plage en masse permet également une meilleure résolution spectrale.

En définitif, les paramètres de la séquence peuvent être résumés de la façon
suivante :

Paramètres Valeurs
Confisuration Porte échantillon interne

Ionisation laser UV seult l r
Potentiel de piésease (V) + 1,5 (ion positif) -2,0 (ion négatif)

Dlr(ms) 0
Vitesse de balayage de la RF (Hzlps) 2200

Atténuation de la RF (dB) 0
Ejection des ions de masse (uma) r7-100
Gamme de masses excitées (uma)
Fréquences correspondantes (Hz)

l t  2 000
2670202 23290

Temps d'excitation (ps) | 200
Détection à partir de la masse (uma)

Fréquence correspondante (Hz)
r00

941  176
Atténuation du signal (dB) LDI

20
MALDI

5
Nornbre de points (numérisation) 65 536

Durée de la détection (ms) t2 ,85

Tableau III.10 : Paramètres de la séquence F|MS pour I'analyse LDI et MALDI.

L'atténuation du signal
réalisée à partir de

en LDI est plus élevée qu'en MALDI, car I'analyse est
pur. Une valeur faible, provoquerait des

- t23-

produit



Clrtpitre III : Instrumentatiott et Méthodologie Conclusion

dédoublements de pics de masse, due à une trop forte abondance d'ions dans la

cellule, occasionnant ainsi des fluctuations sur les fréquences cyclotroniques par

eff'ets de charges.

nI. Conclusion

La spectrométrie de masse à transformée de Fourier connaît à I'heure actuelle un

développement important. Ses principaux atouts : la très haute résolution en

masse èi lu potriUlilte d'étudier plusieurs générations d'ions successives (MSn),

en fbnt un outil analytique hors pair.

Son couplage avec une source laser, datant de plus d'une dizaine d'années, rend

cette technique encore plus polyvalente. De I'analyse de surface par LDI, à

I'analyse de biopolymères par MALDI, elle trouve de nombreuses applications

variées.

Tout au long de ce chapitre, nous avons tenté de donner le maximum

d'informations au lecteur, afin de mieux cemer les problèmes susceptibles de se

produire lors d'une analyse par LDI et par MALDUFTMS.

Pour cette étude, portant sur les processus physico-chimiques intervenant en

MALDI, nous avons consacré une part importante à l'explication de la

préparation des échantillons, aux contrôles des différents paramètres laser, ainsi

qu'à I'optimisation de la séquence d'analyse FTMS. Ces renseignements seront

utiles à une meilleure compréhension des résultats.

* * *

t24 -



Bibliographie

hvs. Lett.. I97 4, 25, 282.
ipectom., 1996, 3 l, 58 l.
Spectrom', 1997, 8, 225'
.379 .
)hem.,1997,69,2914.
r. Weil et C'L' Wilkins, Org' Mass Spectom''

1986 '  5 '  lo7 '  
t v .1997.
Mass SPectrom. Rev.,1994, l3' l05'
rom. Ion Proc., L995, 146,261 '
Scott, J. Yao, S' Cui et C'L' Wilkins, Mass

sm.,1991, 63,215A'
:r Transform in NMR, OPtical and Mass
)90.
lletier, Brevet n" 88-09438 Protection France'

:iller, A' Eberhardt et S' Dominiak, Brevet no

31 .
eil et J. Campana, J. Proceedings of the 24"'
'Ashvil le, San Francisco press, 1989, 3l 1'

Weil et M. Johnston, Rapid Commun' Mass

Spectrom., 1988, 2, | 46.

i iZl n.C. Marshall, Int. J. Mass Spectrom.lon Proc.,1996, 157/158, ix'

I l8l C. Giancaspro, F.R. Verdun et J.F. Muller' lnt' J ' Mass Specyom' Ion Proc'' 1986' 12'

63.
, Anal. Chem.,1986, 58,2935'
tl. Chem. 1994, 66, 1363'
'ctrom. Ion Proc.,1996, 157/158, 5'
Marshall, Anal. Chem-, 1994, 66, 4385'
1990, 62,1295.
S. Guan et A.G. Marshall, Anal' Chem'' 1996'

68 ,3718 .
t25l M. Decouzon, J.F. Gal, M. Herreros, P.C. Maria, J. Murrell et J'F'J' Todd' Rapid

Commun. Mass Spectrom., 1996, 10, 242'
Anal. Chem', 1993, 65, 7 84'
.997,69 ,  l .
>hysical ChemistrY, L989, l, 65'
p"ir., G. Kruppa, l4'h 1M5C,1997, Finland'
\. Hofstadtler, Q. Wu' A'L' Rockwood' M'G'
t ,  I  159 .

t3ll N.Y.C. Chu, ?hotochromism" : Molecules and svstems, Ed' H' Di'irr et H' Bouas-

Luu."n,, Elsevier, Amsterdam, 1990, Chap' l0 et24'

I32]P.Laréginie,Thèseensciences'Marsei l le-Luminy,France,1995.
il:j p. Larélinie, A Samat et R. Guglielmetti, Heterocvcl. Comm.,1995, 12, 119'

134] R.C. Beftelson, '?hotochromism",Ed. G.H. Brown, J. Wiley and SonS InC" New York'

1971. ChaP.3.

-125-



t35] R. GuglielmeTti, "Photochromism" : Molecules and S\stems, Ed. H. Dûrr et H. Bouas-
Laurent, Elsevier, Amsterdam,1990, Chap. 8.
[36] R. Gautron, Thèse-ès-Sciences, Strasbourg, France, 1967.
[37] J.L. Pozzo, Thèse en Sciences, Marseille-Luminy , France, 1994.
t38l G. Harié, Thèse en Sciences, Marseille-Luminy , France, 1996.
[39] J.L. Pozzo, A. Samat, R. Dubest et R. Guglielmetti, Helv. Chim. Acta (sous presse).
t40l E. Maler-Grenger et R. Guglielrnett i ,  Acr. Cryst.,  1982, 838, 1980.
[4 | ]  M. Inouye, K. Akamatsu et H. Nakazumi, J. Am. Chem. Soc., 1997, |  19, 9160.
[42] C.J. Pedersen, J. Am. Chem. 9oc., 1967, 89, 2495.

D.V. Dearden, H. Zhang,I.H. Chu, P. Wang et Q. Chen, Pure and Appl. Chent., 1993,
65 ,3 ,423 .
[43] M. Karas et F. Hillenkamp, Anal. Chenz., 1988, 60,2299.
l44l T . Solouki et D.H. Russell, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992,89, 5701 .
[45] M.E. Gimon, L.M. Preston, T. Solouki, M.A. White et D.H. Russell ,  Org. Mass
Spectrom., 1992,27 ,82'7 .
[46] M.C. Fitzgerald, G.R. Parr et L.M. Smith, Anal. Chem.,1993, 65,3204.
[47] Y.H. Liu, J. Bai, X. Liang et D.M. Lubman, Anal. Chem.,1995, 61,3482.
t48l S. Zhao, K.V. Somayajula, A.G. Sharkey et D.M, Hercules, Fresenius J. Anal. Chent.,
1990. 338. s88.
[49] P. Cassat, Thèse en Chimie-Ph1tsique,Metz,1998.
[50] O. Vorm, P. Roepstorff et M. Mann, Anal. Chem.,1994, 66,3281 .
[51] P. Manuell i ,  Thèse en Chimie-Phvsique,Metz,1995.
[52] B.J.E. Bruce, X. Cheng, R. Bakhtiar, Q. Wu, S.A. Hofstaddler, G.A. Anderson et R.D.
Smith.  J .  Am. Chem. \oc. ,1994,116,7839.
[53] Y. Li et R.T. Mclver, Rapid Commun. Mass Spectrom.,1994,8,743.
[54] S. Borman, Science/Technologv,1995, l9 juin, 23.

126 -



Chapitre IV

Caractérisation de spironaphtox azines par

Ablation/Ionisation Laser couplée à la
Spectrométrie de Masse

Dans un premier temps, afin de comprendre la spécificité de l'ionisation laser'

nous avons été amenéà comparer I'inhuence de quatre modes d'ionisation sur le

comportement de la spironaphtoxazine de base (non substituée)'

Cette étude démontrant des différences

d'ionisation, nous a conduit dans un ser

sur des spironaphtoxazines substitué

mécanisme de phototransformation sou

caractérisation plus aisée par spectrométrie de masse.

Ce travail nous servira lors du chapitre V, de bases de données pour une étude

plus approfondie sur 1a compréheniion de l'étape de I'ionisation' intervenant au

cours du processus MALDI.
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Chapitre IV : Caractérisatiott de spironaphto-raiines Analyse comparative

L Analyse comparative de la spironaphtoxazine non substituée
par dffirentes techniques d'ionisation

En premier lieu, nous avons comparé le comportement de la spironaphtoxazine
non substituée (figure IV.1) sous différents modes d'ionisation: I'ionisation par
faisceau d'électrons (EI) à 70 eV, I'ionisation chimique (CI) par CH3CN,
I'ionisation par désorption laser directe (LDI) et I'ionisation par désorption laser
assistée par matrice (MALDI). il s'agira ici, de faire ressortir les spécificités de
chacune, en comparant les fragments obtenus.

Les analyses par impact électronique et par ionisation chimique ont été
effectuées à I'aide d'une trappe ionique (ITMS, Saturn 2 000). 1 pL d'une
solution à 800 lLglnrL de photochromes dans le THF, a été à chaque fois
nécessaire.

Poids Moléculaire:328

Figure IV.1 : Structure de la spironaphtoxazine non substituée.

LL. Ionisation par faisceau d'électrons (EI)

Le spectre de masse EI de la spironaphtoxazine non substituée est présenté sur la
fieure IY.2 :

Figure IY.2 z Spectre de masse EI (70 eV)-ITMS de la spironaphtoxazine non substituée.
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Chaltitre IV : Caractérisatiott de spironaphtoxazines Analyse comparative

En raison de la présence de deux azotes sur la molécule, le pic de masse palre

328 majoritaire. représente I'ion radical moléculaire M*'. Les autres ions

observés de plus basse masse, correspondent à la fragmentation de cet ion, dont

les plus représenrarifs sont :313 (lM-CH3l*), 169, 159 et 144.

Jusqu'à piésent, on ne retrouve dans la littérature que peu de renseignements

concernant l'étude de la fragmentation des spirooxazines par spectrométrie de

masse [1]. La formation des ions fragments 159 et 169 (figure IV.3) indiquent

toutefois, que les liaisons Cinoorin.-Coxazine d'une part, et C,nootin.-Ooxazine d'autre

part, sont ies plus facilement rompues. L'observation de ces deux pics de

iragmentation en EI, nous amène à penser qu'il existerait deux sites de première

ionlsation (figure IV.3) : I'un se situant sur I'azote de la fonction indoline,

I'autre très vraisemblablement sur I'oxygène oxazinique. L'ion 144 quant à lui,

est issu de la perte d'un groupement CH: appartenant à I'espèce 159'

bombardenBnt

e (70eV)

site de première ionisation

sur I'azote indolinique

mlz- 159

bonrbardenent FrasnEntation

e (70 eV)

site de première ionisation 
mlz = 169

sur I 'oxygène oxazinique

Figure IV.3 : Mécanisme de fragmentation observé en EI (70 eV).

1.2. Ionisation chimique (CI)

Pour l'ionisation chimiqu e,le gaz employé est I'acétonitriler. Les ions primaires

réactifs sont obtenus Selon les mécanismes suivants :

+ .
CH3-CN + t - CH3-CN + le-

6Jy = 4l
+ .  +

CH3-CN+CH3-CNI  CH3-CN-H  +  CH2-CN

612 = 42

, L'avanrage de ceue molécute pour l'ionisation chimique.-tl9'.u1.. p?it'd'-.119 
".1]t^q:19t 

facilement vaporisable

cr d.aurre part, d'avorr une affinité protonique semblaËle (786 kJ/mol') à NHr (858 kJ/molr) ou à i-CrHro (824

kJ/mol'r). gaz réactifs les plus couramment uti l isés en ionisation chimique
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Chopirre lV : Caractériscttiott de spironaphtoxaztnes Analyse comparative

Comme le montre la figure IV.4, le spectre de la spironaphtoxazine non
substituée en ionisation chimique par CH:CN, se caractérise par la présence du
pic pseudo-moléculaire [M+H]* (m/z 329) fortement majoritaire. L'ion réactif
de I'acétonitrile protoné ([CH3CN+H].) échange son proton avec la molécule
photochromique. Ce transfert protonique s'effectue sur les deux sites de
première ionisation (azote indolinique et oxygène oxazinique), puisque nous
observons la présence des pics de masse (rn/z = 160 et I70), provenant de la
fiagmentation de I'ion pseudo-moléculaire. Cependant, cet échange protonique
semble s'effectuer de manière plus importante sur I'azote indolinique, car le
rapport des intensités des masses 160/170 est supérieure à 3.

Figure IV.4 : Spectre de masse CI (CHiCN)-ITMS de la spironaphtoxazine non substituée.

De ce fait, le comportement de la spironaphtoxazine sous ionisation chimique
par I'acétonitrile peut être schématisé de la façon suivante (voir figure IV.5) :

+
CHl-CN-H

+ CH3CN

mlz= 329

Frasrrpntation

rnlz= 160

Figure IV.5 : Mécanisme de fragmentation observé en CI (CHTCN).
Site de première ionisation sur I'azote indolinique.
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Analyse comParative
Chrnitre lV : Caractét'isatiott de spironaphtoxazitrcs

La spironaphtoxazine subirait |e même schéma de fragmentation qu'en impact

électronique, mais du fait du transfert protonique de I'acétonitrile sur I'azote ou

sur l'oxygène, nous observons un décalage d'une unité en masse sur les ions

fragments observés en EI : 160 au lieu ae isq et 170 au lieu de 169' L'ionisation

chimique étantune technique d'ionisation plus douce que I'impact électronique

à 70 eV, induit une fragmentation de la molécule cible plus modérée'

Cependant, en observant plùs attentivement le spectre CI de la figure IV'4' on

,'up".çoit que }a moléculè spiranique semble réagrr avec des entités provenant

de la décomposition de I'acétonitriie : des adduits à la masse mlz = 341 et 382'

ainsi qu'un ion de plus basse masse (mlz = 173) apparaissent tT- l" 
spectre CI'

Ils étaient totalement absents du spectre de masse EI (voir figure IV'2)'

Nous nous sommes alors intéressés davantage aux ions primaires de la réaction

d'ionisation de l'acétonitrile (voir figure fV.Ol. A notre connaissance' il n'existe

pas dans la littérature, de mécanisme complet expliquant I'ionisation de ce gaz

réactif, ainsi que les espèces chimiquet qui en résultent' La trappe ionique ne

permettant pas I'observation d'ions de basse masse (rn/z < 18)' nous avons

complété l'analyse des produits secondaires de la réaction de l'ionisation de

l'acétonitrile, à l'aide d'un spectromètre de masse GC/MS (filtre quadripolaire)'

dont les limites de détection en basse masse peuvent aller jusqu'à la masse du

carbone (mlz = 12).

AÉ lntdltY z LE

2 1  æ  , . 2 L
æ  s 9  2 . É
É lÉ 4.6?
zz !t 1'6?
Â ?s 3.51

rt  I  ta.s
,at t'sll ?1.19
{1 2.112 Lâ.6
12 L'G? Sa '?5
.(t 2i t.G
st {3 2.aL
9t 9a 4.lt

F igu re IV .6 :Spec t resdemasseE l (70eV)de l ,acé ton i t r i l e :
a) obtenular GC/Q-MS (P'ou"'= tO f.1!1r) ;,

b) obtenu par GC/IT-MS (P'ou"'= l0-''- l0-* mbar)'

Le produit majoritaire de l'ionisation de I'acétonitrile est I'ion moléculaire

cHrcN*' (m/z = 4I). on peut remarquer que I'ion pseudo-moléculaire

[cHrCN+H]" est sensible à la pression, puisqu'à pression plus élevée

t
mlz

b )
a )

r s  ao  , s  ̂ t f o
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Chapitre IV ' Caractérisation de spironaphtoxaiirtes Analyse comparative

(conditions ITMS), I'intensité de cet ion est au-delà du rapport isotopique du
''C. Des ions issus de la décomposition de I'acétonitrile par perte successive
d'un atome d'hydrogène, (m/z = 38, 39 et 40) sont relativement nombreux. Nous
notons également la présence en GC/Quad d'ions de plus basse masse (rnlz - 12,
13, 14 et 15), pouvant correspondre à des agrégats hydrogénés du carbone.

En tenant compte de la coexrstence de telles espèces chimiques, dans le nuage
gazeux réactif en ionisation chimique, nous pouvons interpréter les pics de
masse apparaissant à mlz - 34I et 382, comme des adduits provenant très
vraisemblablement de la décomposition de I'acétonitrile. L'ion m/z= 341
pourrait correspondre à un adduit de CH sur la molécule spiranique, quant à
I'ion à la masse mlz = 382, il correspondrait à un adduit de ICHTCN+CH] sur
cette même molécule. Concernant l'ion de plus basse masse (m/z- I73), il serait
un fiagment de I'adduit nt/z = 341 ou 382. Une expérience dite de MS/MS aurait
certainement pu nous renseigner davantage sur la provenance de cet ion. Il aurait
été également intéressant d'étudier la spironaphtoxazine non substituée avec
l'acétonitrile deutéré (CDTCN), afin de confirmer la participation de I'entité
chimique CH à I'ionisation de la molécule cible. L'utilisation d'un autre gaz
réactif, comme par exemple le méthane, aurait été aussi une solution appropriée.

Deux autres composés spiro, dont les formules figurent dans le tableau IV.l, ont
été également analysés en ionisation chimique par CH3CN. Des adduits
identiques à ceux de la spironaphtoxazine non substituée ont été observés.

Compas,é EI (70 eV)

328 159 r69

358 159 r99 â$s

ïiÊ$gr

i#s'...i3i*,,' 4li.".,i:r,,,, .,, r.il,. j :Tir*T

+oî-+oE .:1" 7 3. : 4.1Ç,*4g 1
ffi-462,

406-408 159 247-249

Spiro w fM=406-4{lt

Tableau IV.l : Résultats complémentaires EI et CI obtenus pour deux autres composés
spironaphtoxaziniques substitués. Les spectres de masse sont présentés en annexe C.
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1.3. Ionisation par désorption laser directe sur support

Nous avons représenté sur la figure IV.7,les spectres de masse LDI (266 nm) de

la spironaphtoxazine non substituée, obte-nus en ions positifs et négatifs, à des
irradiances de 5.107 Wicm2 et 5.106 Wcm2.

A irradiance modérée (5.107 Wcm'),1" spectre de masse en mode positif révèle

une fragmentation intense de I'ion moléculaire M+' Gnlz = 328). Sa

fragmentat ion: 313 ([M-CH3)\,298,285,270 et 255 apparaît  même plus

importante que lors de I'analyse par impact électronique à 70 eV. Cela
s'explique notamment par I'absorption importante de la spirooxazine à la

longueur d'onde du laser incident (t-zoo= 16 000 l.mol-r.cm-r), et par le fait que

les photons UV provoquent I'ouverture de la molécule, la rendant alors
beaucoup plus fragile que la forme initialement fermée.

ll convient de signaler, qu'à forte irradiance laser (10'o Wcm2), aucun signal
n'est observé. Le seuil d'apparition des ions spiraniques et de leurs fragments se

situe aux alentours de 5.100 Wcm'. On pourrait alors penser, qu'au cours de

I'interaction laser-matière, l'énergie cinétique transférée aux molécules est telle,
qu'il est difficile de les détecter en FTMS (voir Chap.III, p. 93).

Lorsqu'on augmente la surface d'irradiation afin d'obtenir une irradiance laser
plus faible, d'une valeur de 5.106 Wcmt, les pics de fragmentation (240 < nlz <

313) baissent en intensité au profit de trois ions fragments de plus basse masse,

nt lz = 158, 160 et 182.

Mode négatif

I r r  :  5,107 W/cm2 
so

! 0 0

Irr :  5.106 W/cm2

Figure lY.1 z Spectres de masse LDI-FIMS à 266 nm de la spironaphtoxazine non

substituée.

Mode posit i f

É
;  6 0 0

i . o

2 0 0
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Analyse comparative

Les spectres en mode négatif quant à eux, démontrent l'émergence de deux
types de fragmentation: I'ion mlz = 313, correspondant à la perte d'un
groupement radicalaire ('CHl) de la spirooxazine (fragment minoritaire), et I'ion
négatif mlz = 168 majoritaire, quelle que soit la valeur de I'irradiance laser.

Etant donné que le potentiel d'ionisation de la majorité des composés
organiques se situe aux alentours de 10 eV [2], nous pensons que I'ionisation de
la spironaphtoxazine, dont on ignore le potentiel d'ionisation, s'effectue après
désorption selon un processus d'absorption à 2 photons, puisque l'énergie d'un
photon à 266 nm est égale à 4,66 eV. L'absorption (t = 10-17-10-16 s) d'un
premier photon d'énergie hv1 par la molécule, permet son transfert vers l'état
excité où la liaison C-O se rompt 1t = 10-12 s) plus facilement (E = 5 kcal.mol-r)
qu'à l'état fondamental [3]. Pendant la durée de I'impulsion laser (t = 5 ns), la
réabsorption d'un deuxième photon d'énergie hv2 autorise le passage de la
molécule ouverte (photomérocyanine) vers l'état ionisé (voir figure IV.8). Nous
renvoyons le lecteur au chapitre I, paragrapheII.2.1., concernant les mécanismes
de I'ionisation en phase gazeuse de molécules organiques.

B

Forne ouverte excitée

r.'"" I C- t
+ .

Forne init iale ËrrÉe
à t'érat fondamental

A : Absorption d'un premier photon

B : Rupture homolytique de la l iaison C-O

C ; Réabsorption très rapide d'un deuxième photon

E c h e l l e d e t e m p s ( s ) :  A  <  B  <  C
l0_ r7_10 , r6  l 0_ , ,  l 0_e_ l0E Forne ouvene ionisée

Figure IV.8 : Schéma d' ionisation d'une molécule photochromique.

Comme nous I'avons fait pour l ' impact électronique et I' ionisation chimique,
nous allons à présent, proposer un mécanisme de photofragmentation de la
spironaphtoxazine non substituée, en fonction de I'emplacement du site de
première ionisation. Nous tenons à préciser que I'attribution des structures des
ions tiagments proposées a été validéepar les effets des substituants décrits plus
loin.
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Chctpitre IV : Caractérisatiott de spironaphtoxazines

En plaçant le site de première ionisation sur I'

IV.g), et en tenant compte de la règle de I'azote,

formation des ions positifs (rnlz = 158 et 160) :

Analyse comparative

azote indolinique (voir figure
nous parvenons à exPliquer la

:*\--n
<v

H+Ï
. c

o
a

11v=328

a ) formation de I'ion m/z = 160 (le plus intense) :

t ran sfert " H"

intramoléculaire

I
= 160

b ) formation de I'ion m/z - 158 (le moins intense) :

transfert "H"

intrannléculaire
f N

//
,c,'

H H

rnlz =158

Figure IV.9 : Mécanisme de photofragmentation observé en LDI (mode positif)'

Site de première ionisation sur I'azote'
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Chapirre IV : Caractérisation de spironaplttoxazines

Si nous fixons le site de première ionisation
figure IV.IO), nous parvenons à expliquer à
fiagments positifs (rnJz = 182) :

Analyse comparative

sur I'oxygène oxazinique (voir
présent la formation des ions

rn/z = 328
formation de I'ion mlz = 132 ,

t ransfer t  "H"

int ramoléculaire

rrlz - 182

N

Figure IV.10 : Mécanisme de fragmentation observé en LDI (mode o;'rï;ô:it*"'
Site de première ionisation sur I'oxygène.

Contrairement aux ions fragments positifs, il n'y a qu'un seul type d'ions
fragments majoritaires en ionisation négative (mlz = 168). A la lumière des
spectres LDI de spirooxazines diversement substituées (voir paragraphe II.1.),
nous proposons le mécanisme de fragmentation suivant :

rdz=168

Figure IV.l1 : Mécanisme de fragmentation observé en LDI (mode négatif).
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1.4. Ionisation par dêsorption laser assistée par matrice

A266 nm, en mode positif et à une irradiance de 5,107 Wcm', la désorption

laser assistée par matrice (acide nicotinique) de la spironaphtoxazine non

substituée est caractérisée par I'apparition de I' ion moléculaire M+' et d'ions

pseudo-moléculaires hydrogénés ([M+H]*, [M+zHlf*', et [M+3H]*, voir figure

rv. r 2).
Leur décomposition est très réduite, seuls deux pics fragments sont détectés à

mJz - 316 et 173.L'ion à la masse rn/z= 316 est attribué à la perte du radical
'CHr 

de I' ion pseudo-moléculaire [M+3H]. (rn/z - 331)'

En diminuant I'irradiance laser à 5,106 wlcmz, nous remarquons la disparition

complète des pics de fragmentation 316 et 173, démontrant ainsi la possibilité

d'obienir de fâçon intacte I'ion pseudo-moléculaire par la technique MALDI.

Un coefficient d'absorption de ta matrice plus faible (s - 3 000 l.mol-r.c--'; qu"

celui de la molécule cible (s = 16 000 l.mol-'..*-') à la longueur d'onde266 nm,

met en évidence I'importance du rapport des concentrations cible/matrice dans

la protection de I'anâlyte vis-à-vis de la photofragmentation. Dans ce cas, la

mairice esr 500 à I 000 fois plus concentrée que I'analyte. De plus, nous

montrons également que la quantité d'énergie déposée sur l'échantillon' est un

paramètre important pour I'obtention d'un spectre de meilleure résolution (voir

agrandissement figure IV. 12).

Les spectres MALDI du composé spiranique en mode négatif, n'apportent pas

d'informations complémentaires par rapport aux spectres LDI présentés

précédemment.

l rr :  5,107 W/cm2 ,æo

Mode négatif

Irr : 5.106 W/cm2

dt

Figure lv.l2: Spectre MALDI-FTMS à 266 nm de la spironaphtoxazine non substituée'

Mode posit i f

i

T

9

lM+3Hl '  i

Matr ice '  t
cooH Ë

/'Y Ë
ll | â
\nl

acide nicotinique
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Fragnrcntation
MALDI

mlz= I73

Figure IV.13 : Mécanisme de fragmentation observé en MALDI (mode positif)
de la spironaphtoxazine non substituée.

L'attribution structurale de I'ion fragment MALDI (n/z - 173) laisse supposer
une participation active d'hydrogènes atomiques dans la formation d'ions
triplement hydrogénés. L'apport d'énergie, soit par I'absorption éventuelle d'un
deuxième photon, soit par un mécanisme collisionel favorise I'ionisation des
molécules spiraniques. Celles-ci subiraient à la fois, une réduction de la liaison
C=N, et une attaque sur leur site basique (l'oxygène) par des radicaux
hydrogène. L'intervention exclusive de protons est improbable car si cela avait
été le cas, nous aurions détecté des ions multi-chargés. Une ouverture
hétérolytique de la molécule (figure IV.14) à l'état excité donnerait la possibilité
d'un transfert protonique, mais la photofragmentation de cette structure ne
correspond pas à celle observée.

Figure IV.14 : Rupture hétérolytique de la spironaphtoxazine.

I mH : Ion moléculaire de la matrice acide nicotinique (M= 123)
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proviennent de la matrice; 122 est
dimère déshydrogéné [2mH-H]- de
attribuer clairement une structure à

Chapitre IV : Caractérisatiort de spironaphtoxazines

Les pics de masse nilz = 122, 199 et 245
l'ion déshydro géné [mHr-H]-, et 245I'ion
l'acide nicotinique. Nous n'avons pas pu
I'ion mlz - 199 ç* sur la figure IV. 12d).

L'unique fragment caractéristique au processus MALDI (m/z- 173) pourrait
alors être interprété de la façon suivante (figure IV. 13) :

oH [M+3H]*

1



Clrrtltitre lV - Cctractérisation de spironaphtoxt:Ines Analyse comParative

L,ionisation en MALDI semble emprunter un chemin réactionnel différent de

celui de la désorption laser directe. Nous consacrerons le dernier chapitre de ce

manuscrit à un développement plus approfondi sur cette hypothèse de travail'

Nous rappelons que I' ion nlz = 173 est détecté également en ionisation

chimique, mais sa formation comme nous I'avons supposé, serait attribuée à la

fragmËntation d'un des deux adduits observés sur la molécule photochromique

(mlz = 341 et382). En MALDI, I'ion fragment nt/z = 173 apparaît seul' nous

n'avons jamais dét;ectéd'adduit correspondant à la masse mlz = 341 ou 382' cet

ion est dônc bien spécifique du processus MALDI'

Le comportement de la spironaphtoxazine non substituée sous différents modes

cl'ionisation est résumé dans le tableau lY '2 :

EI (70 eV)

CI (CHsCNi

LDI
(L = 266 nm)

Principqux tYP€s d'ions
observôs

M+'

lM+Hl*
en mode positif

M+.
en mode négatif

[M-CHrl-
en mode positif

Fragmerits / {adduits)
caractéristiques

159-169
16û-173 (34r-3e2)

160- I 82

168

160-173

168

M*, [M+3H]'
MALDI en mode négatif

(L = 266 nm) tM-C&l-

Tableau lY.2 z Comportement de la spironaphtoxazine non substituée

sous différents modes d' ionisation'

Dans le but d'étudier plus spécifiquement le mécanisme de phototransfbrmation

de composés de la série spiro-[indôlin"-nuphtoxazine] sous irradiation laser avec

et sans matrice, nous uunn, analysé des spironaphtoxazines' dont les substituants

cle part et d'autre de Ia molécule, uont nous être utiles pour confirmer les

r-nécanismes de photofragmentation avancés précédemment' L'existence de

transfèrts d'hydrogèn., otlo-iques intramoléculaires (LDI) et intermoléculaires

(MALDI) après liouverture de la molécule spiranique, caractérise I' ionisation

laser par rapporr à l ' ionisation chimique et à l ' ionisation à faisceau d'électrons.

L.identification de photochromes par spectrométrie de masse devient alors plus

aisée.
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Chupitre IV : Caractérisation de spironaphtoxazines Ionisation laserÆTMS

U. Caractérisation de spironaphtoxazines dffiremment substituées
par ionisation laser couplée à la FTMS

Nous rappelons que des études par photolyse laser ont démontré que, lorsque la
spirooxazine est illuminée par un flux de photons UV, celle-ci absorbe 1'énergie
photonique provoquant la rupture de la liaison C-O (voir chapitre II). Elle donne
ainsi naissance à deux formes limites en résonance : zwittérionique et
quinonique de l'état fondamental, illustrées en figure IV.15. Ces deux formes
sont en équilibre mésomères, jusqu'au retour à la forme fermée initiale.

Zwittérionique Quinonique

Figure IV.15 : Structure des formes zwittérionique et quinonique.

Nous démontrerons que I'existence de deux sites de première ionisation, I'un se
trouvant sur I'azote indolinique, I'autre sur I'oxygène oxazinique, caractérise les
formes limites zwittérionique et quinonique. Il s'agira alors, avec le jeu des
substituants introduits au niveau de la molécule, de confirrner les mécanismes de
photofragmentation de la spironaphtoxazine non substituée. D'autre part, nous
avons été amenés à changer de longueur d'onde d'irradiation UV (), = 355 nm)
pour des raisons techniques, ce qui nous a permis de vérifier la validité de ces
mécanismes à une autre longueur d'onde. Pour ce travail, nous avons utilisé
quatre spironaphtoxazines substituées de la façon suivante (figure IV.16) :

Avec : R r=H  R :=H  Sp i ro0
Rr = H Rz = OCHr Spiro I
Rr = OCH: Rr = OCH: Spiro II
Rr = Cl Rz = CN Spiro III
Rr = H Rz= Br Spiro IV

Masse = 328 Daltons
Masse = 358 Daltons
Masse = 388 Daltons
Masse = 387-389 Daltons
Masse = 406-408 Daltons

Figure IV.16 : Les différentes spironaphtoxazines substituées étudiées.
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U.l. Analyses LDI-FTMS à 355 nm

Les spectres LDI de quatre nouvelles spirooxazines diversement substituées.
réalisés en mode positif et négatif à une irradiance laser de 107 Wcm2, sont
représentés sur la f igure IV.17.

Mode posit i f

R 1 =  H

R u =  O C H I

' t o l  

"  
)

7 5 0

5 0 0

2 5 0

0 0
100 0

Rr= OCHr
R2= OCH3

l æ 0 b )
7 5 0

500

2 5 0

0 0
r æ 0

rco 0

Mode négatif

6S

D

r00 0

7 5 0

5 0 0

250

0 0

IM-cH] l -

i

l æ 0

È<

oa
D

Èe

s
E
5

A

t æ 0

7 5 0

500

2 5 0

0 0

s [M-cHl l '
r

400 0

IM-cH,] -

l æ 0

Rr= C l
Rr= CN

R1= H
R2=  B r

c )
l æ 0

7 5 0

500

2 5 0

0 0

? 5 0

500

2 5 0

0 0

r æ 0

7 5 0

500

2 5 0

0 0

C
ô

l æ 0
l æ 0 o,lz

c
Ë

2 æ o  3 æ o
alz

Figure IV.17 : Spectres LDI-F|MS à 355 nm (Irr = 107 Wicm2) :

a) Spiro I, b) Spiro II, c) Spiro III et d) Spiro IV, voir attribution des pics page 143'

B
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Chupitre lV : Caractérisation de spironaphtoxaiùrcs Ionisation laserÆTMS

Du fait de la présence de substituants Cl et Br (Spiro III, IV), la distriburion
isotopique des ions moléculaires se présente sous forme de doublets rd'intensités
relatives 3:1 pour le chlore, et 1:l pour le brome. Elle peut être néanmoins
complétée par la distribution isotopique du carbone 1r3C) qui est de l, I Vo par
atome de carbone.

Sur I'ensemble des spectres positifs, nous détectons l'ion moléculaire M*'. Mais,
contrairement aux analyses LDI effectuées à266 nm à faible irradiance laser, la
molécule photochromique spirooxazine se décompose en un seul ou parfois
deux fragments, rendant le spectre de masse plus lisible. Un plus faible
coefficient d'extinction molaire de la molécule à 355 nm, en est responsable
(t:ss= 5 000 l.mol-r.c--' au lieu de 16 000 l.mol-'..--' à266 nm).

En mode négatif, nous observons une nouvelle fois le départ caractéristique du
groupement CH3 sur les quatre composés étudiés, ainsi que la présence de I'ion
fragment spécifique de plus basse masse (m/z = 168 pour la ipirooxazine non
substituée, 198 [spiro I], 198 [spiro II], 193 fspiro III] et 246-24g fspiro IV]).
L'effet de la substitution montre qu'il n'y a aucune ambiguité quant à la
provenance de cet ion : il correspond bien à la partie droite de la molécule
substituée par R2, où la charge négative est portée par I'oxygène.

Les composés spiro (III et IV) sont intéressants, car il mettent en évidence
I'existence sur la molécule de deux sites d'ionisation. En effet, lorsque la
molécule s'ouvre, l'azote indolinique et I'oxygène oxazinique possédant tout
deux des doublets électroniques non appariés, sont les plus à même à perdre ou à
capturer un électron pour amener la forme ouverte vers un état ionisé. La
fiagmentation de ces ions (ion distonique : charge portée par I'azote, et ion
radicalaire : charge portée par I'oxygène) conduit à des pics fragments
caractérisant la partie gauche (R1) ou la partie droite (R2) de la molécule (voir
f igure IV.18).

Ion dfistoniçe Ion radcalaire

Figure Iv.18 : Ion distonique et ion radicalaire de la spironaphtoxazine.

N
i L

i H
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En considérant, que la distribution des électrons 7g des ions distoniques et

radicalaires, est identique à celle caractérisant les formes limites zwittérionique

et quinonique, nous pouvons présenter le mécanisme général de la

photàfrugmentation des spironaphtoxazines sous irradiation UV comme tel :

Chttpitre IV : Caractérisation de spironaphtoxazines

Fragmentation
LDI

B
Mode posit i f Mode posit i f

R r = H  i  R r = H
672  =  l 5g  i

Ion distonique

Ionisation laser/FTMS

Ion radicalaire

crpturc élælronique
de la brc ouverE

cn phacgeluse

I

I
I

Mode négatif

D
Mode positif

Spiro O
nlz = 182

SPiro I

m lz  =  212

i  R z =  H

ntlz = 160 i

Rr = OCH:
m/z  =  188

Rr = OCHi i Rr= OCHI

rnlz= 190 i rnlz= 198
R:= oCHr SPiro II

n lz= 212

R r = C l
rnlz = 194-196

I  R ' = C N
rnlz = 193 i.

SPiro III
rnJz = 207

R"=  CNR r = C l
mlz. = 192-194

|  -  -  
i R : = B r  S p i r o I V

R r  = H  ,  R , = 1 1  i  R t = B r

m/2. = 158 ! nvz = 160 i rnlz--246-248i m/z'=260-262

F i gu re r v. I e : M éc a n i s m 
:ff îïxt, ff .] : 

r*:,:jîïtr 
iiÏ1 lîïp 

i ro o x az i n e s

La participation de transferts d'hydrogènes intramoléculaires (voir mécanismes

de fragmentation fp. 135 et 136) au cours du processus de photofragmentation'

fàvorise la formation d'ions fragments spécifiques' dont I'identification

confirme la présence à l'état ionisé des deux types d'ions qui correspondent aux

tbrmes limites de résonance de la spironaphtoxazine : la forme zwittérionique et

la fbrme quinonique.
L,ionisarion en ÀoOe négatif met en évidence un photoproduit caractéristique

des composés spiraniques, dont on retrouve la forme neutre Sur le mécanisme de
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Chapitre IV : Caractérisation de spironaphtoxazines Ionisation laserÆTMS

photodégradation, après I'ouverture homolytique de la molécule (figure II.8, p.
73).

Afin de démontrer I'existence de tels transferts intramoléculaires, une analyse
comparative en impact électronique à 70 eV et à 12 eY a été menée sur le spiro I
(M = 358 Daltons).
Cette expérience a été effectuée au laboratoire sur un spectromètre de masse
GC/Q-MS et a donné les résultats suivants (figure IV.20) :

I.E.= 70 eV 
5 Û

! 0 4
â

=12eY

Figure IV.20 : Spectres comparatifs EI 70 l12 eY réalisés sur le spiro I.

L'intensité de I'ion nlz = 160, formé à partir d'un transfert d'hydrogène
intramoléculaire (voir sa formation p. 135), augmente fortement lorsque
l'énergie des électrons passe de 70 à 12 eV. Le transfert d'hydrogène
intramoléculaire dépend donc de l'énergie déposée. Il s'effectue plus facilement
à faible énergie [4]. Nous rappelons qu'un photon à la longueur d'onde ]"- 266
nm possède une énergie de 4,66 eV, contrairement à l, = 355 nm où l'énergie
par photon est égale à 3,59 eV'

11.2. Analyses MALDI-FTMS à 355 nm

Nous avons analysé ces mêmes spirooxazines en MALDI (figure IV.2I), à une
irradiance laser toutefois plus élevée (5,107 Wcm';, ufin d'obtenir un certain
degré de fiagmentation, qui se révèlera utile lors de I'interprétation des résultats.
La matrice utilisée cette fois-ci, est I'acide férulique, possédant un fort

'  E{.v;- r 240l},(nm)
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coeft-icient d'absorption à 355 nm (e= 9 000 l.mol-r'cm-';, comparé à celui de

l,analyte qui est de 5 000 l.mol-r..-t '. Mais, il ne faut pas oublier que ce dernier

.rt uplroximativement 500 à I 000 fois moins concentré que la matrice (voir

.frupiti. III, méthodologie). Nous n'avons pas présenté de spectre MALDI en

-oà. négatif, car il n'apporte pas d'informations supplémentaires par rapport

aux spectres de la figure IV.I2.

Rr= H
Rz= OCHI

Rr= C l
Rz= CN

100.0

Mat r i ce :

T .î12"'. Rr= OCHI 
t*o

Rz= OCHr ,oo

R1=  H
R2= Br
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e
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Figure lv.2l: specrres MALDI-F|MS à 355 nm, Irr = 5.107 w/cm2 :

a) Spiro I, b) Spiro II, c) Siiro III et d) Spiro IV, voir attribution des pics pages 143 et 146'
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Clnpitre IV : Caractérisation de spironaphtoxazines Ionisation laserÆTMS

Comme nous I'avons vu avec I'acide nicotinique comme matrice à 266 nm,
I'ionisation de la spirooxazine en désorption laser assistée par matrice, est
différente de celle obtenue en LDI. Là encore, un important transfert d'atomes
d'hydrogène participe à I'ionisation de la molécule : [M+H]*, [M+2H]*' et
IM+3H]*.

Nous détectons sur chacun des spectres, le fragment spécifique du processus
MALDI, qui confirme donc le mécanisme de fragmentation MALDI de la
spirooxazine non substituée (voir figure IV.13). Nous présentons en figure
IV.22, le mécanisme général de la photofragmentation de la spirooxazine sous
irradiation MALDI.

à<

R I

hvr Transfertl{tH'

[M+3H]'

Spiro O
Spiro I
Spiro IV

Rr = OCH:
rnlz = 203

Spiro II

R r = C l Spiro III
mlz = 207 -209

Figure [V.22: Mécanisme général de photofragmentation de la spironaphtoxazine
observé en MALDI.

La réduction de la liaison C=N et l'attaque sur le site basique de I'oxygène par
des entités hydrogénées semble se confirmer lors du processus MALDI. La
photofragmentation du composé spiro III possédant un substituant Cl à gauche
de la molécule, conduit à un ion E, dont les rapports isotopiques (3:l) ne laissent
aucune ambiguÏté quant à la nature de I'ion observé. Ces réactions chimiques
sont également validées par la réactivité d'autres composés spiro, substitués
différemment (voir fisure IV.2l).

Fragnrcntation
MALDI

E
R r =  H

mlz=  173
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Conclusion
Chctpitre IV : Caractérisation de spironaphtoxazines

UI. Conclusion

L,ionisation raser couplée à la spectrométrie de masse paraît être une technique

d'analyse adaptée à lttude de fbrmes ouvertes de composés photochromiques'

car les temps d,ouverture et d'ionisation de ces molécures sont très proches. En

effèt, l,ionisation laser d'une molécule organique se faisant généralement par

1'absorption de 2 photons en phase gur"ur., oblige la molécule à passer dans un

état intermédiaire (état excité) avanùon ionisation. ce passage par un état excité

facilite l,ouverture de la molécule spiranique, qui lorsqu _elte_ 
réabsorbe un

deuxième photon (LDI) ou lorsqu'eilË réagit 
""* 

H*/H' (MALDI)' arrive à

s'ioniser par la perte ou la .uptu," d'un électron célibataire' Les ions

moléculaires ou pi.udo--olécuraiies produits par ionisation laser, traduisent

alors l,existenc" diun équilibre photochiomique, s'établissant à l'état excité.

r' En désorption laser (LDI), I'ionisation de la spironaphtoxazine est

caractéris ée par l,ion radical moléculaire M*'. Des transferts d'hydrogènes

intramoléculaires participent au mécanisme de fragmentation de la molécule'

L'interprétation dàs ions fragments spécifiques (A, B, C et D) conduit à la

coexistence d'ions distoniquÂ et radiôalaires pouvant caractériser les formes

limites (zwittérionique et quinonique) de la délocalisation des électrons æ de

la forme ouverte'

r 'Aucoursde ladésorpt ion laserass is téeparmatr ic .e , l ' ion isa t iondes
molécules cibles se traduit par I'apparition d'eipèces triplement hydrogénées

[M+3H]. au côté de M*'. A dei valeurs d'irradiance laser comparables à

celles utilisées en LDI, la technique MALDI n'induit pas la fragmentation.de

la molécule cible. A des valeurs d'irradiance plus élevées, l'apparition d'un

fragment spécifique E, confirme I'interveniion d'un important transfert

intermoréculaire d,atomes d,hydrogènes rors de I'ionisation des molécules

cibles. ce rransfert (matric.-ânlite) se ferait sur la double liaison c=N

ainsi que sur I'oxygène oxazinique'

Nous allons à présent, tenter d'apporter quelques éléments d'explication qui

pourrontaideràlu.o*préhensiondesrésultatsMALDI.

* * *
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Chapitre V

Etude du mécanisme MALDI
à I'aide de sondes photochromiques

L'objectif de ce chapitre est de démontrer que des molécules photochromiques

de la série des spirooxazines, peuvent servir de sondes moléculaires pour l'étude

du mécanisme MALDI, et plus particulièrement pour caractériser l'étape de

l'ionisation.

Nous essayerons en premier lieu, d'identifier la source d'hydrogène respons le

de l,apparition des eipèces multi-hydrogénées, et de localiser sur une échelle de

t"-pt quand a lieu exactement ce transfert'

Dans une seconde partie, nous utiliserons les composés spiraniques comme de

véritables sondes moléculaires pour déterminer précisé-*l les paramètres

expérimentaux les plus décisifs làrs d'une expérience MALDI' Il s'agira entre

autre de connaître l'influence : de la préparatiôn de l'échantillon, du réglage de

certains paramètres laser, de la nâtui. chimique de la matrice' et de la

modification des propriétés photochromiques de la molécule cible'

L'ensemble de ces résultats expérimentaux, ainsi que les données

bibliographiques recueillies au cour, à.t chapitres I et II, nous permettrons de

propoL.ïn Àécanisme d'ionisation MALDI à la fin de ce chapitre'
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Clr t t l t i t rc  V :  Et tu l t ,du t r t i t ' t t t t i .s t t tc  MALI) t Etude du transfert d'hydrogène

I. Etude du transfert d'hydrogène [M+3H] 
* observé en MALDI

Le terme de transfert d'hydrogène est préféré à celui de 
"transfert 

protonique ,
car l'échange de trois protons induirait I'apparition d'ions multi-chargés.
L'absence de ce type d'ions sur les spectres MALDI, tend plutôt à mettre en
évidence l'existence de proton H* etlou d'atomes d'hydrogène H', l ibérés lors de
I'impact laser par la matrice. Scott et al. en 1994 [l], furent les premiers à
démontrer la formation d'hydrogène atomique au cours du processus MALDI
par des expériences en post-ionisation. Cette espèce très réactive pourrait alors
se fixer sur des sites particuliers de la molécule afin de faciliter son ionisation.

L[. Son origine

L'absence d'ions pseudo-moléculaires hydrogénés [M+H]*, [M+2H]* et
[M+3H]* en désorption laser directe (LDI), exclut toute participation de
réactions de dismutation dans la formation d'espèces multi-hydrogénées lors du
processus MALDI. La matrice possédant une fonction acide, peut en tant que
telle libérer des protons H* (acide de Brônsted), ou selon la définition de Lewis,
générer des radicaux H' (acide de Lewis) [2] lors de I'impact laser.

Dans le but de déterminer, si I'hydrogène de la fonction carboxylique de I'acide
nicotinique (matrice MALDI utilisée à 266 nm) est la principale source de
H*/H', nous avons analysé le composé spiro rr (m/z = 388, p.140 ) en présence
de I'ester méthylé de I'acide nicotinique, puis de I'acide nicotinique deutéré. Ces
expériences ont toutes été réalisées dans les mêmes conditions opératoires : À =
266 nm,Irr = 107 Wcm2, et détection en mode positif.

I.l.I. En présence de l'acide nicotinique

IM+3H]*
â

Figure V.l : Spectre de masse MALDI-FTMS à 266 nm du spiro II
en présence de l 'acide nicotinique, Irr = 107 W7cm2.

E rso
@
o
F so.o

c 25.0

0.0
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L'allure spectrale du composé spiro II

enregistrée sous une irradiation à 355 nm

I'ion pseudo-moléculaire [M+3H]. et
caractérist ique E, de masse mlz=203.

Etude du transfert d'hydrogène

(figure V. I ) est identique à celle
(figure IV.II, p. 141) : détection de

apparition d'un ion fragment

Fragmentation
MALDI

IM+3H]*

Il convient cependant de noter I'apparition d'un nouveau pic de masse à nlz =

406, qui pourrait correspondre à un adduit d'HzO sur I'ion radical moléculaire

M"' (m/z = 388).

1.1.2. En présence de I'ester méthylé de l'acide nicotinique
COONIe

100 0

ù 7s.0
@
o
F so.o

E
c

4 25.O

Figure V.2 : Spectre de masse MALDI-FTMS à 266 nm du spiro II en présence

de I 'ester méthylé de I 'acide nicotinique, Itr = l0' W/cm-.

Comme Ie montre la figure Y.2, la substitution de I'hydrogène de la fonction

carboxylique par un groupement méthyle, empêche le transfert d'hydrogène de

s'effeciuei et favorise une photofragmentation plus poussée de la molécule

cible. Les liaisons hydrogène, formées entre la matrice et la molécule cible lors

de l'étape de la préparation de l'échantillon [3], permettraient d'évacuer

l'énergie directement absorbée par la molécule cible vers la matrice. La

disparition de tels types de liaisons comme ici, entraîne la fragmentation du

composé spiranique en ions fragments : A(mlz =190), B (m/z = 188) etD (mlz

= ZiZ1, bien que la matrice absorbe autant les photons UV que I'acide

nicotinique (Ezoo= 3 000 l.mol-l.crtr-r, voir annexes B). De plus, la présence du

pic (m/z = 406) sur le spectre de masse confirme I'existence de molécules

à'HrO, libérées dans le plasma par la matrice, mais montre aussi qu'elles ne

participeraient pas directement au transfert de H*ÆI vers la molécule cible.

0 0
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Cltttpitrt l' ' Ettde rlrt tnét'anisnre MALDI Etude du transfert d'hydrogène

1.1.3. En présence de l'acide nicotinique deutéré

En remplaçant cette fois-ci, I'hydrogène de la fonction carboxylique par un
deutérium, nous prouvons de façon indubitable la participation de celui-ci à
I'ionisation de la molécule cible lors du processus MALDI (voir figure V.3). La
deutération occasionne un décalage d'une unité de masse par rapport au spectre
présenté en figure V.1, et il est probable qu'elle n'influence que très peu le
spectre d'absorption de la matrice.

Nous constatons par ailleurs, que cette deutération n'est pas effective à I0O Vo,
puisqu'un mélange d'adduits d'hydrogène et de deutérium est observé sur I' ion
moléculaire, donnant ainsi I 'apparition des ions : [M+H].: 389, [M+2H].' etlou
[M+D]. : 390, [M+3H]* etlou [M+H+D]*': 391, [M+2H+D]* eUou [M+2D]*':
392, lM+H+2Dl* : 393 et [M+3D]* : 394.

COOD

lM+2H+Dl '
IM+2Dl '

g

.-\.r/

(^,rl

E
@
(J

c
d

E
c=
€

r 00.0

75.O

50.0
M-T

IM+3D]*
t

IM+D2O].
t
Y

i g

25.0

0.0
100.0

Figure V.3 : Spectre de masse MALDI-FIMS à 266 nm du spiro II en présence
de I'acide nicotinique deutéré, lrr = l0' W/cm'.

Une approche plus théorique concernant la répartition isotopique des pics de
masse est faite en annexe D. Elle montre indéniablement la participation de trois
entités deutérées au cours de I'ionisation du composé spiranique.

Cette expérience confirme également que I'ion fragment E aurait bien cette
structure :

R

mlz = 204

-152-
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La rupture de la liaison c=N après sa réd.uction par des entités deutérées

.^ptique.ait la formation de I'ion m/z - 204. cependant, nous nous sommes

rendus compte que l'acide nicotinique forme aussi un photofragment [2mH-

COz+H/Dl*demêmemasse(vo i r f igureVl -6 ' -p :163)Nousavonsdoncdéc idé
d,uril iser l 'acide 2,5-dihydroxybenioTque (2,5-DHB) deutéré comme matrice'

qui a I'avantage de ne pu, fo.-"r un éventuel photofragment à la masse 203'

I . t .4.Enprésencedel 'acide2,5-DHBdeutéré

0.0
1(x) 0

FigureV.4:SpectredemasseMALDI-FTMSà266"TqYt-pitol l^?:.presence
de I'acide 2,5-dihydroxybenzoique deutéré" Irr = l0' W/cm''

Le spectre MALDI, en présence de I'acide 2,5-DHB deutéré, confirme le

rnécanisme de formation de I'ion E spécifique du processus MALDI' Cette

matrice ne pouvant pas donner de fragment à mlz = 203 (figure v'5)' I'ion

présent sur le spectre figure v.4 ne p.ut don. provenir que de la fragmentation

de l'ion pseudo-moléculaire [M+3H]*. Le rapport des intensités des ions

2031204 proche de 1, signifie qu'il y a eu un transfert de deutérium sur le

carbone oe ta liaison c=Nde la molécule cible (vide infra)'

ImH-HrO+H]'
t\
ct

I 75.0
(D
o

F so.o
E
t 2s.o

300.0
rrrlz

Figure V.5 : Spectre de masse LDI-FTMS à266nm de l'acide 2,5-DHB' Irr - 107 W/cml

I en masse sur les photoproduits (annotés par *) de la matrice 2'5-DHB

- r53-
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Cltopitre V : Etude du ntécauisnte MALDI Etude du transfert d'hydrogène

A ce stade de la présentation des résultats MALDI, nous voudrions faire
remarquer, qu'il n'est pas judicieux d'utiliser les coeffîcients d'absorption
liquide des matrices pour I'interprétation des spectres de masse. En effet, si on
se réfère aux données de spectroscopie UV liquide, la matrice 2,5-DHB
n'absorbe quasiment pas à266 nm (e266< 1 000 l.mol-r.cm-r), et ne pourrait pas

de ce fait, protéger I'analyte de la photofragmentation. Or, des mesures réalisées
sur tilms minces de matrices l4l, plus proches des conditions opératoires
MALDI, montrent que la matrice 2,5-DHB absorbe fortement les photons à 266
nm (fïgure V.6), ce qui corrobore donc les résultats exposés dans la figure V.4.

!

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longueur d'onde (nm)

a )

Longueur d 'onde (nm)

b )

Figure V.6 : Comparaison des spectres d'absorption UV de la 2,5-DHB :
a ) spectre UV effectué en solution (10 " M dans MeOH)'
b ) spectre UV réalisé sur un film, d'après réf' [4].

1.2. Son aspect temporel

L'interprétation des résultats expérimentaux MALDI (chapitre IV) nous amène à

penser, qu'au cours d'une irradiation laser UV, la faible quantité d'énergie

transmise aux molécules cibles, par la matrice via des liaisons hydrogène ou par

absorption directe, induit I'ouverture des molécules photochromiques
(apparition d'une coloration bleue caractéristique). Dans un second temps,

l'énergie absorbée préférentiellement par la matrice conduit à la rupture des

liaisons hydrogène (3 ps après l'impulsion laser, Bencsura et Vertes [5]),
libérant ainsi en phase gazeuse H* etlou H'.

Contrairement à la désorption laser directe (LDI) où les molécules

photochromiques ont besoin d'une réabsorption d'un deuxième photon pour

s'ioniser (ionisation en mode résonant), la technique MALDI assurerait cette

fbnction par un transfert d'entités hydrogénées provenant de la matrice. Afin de

vérifier cette hypothèse de travail, nous allons étudier comparativement par

1 .
IÊ
t

a
ct
x l

b 2

?
q t

$o
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MALDIetLD[ ,deuxnouve l lesmolécu lesc ib les 'présentant lapar t icu lar i téde
rester en fbrme ouverte perTnanente'

1.2.1. Mérocyanine à forme ouverte permanente

obtenue Par sYnthèse

dont la structure est
(voir chaP. III). Il se

présente sous une forme zwittérionique marquée'

.l
N

I
Figure V.7 : Structure de la benzothiazoline'

L'analyse comparative de cette molécule par les deux techniques d'ionisation

laser (figure V.8) montre une quasi similitude des empreintes spectrales' LDI et

MALDI conduisent à ra formation d'ions moréculaires M+' et pseudo-

moléculaires [M+2H]*'.

LDI

MALDI

Lecomposémérocyan inede lasér iebenzoth iazo l ine ,
montrée figure V.7 , a été obtenu par synthèse organique

6 0 0

.o0

æ 0

t
o

â
E
r

la

t

Ie

0 0 f
r æ 0

FigureV.E:SpectresdemasseLDyMALD|à266nmdelabenzoth iazol ine,
Irr = 107 W/cm2'
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Chttpitre V : Etude du rnécattisttte MALDI Etude du transfert d'hydrogène

Le spectre MALDI se démarque toutefois de celui de la désorption laser directe,
par la quasi absence de pic de fragmentation, et un rapport signal sur bruit
nettement supérieur. Un autre composé (figure V.9) possédant les mêmes
propriétés, a confirmé ces résultats (spectres de masse exposés en annexe E).

Figure V.9 : Autre structure possédant la particularité de rester
en forme ouverte perrnanente.

Comme nous le montrons plus loin (paragraphe II.4.l ., p. I77),la présence de la
fonction alcène (C=C) semble induire lors de l'impact laser, un transfert
intermoléculaire d'atomes d'hydrogène (dismutation) contrairement aux
composés oxaziniques (C=N). En consequence,la libération d'entités
hydrogénées au cours des deux méthodes d'ionisation (LDI et MALDI) ne
permettent pas,réellement de les.différencier. Cependant, la technique MALDI
de par I'effet cocon protecteur de la matrice (acide nicotinique), garde sa
spécificité : elle protège les molécules photochromiques d'une
photofragmentation.

1.2.2. Composé spiro ùforme ouverte permanente induite par laser

Nous rappelons, que I'ouverture perrnanente du composé spiro l5C5 (figure
V.l0) est obtenue uniquement, s'i l y a conjonction de deux événements: une
irradiation laser UV et la présence d'un sel alcalin qui stabilise par complexation
la forme ouverte [6].

Nf et UV
Vis ib le

Figure V.10 : Structure et propriétés du composé spirol5C5.
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La possibilité de bloquer la forme ouverte de ce composé benzopyrane

parliculier, va nous ôtre utile pour confirmer, si le transfert de H*/H'

caractéristique du processus MALDI, a bien lieu après l'ouverture de la

molécule, et non avant.

Dans un premier temps, nous allons comparer le comportement de ce

benzopyrane substitué par un éther couronne 15C5, sous les modes d'ionisation

MALDI et LDI, dans les mêmes conditions expérimentales que les autres

composés photochromrques étudiés jusqu'alors (voir figure V' I 1)'

[M+Na]*  ,o , i1v+xu;.

Kl.

+Li l .

trr/z

LDI

Figure v.l1 : Spectres de masse LDI 4ALDI à 355 nm du composé tp]:?lltune 15C5

sans ajout de sel alcalin et sans irradiation avant analysg Irr = 107 W/cm2'

Le spectre LDI est caractérisé par la présence de nombreux fragments (291 <

,n/22663). L'ionisation de ce composé, contrairement aux spirooxazines ou aux

spiropyranes classiques, est assuréé put cationisation de I'ion moléculaire par le

sodium : [M+Na]*.

Le spectre MALDI quant à lui, révèle une nouvelle cationisation de I'ion

moléculaire par le potassium (présence de [M+K]*, le potassium étant une

impureté de la mairice acide férulique), et une quasi absence de pic de

frasmentation.

fl{I

MALDI
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L'ionisation par cationisation de ce spiropyrane original, est facilitée par la
présence sur la molécule d'un éther couronne 15C5, lequel a corlme c'est bien
connu, une affinité particulière pour les alcalins [7].

Ce benzopyrane particulier possédant un groupement nitro, devrait a priori avoir
une cinétique d'ouverture bien plus longue que les composés spiraniques non
nitrés. Dans le chapitre II, des recherches expérimentales par photolyse laser [8]
évaluent ce temps à plusieurs centaines de picosecondes, alors qu'il est inférieur
à l0 picosecondes pour les composés non nitrés. Dans ce cas, la libération de
H*/H' par la matrice intervient bien avant I'ouverture de la molécule, et comme
ces entités ont une vitesse dans le plasma (5 000 ffi.S-r, [2]) très supérieure à
celle de I'analyte (700 m/s-r, voir chapitre I,p.l7),l ' ionisation de la molécule
par transfert de H*ÆI' ne se fait pas. Les cations alcalins présents à I'état
d'impureté, ont eux une vitesse comparable à l'analyte (voir chapitre I, p. 35), et
peuvent de ce fait assurer I'ionisation de la molécule cible par cationisation
(f igure V. 11).

Nous allons à présent comparer le comportement du composé spiro 15C5,
lorsqu'il se présente sous une forme ouverte permanente. Pour se faire nous
avons procédé ainsi :

l- Une petite quantité de spirobenzopyrane (sous forme de poudre) est
mélangée à un excès de KCI' dans un mortier, et broyée pendant 10
minutes.

2- Pour les expériences en désorption laser directe (LDI), le mélange (spiro
15C5+KCI) est déposé sur une bande autocollante aluminée puis irradiée
avant analyse pendant 1 minute avec un laser 355 nm, afin de produire la
forme ouverte permanente (apparition d'une coloration bleutée).
L'échantillon est ensuite introduit dans le spectromètre de masse pour
analyse.

3- En ce qui concerne les expériences par MALDI, une solution à l0-r M du
mélange (spiro l5C5+KCI) est préparée dans I'acétonitrile, puis est
irradiée également à 355 nm pendant 1 minute. Ensuite, 2,5 ytL de la
solution irradiée sont déposés à la surface d'un dépôt cristallin de I'acide
férulique (solution saturée dans MeOH) avant analyse. Nous remarquons
également la présence de cette coloration caractéristique de la forme
ouverte.

'  Nous n'avons pas choisi LiCl comme sel alcalin. car ses propriétés hygroscopiques empêchent la formation
d'un mélan,ee homogène à l 'é tat  so l ide
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MALDI

Figure y.l2 z Specrres de masse LDVMALDI à 355 nm du co.mposé spirof yrane I 5C5

avec ajout de sel alcalin (KCl) et irradiation avant analyse, Irr = t07 W/cm2'

Le dopage en potassium provoque I'exaltation du pic [M+K]* "n 
désorption

laser directe. Le potassium piégé par l'éther couronne 15C5, et retenu par la

chaîne oxyéthyléniqu", change la configuration électronique de la molécule,

rendant impossible le retour à la forme fermée de départ. Cette nouvelle

disposition électronique de la molécule autorise dans les conditions MALDI,

l'ionisation des molécules cibles par transfert d'hydrogène H*Æ{' : ([M+K+H].

et [M+K+3H]*), se différenciant ainsi du mode d'ionisation de la désorption

laser directe.

La même expérience (Spiro l5C5+KCl) mais sans irradiation avant analyse,

montre qu'"n MALDI, il .tt difficile d'obtenir des ions moléculaires multi-

hydrogénés. L'ionisation en désorption laser assistée par matrice intervient donc

rËelleÀent après I'ouverture de là molécule cible, et très certainement à l'état

IM+K] '
IM+Na] '

IM+K+3H1.

excité.
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Chapitre V : Etude du nÉcatilsnte MALDI

1.3. Conclusion

Infl uence des paramètres expérimentaux

L'ensemble des résultats présentés dans cette partie, permettent de donner un
début de réponse quant à la localisation de l'étape de I'ionisation lors du
processus MALDI. Jusque 1à, deux hypothèses persistaient. Elles sont résumées
en f isure V.13.

Figure V.l3 : Deux des mécanismes les plus admis concernant I'ionisation MALDI.

L'hypothèse I suppose une ionisation par échange de proton en phase solide
entre la matrice et la molécule cible. La présence de nombreuses liaisons
hydrogène entre ces deux types de composés peut être en faveur de cette
hypothèse.

L'hypothèse 2 consiste en une désorption de la molécule cible sous forme
neutre, laquelle s'ioniserait par capture d'un proton en phase gazeuse. Les
différents résultats présentés dans cette partie vont plutôt dans le sens de cette
seconde hypothèse. En effet, l'étude du composé spiro 15C5 montre que
I'ionisation par transfert d'hydrogène, suppose la libération simultanée de H*/H'
provenant de la matrice et de molécules cibles à l'état excité (forme ouverte).
Ces deux événements concomitants interviendraient quelques picosecondes
après I'arrivée des premiers photons.

n. Influence des paramètres expérimentaux en MALDI

Si la technique MALDI est une méthode d'analyse facile à mettre en ceuvre, la
compréhension de son mécanisme d'action est rendue difficile de par sa
dépendance à de nombreux paramètres expérimentaux. En connaissant à présent,
le comportement des composés spriraniques sous irradiation MALDI, nous
serons plus à même à définir les paramètres expérimentaux les plus
déterminants.

Fabceau laser

NNNI.L.*N
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il.I. I^a préparation de l'échantillon

il.1.1. Les dffirents modes de déPôts

De la bibliographie (voir chapitre I) ressort deux grandes méthodes de

préparation de l'échantillon :

a ) Dépôt de l'échantillon en deux étapes :
- matrice puis analYte (méthode A)
- analyte puis matrice (méthode B).

b ) Dépôt de l'échantillon en une seule étape:
- mélange intime en solution de la matrice et de I'analyte

(méthode de la goutte séchée, méthode C).

L'étude de I'influence de la préparation de l'échantillon (méthodes A, B, et C) a

été menée sur le composé spirooxazinique, représenté figure V.14.

PM = 410 Dal tons

Figure V.14 : Structure de la spirooxazine étudiée'

Les spectres MALDI présentés figure V.15, sont le résultat d'une accumulation

de 5Orirs laser, effectuée sur 50 endroits différents de 1'échantillon. Cette étude

a été réalisée à 266 nm,sous une irradiance laser de 5,107 W/cm2, et en présence

de I'acide nicotinique (saturé dans HzO). Le composé spiro est quant à lui,

dissous dans le THF, afin d'obtenir une solution à 10-'M'

L'interprétation des résultats (figure V.15), nous amène aux observations

suivantes :

y' La méthode par dépôts successifs (matrice puis analyte, méthode A) permet

I'obtention d'un spectre de masse plus propre, avec un rapport signal sur

bruit quatre fois plus important que dans les autres cas.

y' Cette même méthode de dépôt semble être plus propice à la formation de

I'espèce [M+3H]. qui n'est plus majoritaire, lorsque la méthode B ou C est

appliquée.
- l 6 l -
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y' Des conditions différentes de germination des cristaux de la matrice
expliqueraient ces variations [9]. Les méthodes B et C ne favoriseraient pas
une incorporation optimale des molécules cibles dans le réseau cristallin.
Elles seraient alors davantage exposées au flux photonique, expliquant ainsi
la présence de pics fragments sur les spectres b et c. C'est à partir de ces
résultats que nous avons basé notre méthodologie. Nous rappelons que
I'ensemble des spectres MALDI présentés dans ce travail de thèse, onr èté
effectués à partir d'un dépôt en deux étapes (méthode A).

Figure V.15^: Influence du mode de préparation sur I'empreinte MALDI Qr = 266 nm, Irr =
5 ,10 'W/cm ' ) : a )mé thodeA ,b )mé thodeBe tc )mé thodeC, *pho to f ragmen tde l ' ac i de

nrcotinique (matrice) : [2mH-COzrH]*.

II.I.2. Le rapport des concentrations cible /matrice

Nous nous sommes intéressés, à faire varier le rapport des concentrations cible
sur matrice, afin d'étudier I'influence de ce paramètre sur I'empreinte spectrale
de la spirooxazine de base (M - 328 Daltons). La concentration en molécules

@
6
o

at,

6

c

It
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cibles étant fixée à l0 4 M, nous avons eu recours à différentes concentrations de

matrice, pour obtenir les rapports cible/matrice suivants : l/10, 1150, l/100,

l/500 et l/1000. Comme piécédemment, les spectres présentés figure V.l6

représentent I'accumulation de 50 tirs laser, effectuée en se déplaçant sur la

totalité de la surface de l'échantillon à analyser'

E 
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E
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I
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I J ruH-CO1Hl .
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I
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Figure v.l6 : Influence du rapport cible/matrice. Spectres MALDI-FTMS à 248 nm'

de lî sp,irooxaz.ine de base 
"n 

piér.n.. de I'acide nicotinique et à une irradiance laser de

l0' w/cm- : a ) cible/mati ice : l /10, b ) l /50, c ) l /100, d ) l /500 et e ) l /1000'

L'examen des sPectres montre que :

r' L'apparition d'espèces triplement hydrogénées [M+3H]* n'est pas tributaire

IM+3H]-
M' '!

IM+3H]*

du rapport cible/matrice.
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y' Par contre, I'apparition de photofragments
matrice : mlz = 203, [2mH-COz+H]* et 346,
du rapport cible lmatrice.Ils peuvent parfois
interprétation spectrale.

Influence des paramètres expérimentaux

ou d'adduits, provenant de la
[M+H2O]', dépend directement
être à I'origine d'une mauvaise

y' IJn rapport 1/100 apparaît dans ce cas optimal :
- bon rapport signal sur bruit,
- absence de pics parasites provenant de la matrice.

11.2. Les paramètres laser

Les paramètres laser constituent à eux seuls, une source d'informations
considérable, pouvant aider à la compréhension du mécanisme de I'ionisation.
Ainsi, pour nous en rendre compte, nous allons déterminer successivement
I'effet de la longueur d'onde, du temps de pulse, de I'irradiance laser et du Dl3
(délai entre I'ionisation et I'excitation lors d'une séquence FTMS) sur
I' ionisation des spirooxazines.

11.2.1. L'effet de la longueur d,onde

Le choix de la matrice en MALDI, est très souvent dicté par sa capacité à
absorber les photons du laser incident. Nous avons alors comparé I'efficacité de
deux matrices : I'acide nicotinique et I'acide férulique à deux longueurs d'onde :
)" - 266 et 355 nm. Le composé spirooxazinique analysé lors de cette étude, est
le spiro II, dont le poids moléculaire est de 388 Daltons. L'irradiance laser est
fixée pour les deux longueurs d'onde à 5,107 Wcm2.

D'après les résultats présentés figure v.17, nous constatons que :

y' L'acide nicotinique à 266 nm, montre un spectre MALDI typique : apparition
de [M+H1*, JM+2H]*', [M+3H]*, er du fragment spécifique à mlz = 203.

y' L'acide férulique à 355 nm, conduit également à la formation d'espèces
multi-hydrogénées et du fragment spécifique E.

y' Dans les autres cas, c'est-à-dire : l'acide nicotinique à 355 nm et I'acide
férulique à 266 nm, nous obtenons le spectre caractéristique de la désorption
laser directe, à savoir I'apparition de I'ion moléculaire M*', et des fragments
à rn/z = I  88. 212 et 373.
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Acide nicot inique

)" = 266 nm

Influence des paramètres expérimentaux

Acide férulique

lM+H:Ol .
r
Y

IM+t . t rO] '
I
v

nm5

0 0 f
too 0

À=35

Figure Y .17 z Spectres MALDI-F|MS à 266 et 355 nm du spiro II (M = 388), effet de la

longueur d'onde, Irr = 5,107 w/cm2, * :  photoproduit de I 'acide férul ique.

Comme nous I'avons évoqué dans le paragraphe I.1.4., les spectres d'absorption

UV réalisés en solution, ne traduisent pas réellement les transitions

électroniques permises de la matrice à l'état solide. En effet, à l'état solide les

interactions dipôle-dipôle modifient considérablement les moments de

transition. C'est pourquoi, nous préférons exposer en figure V.18 les spectres

d'absorption UV solide de I'acide nicotinique et de I'acide férulique. Ils

traduisent mieux les transitions électroniques intrinsèques de la matrice à l'état

solide.

Le rôle de 
'cocon 

protecteur ou filtre photonique de la matrice est donc bien

directement lié à la longueur d'onde du laser incident. D'après les spectres

d'absorption UV de matrices enregistrés à l'état solide, il semble que

I'absorption d'électrons de l'état fondamental Sovers l 'état singulet S1, soit la

plus propice à la libération d'entités hydrogénées.
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Figure V.18 : Spectres d'absorption UV-Visible de matrices MALDI enregistrés
à l'état solide : a ) acide nicotinique, b ) acide férulique, tiré de [4].

11.2.2. L'effet de l'impulsion laser

La présence au laboratoire de deux types de laser : un Nd:Yag délivrant un
faisceau lumineux de 355 nm en un temps de 5 ns, et un laser excimère à 248
nm avec un pulse de 34 ns, nous a permis de constater qu'à irradiance égale (107
W/cm'), une durée d'impulsion laser plus longue d'un facteur '7 n'avait aucune
incidence sur les spectres MALDI de la spirooxazine de base (M - 328).

Dans les deux cas, nous détectons les ions pseudo-moléculaires multi-
hydrogénés caractéristiques du processus MALDI, et accompagnés du fragment
E (figure V.l9). Néanmoins, cette différence de temps entre les deux impulsions
laser, est peut être trop faible pour que I'on puisse constater un changement
notoire. Il semble d'après la littérature [10] que quelle que soit la durée de
l'impulsion laser, le processus MALDI est gouverné par le même mécanisme.
En principe, une durée d'impulsion laser relativement longue (-ns) favorise en
phase gazeuse ou en mode désorption I'absorption bi ou tri-photonique, tandis
qu'une impulsion trop courte (-fs) augmente la densité de photons par unité de
temps. Par conséquence, les ions acquièrent dans les deux cas, une énergie
interne importante et se fragmentent. Dans ces conditions, ces temps
d'impulsion laser ne sont pas optimisés pour un processus MALDI. Il serait
alors intéressant d'étudier plus précisément cet aspect du mécanisme MALDI
par les sondes photochromiques.

Influence des paramètres expérimentaux

too aoo
Longueur d 'onde (nm)

b )
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t  =34 ns

Influence des paramètres expérimentaux

IM+3Hl -
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E
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(a)

T=5ns

(b)

t
e'r

E
â

Matrice : acide férulique

Figure v.l9 : Spectres MALDI-F|MS à 248 (a) et 355 nm (U)i3Ja spirooxazine de base

effet du temps de pulse, Irr = 10' W/cm''

11.2.3. L'effet de l'irradiance

L'effet de I'irradiance laser a été étudié sur le composé spiro II de masse mJz =

388, en présence de la matrice 2,5-DHB, et sous une irradiation de 266 nm (voir

figure v.20). La configuration de notre interface laser, permettant de faire varier

à souhait le diamètre de I'impact laser sur l'échantillon, nous a permis

d'examiner l'influence de f irradiation laser sur le mécanisme d'ionisation

MALDI.

La quantité d'énergie déposée sur l'échantillon par unité de surface et au cours

d'un. impulsion la-ser, est certainement le paramètre laser le plus important en

MALDI (hormis [a matrice elte-même). Ii existe de très nombreux exemples

dans la littérature (voir chapitre I), qui font état d'une valeur seuil' En dessous

de cette valeur, I'ion moléculaire n'eit pas détecté, au-dessus seuls les fragments

de I'ion moléculaire sont observés'

[M+3H]- s
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Figure.V.20 : Spectres MALDI-FTMS à 266.nm du spiro II (M = 388) à une irradiance laser
1W/c rn r ) : a )108 ,b )5 .107 , c )107e td )5 .106 , * : pho to f ragmen tsde l ' ac i de2 ,5 -DHBu t i l i sé

Nous avons déjà pu nous rendre ;ï. ,"ï:trence de ce paramètre lors de ta
présentation des spectres MALDI dans le chapitre IV. L'analyse de la
spironaphtoxazine non substituée en présence de I'acide nicotinique à une
irradiance de 5.107 Wlcmz, provoque I'apparition du photofragment E
caractéristique, contrairement à une analyse réalisée à une irradiance de 5.106
Wcm".
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La figure V.20 met en évidence que I'irradiance laser peut également en

certaines occasions (comme ici avec la matrice 2,5-DHB) influer directement

sur le transfert d'hYdrogène.

Ces résultats nous révèlent I'existence d'une valeur seuil. Au-delà de 108 Wcm2

nous observons un spectre MALDI se rapprochant davantage d'un spectre LDI

classique, avec la présence de I'ion moléculaire M+' et de ses fragments

caractéristiques (188, 190 et 2I2). En dessous de cette valeur, nous remarquons

l'apparition d'ions moléculaires hydrogénés typiques au MALDI. Si nous

diminuons encore I'irradiance jusqu'aux limites de notre instrumentation, nous

ne détectons plus de fragment MALDI (8, mlz = 203), et I'intensité des espèces

hydrogénées tend à diminuer au profit des ions de la matrice (137 ,334, et378).

Néanmoins, nous tenons à préciser, que cette influence aussi marquée de

l'irradiance laser, n'a été rencontrée qu'avec la matrice 2,5-DHB à la longueur

d'onde 266 nm.

11.2.4. L'effet du Dlj

Du fait de la spécificité de notre spectromètre de masse, nous pouvons faire

varier à notre gré le temps entre I'ionisation et l'excitation des ions, de 2

microsecondes à plusieurs secondes. Il était donc intéressant, de connaître

I'influence de ce paramètre sur I'empreinte MALDI.

Cette étude a étéréalisée à 355 nm et à une irradiance laser de 107 Wcm2 sur la

spirooxazine de base (M - 328). La matrice utilisée à cette longueur d'onde est

toujours l'acide férulique. Les spectres ont été moyennés sur 5 tirs laser.

Le résultat de ce travail présenté figure V.2l met en évidence, que la formation

d'espèces hydrogénées en MALDI, ne s'intensifie pas lorsqu'on passe d'un

délai de 2 ;,rs à 5 s. I1 en va de même pour la photofragmentation.

Il serait alors particulièrement intéressant d'effectuer ces mêmes analyses par

MALDI-TOF, car le temps de détection sur ce type d'appareil est bien plus court

(trrs) qu'en FTMS (ms). Nous serions sur une échelle de temps, plus proche du

pneno*Cn. de I'ionisation. Nous devrions en principe obtenir les mêmes

résultats qu'en FTMS.

Cette étude confirme cependant, que I'ionisation par transfert d'hydrogène ne se

fait pas lors de I'expansion du nuage gazeux par un mécanisme collisionel, mais

très certainement dans la phase condensée du nuage gazeux.
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11.3. I-a matrtce

Influence des paramètres expérimentaux

La matrice est ]'é|ément clef de la réussite d'une analyse par MALDI. C'est en

effet elle, qui protège la molécule cible d'une photofragmentation intensive, et

participe à son ionisation par transfert de H* etlou H'. Jusqu'à présent' nous

n,avions utilisé que des matrices à caractère acide (acide nicotinique, acide

férulique et 2,5-DHB). Il était donc important d'apprécier également I'efficacrté

des matrices basiques ou polymères, afin d'étudier I'influence de la nature

chimique de la matrice en MALDI. Dans de nombreux cas (voir chapitre I), ces

dernièies offrent une alternative intéressante aux matrices acides

conventionnelles.

11.3.1. Matrices considérées comme "acide" ùl'état excité

Nous voulions vérifier qu'une matrice réputée comme étant basique à l'état

solide (nitroaniline) ou en phase aqueuse (éponge à protons) puisse également

jouer le rôle de matrice (tiansfert d'hydrogène) en MALDI' D'après Gimon-

kinsel et al. ll2l,les propriétés physiques et chimiques des composés à l'état

excité ne peuvent être comparées à l'état solide ou liquide. Nous proposons

d'étudier deux isomères dè la nitroaniline ainsi qu'une matrice ayant la

particularité d'être une éponge à protons en solution: le l'8-bis-

iOi-etnytamino)-naphtalène. Il s'agira alors d'observer si les transferts

d'hydrogène sont to ours aussi favorables'

11.3. t. l. I-a nitroaniline

La 3-nitroaniline ainsi que la 4-nitroaniline ont la particularité de se comporter à

l'état solide comme unà bur.. Cependant, elles forment facilement en solution

leur acide conjugué. La valeur de leur pKa en phase aqueuse est respectivement

de : 2,5 et I (figureY .22).

.(Noz)

+

..-(Noz)

Figure Y.22 z Equilibre acido-basique de la 3- et 4-nitroaniline.

NHz
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Des mesures par spectroscopie d'absorption UV à l'état solide, ont permis de
mettre en évidence, que I'isomérie de position provoque une inversion de la
bande d'absorption maximale (voir figure V.23). Quant aux spectres
d'absorption UV effectués en solution (tableau V.1), ils indiquent une nouvelle
fbis des transitions électroniques d'intensité différente de celles enregistrées à
l'état solide (voir annexe B).
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Longueur d'onde (nm)

Figure Y.23: Spectres d'absorption à l 'état sol ide de la 3- et 4-nitroanil ine.

Tableau V.1 : Valeurs des coeff icients d'extinction molaire des deux matrices basiques,
expr imées en ( l .mol ' r .cm r )  à266 et  355 nm.

L'analyse de la spirooxazine de base (M = 328 Daltons) en présence de la

matrice : 3- et 4-nitroaniline, a été effectuée aux deux longueurs d'onde )u - 266
et 355 nm. L'irradiance laser au cours de ces deux expériences a été fixée à 107
W/cm:.

4 nitroaniline
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Figure Y.24 z Spectres MALDyFTMS de lu :qT_o:luzine 
de base en présence de ma ice

baîique à différéntes longueurs d'onde, Irr = 107 W/cmr, * : photofragment de la mat ce'

L'analyse des spectres de masse (figure V.24) a conduit aux observations

suivantes :

y' La fonction carboxylique n'est pas la seule à induire des transferts

d'hydrogène en MALDI'

y' Dans le cas présent, les espèces hydrogénées [M+3H]- se forment
la longueurles matrices acides, lorsque

préférentiellement, comme pour les maurÇçs '1Lr\rçù' 'r

à'ond" du laser incident corïespond à la transition So'Sr'

y' cette étude démontre une nouvelle fois qu'il est nécessaire de disposer de

spectres d'absorption uv à l'état solide, pour réellement prévoir la capacité

d'une matrice, à protéger la molécule ciblè d'un rayonnement photonique' et

à particiPer à son ionisation'
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y' L'ion 159 apparaît pour la première fois en désorption laser. Lorsqu'il est
accompagné de I'ion E, spécifique du processus MALDI, il serait attribué à
une perte de carbène :CH2 (figure V.25).

cHz
+ :CHz

= 173 mlz= l

Figure V.25 : Structure de I ' ion 159 issu de E.

y' L'ion fragment E (mlz = 173) très intense ne peut être en aucun cas attribué à
la matrice. Il est bien caractéristique d'une fragmentation de l'ion triplement
hydrogéné observé en MALDI.

11.3.1.2. Le 1,8-bis-(diméthylamino)-naphtalène

Afin d'éliminer toute possibilité de la participation de I'hydrogène de I'acide
conjugué au cours de I'ionisation de la spirooxazine de base (m/z - 328), nous
avons utilisé cette fois-ci une véritable éponge à protons, dont le pKa est égal à
l2 (figure V.26).

Figure Y.26 : Structure de l'éponge à protons.

Le spectre MALDI (À = 355 nm) du composé spiranique (figure Y.27) révèle la
fbrmation d'ions moléculaires triplement hydrogénés [M+3H]' au côté de I'ion
radical moléculaire M*'. Ce spectre met en évidence le caractère beaucoup plus
bruyant I de cette matrice par rapport à I'acide nicotinique ou férulique. Cela
comporte un inconvénient majeur, puisque de nombreux pics fragments de basse
rnasse appartenant à la matrice apparaissent sur le spectre de masse (n/z - 230,
213, 198, 183, 170, 146), et peuvent dissimuler des informations capitales pour
I' interprétation des résultats.

I une nratrice bruyante est une matrice qui s' ionise facilement et qui, par conséquent, donne de nombreux pics
(tragments. dimères. trimères. etc.) de basse masse

-174 -

E

/
N

I
59

* /.N

I
mlz

' )

\ - z



Clrtt l t i rrc \ t  '  Eturle dtt t trétturisrnc MALDI Influence des paramètres expérimentaux

Figure Y.27 z Spectre MALDyFTMS à 355 nm de la spirooxazine de base en présence

d'une matrice basique : I  ,8-bis-(diméthytamino)-nàphtalène, lrr = 107 W/cm2,
* : photoProduit de la matrice'

11.3.2. Matrice PolYmère

La nitrocellulose, dont la formule est représentée figure V.28, a la particularité

de créer un fitm de matrice homogène à la surface, améliorant ainsi la

reproductibilité des résultats MALDI. Sa structure polymère rend cette étude

plu, proche des conditions d'utilisation de photochromes dans I'industrie.

Nous avons étudié I'influence d'une telle matrice sur le comportement de la

spironaphtoxazine II (M =388 Daltons) à 193 nm, car c'est à cette longueur

d"onde que I'absorption de cette matrice est la plus grande (voir spectre

d'absorption en annexe B).

Figure V.28 : Structure de la ulose.

Deux types de dépôt ont été testés (voir figure V.29). Le dépôt classique en deux

étapes imatrice puis cible) choisi colrlme méthode de dépôt standard au cours de
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ce travail de thèse, et le dépôt en deux étapes mais à ordre inversé (cible puis
matrice).

3 M '

E
o

c
c

E
f

ræo

t o 0

æ.0

€ 0

æ.0

0 0

û,.o
.nlr

Figure Y.29 z Spectres MALDVFIMS à 193 nm du spiro II (M = 388 Daltons)
a ) dépôt classique, Irr = 107 W/cm2 ;
b ) dépôt à ordre inversé, Irr = 107 Wcm2 ;
c ) dépôt à ordre inversé, Irr = 106 W/cm2
* : photofragment de la nitrocellulose.

Nous remarquons que :

y' Le dépôt standard ne protège pas la spirooxazine de la photofragmentation.
L'apparition de la coloration bleue à la surface du dépôt, indique la présence
de formes ouvertes ionisées M*'. Leur fragmentation est caractérisée par la
présence des ions 188, 190 et2I2.

y' C'est en inversant I'ordre des dépôts, et en augmentant la quantité de
nitrocellulose déposée sur notre molécule cible, que nous arrivons à éviter
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toute fragmentation de I'ion moléculaire M' . Dans ce cas' td rruu

modification de la coloration de départ, indique que cet ion est resté en
la nonmoléculaire M+' Dans

configuration forme fermée'

y' En diminuant f irradiance laser, des adduits sont observés sur I'ion

moléculaire M*'. Ils résultent de I'interaction de l'ion moléculaire avec les

molécules issues de la dégradation de la nitrocellulose (oH- et NO*) lors du

processus d' ablation laser'

y' lJne vitesse d'ablation rapide du

I'augmentation de la vitesse du l
refrôidissement des ions moléculairt

moléculaire de la spirooxazine sans (

pour autant besoin à'un transfert de H* etlou H' de la matrice vers 1'analyte'

11.4. L'analYte Photochromique

Nous étudierons dans ce paragraphe d'une part, les spiropyranes qul ont

longtemps suscité de nombreuses recherches et d'autre part' les chromènes qui à

l,heure actuelle avec les spirooxazines sont les plus couramment utilisés dans

l'industrie. Nous proporon, de comparer leur comportement respectif lors d'un

processus d'ablatùn iuttt en présence ou non de matrice'

11.4.1 Les sPiroPYranes

Nous avons choisi le spiropyrane nitré représenté en figure v'30' car au cours de

l'étude menée sur le transfert d'hydrogèn" upputuissant en MALDI' nous avions

remarqué qu'une des formes ouvertes permanentes, construite selon le même

mot i fdebase( f igureV.7,p .155) ,donnai tdesrésu l ta tssurprenants 'Aucune
différence n'avait-pu être constatée entre les spectres LDI et MALDI'

Figure V.30 : Structure du composé spiropyrane étudié'
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De ce fait, nous allons une nouvelle fois comparer le comportement de ce
nouveau composé photochromique en désorption laser directe et en MALDI
(voir !grt" Y.3ti Cette étude aété réalisée à 355 nm sous une irradiance laser
de l0'W/cm'. La matrice MALDI de référence à cette longueur d'onde étant
toujours I'acide férulique.

r æ 0

LDI

MALDI

N2

Figure V.31 : Spectres LDI 4ALDI à 355nm du spiropyrane nitré, Irr = 107 Wcm2.

L'examen des spectres LDI et MALDI (figure V.31) montre que :

/ Quel que soit le mode d'ionisation laser, LDI ou MALDI, le spiropyrane
nitré est caractérisé en spectrométrie de masse, par la présence de I'ion
moléculaire M'' et de I'ion moléculaire doublement hydrogéné [M+2H]*'.

y' Comme nous I'avons déjà fait remarquer, I'ablation laser provoque
instantanément un transfert intermoléculaire d'atomes d'hydrogène de la
molécule cible, et ne permet donc pas de différencier I'ionisation laser directe
de la désorption laser assistée par matrice.

y' L'ouverture de la molécule se faisant très certainement après la libération de
H*Æ-l' de la matrice (molécule nitrée), ne perrnet pas non plus de retrouver
une empreinte spectrale caractéristique du processus MALDI (observée pour
les spirooxazines). L'ion [M+3H]. ainsi que le fragment E n'ont jamais été
détectés, même à des irradiances plus élevées. Cette expérience confirme une
nouvelle fois, que E vient bien de la fragmentation de [M+3H]..

I
o  6 O 0
o

ç
5 .o.0
€
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y' L'effet "cocon protecteur" de la matrice est toujours visible. Une diminution
significative de la photofragmentation différencie le spectre MALDI du
spectre LDI.

1L4.2. Les chromènes

La structure du chromène dont nous avons étudié le comportement en LDI et en
MALDI, est présentée en figure V.32. La même méthodologie d'analyse que
précédemment, a été adoptée pour ce nouveau composé photochromique.

LDI

MALDI

I
@
o

6

E
€

a
o

6

E
f
lt

0 0 f
ræ.0

Figure V.33 : Spectres LDVMALDI à 355 nm du chromène étudié, Irr = 107 W/cmz
x : photofragment de I'acide férulique.

Figure Y.32 : Structure du chromène étudié.

Y'*'
I

N2

IM+2H]'

I

I
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Les spectres illustrés en figure V.33 mettent en évidence que :

y' Le chromène étudié révèle un comportement à I'ionisation laser identique à
celui caractérisant les spirooxazines. Apparition de I'ion moléculaire M*' en
LDI, et formation d'espèces pseudo-hydrogénées en MALDI. Cependant,
dans le cas des chromènes, les ions [M+3H]* ne sont pas observés.

y' L'existence d'ions fragments à la masse mlz - 192, confirme la formation
d'ions distoniques lors de I'impulsion laser. La structure proposée pour cet
ion est la suivante :

o
rdz = 192

L'ion fragment mlz = 167 est une fragmentation classique de I'ion
moléculaire M*' dans laquelle intervient, comme pour les spirooxazines, un
transfert d'hydrogène intramoléculaire :

+ 
--J

()

, ,  
"  l f fer

^
4"1^\t*

r'

nlz=167

y' L'équivalent de I'ion E caractéristique de la fragmentation MALDI des
spironaphtoxazines, est I'ion mlz = 168 :

rn/z =168
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il.s. Conclusion

Le mode de préparation de l'échantillon

molécules de matrice qui vont participt

rnolécule cible. L'étude concernant 1'

analyte/matrice, montre qu'un rapport de Ill0 à 1/100 supprime les

photofragments issus de la matrice. 
^Ii 

semble donc qu'un nombre opdmal de

molécules de matrice participe à I'ionisation de I'analyte'

Le contrôle rigoureux de I'irradiance laser, et le choix d'une longueur d'olde

d,irradiation correspondant à une transition so-Sr de la matrice (à l'état solide)'

sont également essentiels à la réussite d'une analyse MALDI.

ce travail a mis aussi en évidence que I'ionisation en désorption laser assistée

par matrice n'implique pas forcémËnt un transfert d'entités hydrogénées' E'n

effet, la vitesse^d'âblution élevée d'une matrice polymère (nitrocellulose)

diminue l'accumulation d'énergie interne des ions moléculaires (par

refroidissement), et permet d'atteùdre par réabsorption d'un deuxième photon'

le continuum de la molécule sans 
"^.ét 

d'énergie. Les ions sont relativement

stables, ils ne se fragmentent Pas'

Entin, les spirooxazines et les chromènes s'avèrent, parmi les photochromes

étudiés, les plus adaptés pour l'étude du mécanisme MALDI' Contrairement aux

spiropyran"r, il, n'induisent pas de transfert d'hydrogènes intermoléculaire lors

de I'interaction laser-matière en LDI'

+++
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nI. Proposition d'un mécanisme d'ionisation MALDI

Ce mécanisme a pour but d'expliquer la formation d'ions pseudo-moléculaires,
simplement, doublement et triplement hydrogénés, apparaissant au côté de I'ion
radical moléculaire sur les spectres MALDI. La recherche bibliographique
menée d'une part, sur les processus de désorption et d'ionisation de la technique
MALDI (chapitre I) et d'autre part, sur le mécanisme d'ouverture et de
fermeture des composés photochromiques (chapitre II), a donné les bases
nécessaires pour proposer un tel mécanisme.

n1.1. Rappel des principaux mécanismes

Dans un article paru en 1995, Liao et Allison [11] ont présenté pour la première
fois trois mécanismes d'ionisation possibles MALDI :

ill.1.1. Mécanisme I : Chimie acide-base à l'état excité

mH + hv --+ mH*

mH"+\z l - -+m +[M+H]*

Proposition d'un mécanisme d'ionisation

( la )

( lb)

mH- + mH --+ m- + [mH+H]* (1c)

Dans ce mécanisme, les molécules de matrice excitées électroniquement flH",
fbrmées par la réaction (la) agissent tel un acide, en transférant un proton aux
molécules environnantes (matrice etlou analyte). Ce processus ne peut intervenir
qu'après excitation des molécules (au cours de la désorption), quand le nombre
de mH. est le plus important, c'est-à-dire en phase condensée. Ce mécanisme est
gouverné par I'affinité protonique de I'analyte, et l'énergie de dissociation de la
liaison (m--H*) de la matrice.

III.I.2. Mécanisme 2 : Photoionisation de la matrice suivie d'un
transfert de H*

mH+hvtmH* '+e (2a)

mH*' + mH -+ rn

mH* '+M--+m

[mH+H]* + M --+

+ [mH+H]* (2a')

+ [M+H]* (2b)

mH + [M+H]* (2b')
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Après photoionisation des molécules de Ia matrice (2a), un mécanisme

semblable à l,ionisation chimique permet de transférer directement un proton

vers |anaryte ou vers des molécules de matrice restées à l'état fondamental. Une

molécule de matrice protoné e (2b') peut également réagir avec une molécule

éculaire [M+H]*. Ce mécanisme a pour

simultanément I'ensemble des espèces

lristique : I'ion radical moléculaire de la

matrice, l'ion protoné de la matrice, ainsi que l'ion pseudo-mo|éculaire de

i;unufyr.. L'ionisation de I'analyte par transfert p.rotonique dépend dans ce cas'

de l,affinité protonique de I'analyte, de l'énergie d'ionisation de la matrice' et de

l'énergie de dissociation de la liaison (m'-H')'

111.1.3. Mécanisme 3 : Photoionisation de I'analyte suivie d'un

transfert de H'

Chctpitre V : Etude du mécanisme MALDI Proposition d'un mécanisme d'ionisation

(3a)

(3b)

(3c)

Dans ce modèle, la dissiPation de l'é

matrice (mH.) est utilisée pour ioniser I

un atome d'hYdrogène de la matrice

mécanisme d'ionisation est sous I'influe

l,analyte, de la force de la liaison homolytique (m-H) de ta matrice' et de

l'affinité de l'atome d'hydrogène vis-à-vis de I'ion radical moléculaire M*"

Ce mécanisme très différent des deux premiers ne semble pas être le plus

favorable O'un point de vue thermochimique' En considérant des valeurs

thermochimiques de molécules modèles, ielles que I'affinité protonique'

l'énergie d'ionisation et l'affinité d'atome d'hydrogène de la molécule ionisée'

Liao et Allison tlll ont présenté un diagramme d'énergie permettant de

visuariser les différentes énergies d'activatiàn des processus décrits dans les

mécanismes l ,Z,et 3 (voir f igure V'34) '

Ils considèrent que dans le cas d'une analyse de I'hexagtycine par désorption

laser assistée par l'acide sinapiruqu., lt mécani'me 1 est le plus favorable' A

l'état excité, l'énergie de solvatation de la matrice est faible (+ 1'5 eV) [mH-Hl-

et permet un traisfert de proton vers I'analyte' Les autres mécanismes

demandent beaucoup plus d,énergie, g,g ev poui|ionisation de I'hexaglycine,

mH + hv --+ mH

nmH* + M -  nmH + M* '+ e-

M* '+mH*m+[M+H].
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7,9 eY concernant celle de la matrice. L'ionisation de ces molécules passe par
un mécanisme d'absorption à deux photons.

I Energie
I
I
I
I

(2)
n $ l + l l + . + a -

7.9 cV

8.8 rv

I
I
I
I

I
,
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

mH+ + M + mHrt + M

-2 .6
.96 cV ( l )

m'+ [M+Hl+
m ' + [ M + g ] + p 1 ' . 5

m n - + Ë  |  a -
+ l r ' ro t  +[H+HI+

3.95  cV

mH 11

Figure V.34: Considérations thermochimiques pour la formation de peptides protonés en
MALDI. M = hexaglycine, mH = acide sinapinique et la numérotation des différentes voies
correspond aux mécanismes d'ionisation présentés ci-dessus. Un photon à 337 nm a une
énergie de 3,96 eV, t iré de I l ] .

Si les mécanismes 1 et 2 sont les plus couramment évoqués dans la littérature
(voir chapitre I), le mécanisme 3 est intéressant car il suppose qu'un transfert
d'atomes d'hydrogène entre la matrice et l'analyte, participe activement à la
formation d'ions hydrogénés [M+H]* en MALDI. Cette intervention d'atomes
d'hydrogène au sein du nuage gazeux nous a intéressé, car elle permettrait de
mieux comprendre I'apparition d'ions spiraniques triplement hydrogénés.

III.2. Notre proposition

Lors de la germination des cristaux de la matrice, celle-ci piège les molécules
d'analyte dans son réseau cristallin, créant ainsi de véritables complexes
moléculaires de type hôte-invité ([m H M]) à l'état solide. Des liaisons
hydrogène assurent la cohésion de cet ensemble.

Lors de I'irradiation laser, la matrice absorbant préférentiellement les photons va
redistribuer cette énergie par ses différents modes de vibration. Etant donné
I'existence de liaisons hydrogène entre la matrice et I'analyte, c'est l'ensemble
du complexe moléculaire qui est excité lors de I'irradiation. La relaxation du
système moléculaire induit le passage à l'état gazevx d'espèces neutres,
excitées, radicalaires, voire ionisées après rupture des liaisons hydrogène. De

(3)
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cette situation naît une multitude de réactions pouvant expliquer la formation

d' ions moléculaires hYdrogénés.

Nous pourrions schématiser le mécanisme MALDI de la façon suivante :

I - Photoexcitation du complexe moléculaire (matrice + analye) :

[glrrrrrl-{rrr,M] [;11,,,,,,u,,,,,,fu{] 
*

2- Relaxation :

uflrrrrrr[\/l] + mff, pt, H
nrajeure

,,,,11,,,,,1';1711 --+ Hrf] H'

3- Réactions avec H :

Analyte

Matrice

MH

rnH

+e

[M+H]+

(trvr+:Hl*cas des ,Rlroo^uri*, 
)

nut 
'  mH+'+ e

+ H' 
hu' ' [mH+H]+

ou collisions

mH*+ M 
hu'  '  m +[M+H]*

ou collisions

Figure V.35 : Proposition d'un mécanisme MALDI'
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III.3. Les arguments en faveur d'un tel mécanisme

Ce mécanisme est basé sur plusieurs observations expérimentales et théoriques.

III.3.I. Existence de liaisons hydrogène

y' Des interactions non covalentes par liaisons hydrogène ont été démontrées en
cristallographie [3]. Des simulations en dynamique moléculaire [5] montrent
que la rupture de liaisons hydrogène intervient approximativement 3 ps après
I'excitation des molécules.

y' L'absence de tels types de liaisons, comme nous pou\/ons le supposer pour
I'ester méthylé de I'acide nicotinique (figure V.2, p. 151), favorise
I'ionisation résonante de la molécule cible (absorption de 2 photons), ce qui
entraîne une fragmentation marquée de I'ion moléculaire M*'. Dans ce cas,
les molécules d'analyte excitées n'ont pas pu transférer une partie de leur
énergie à la matrice (absence de liaisons hydrogène). Ces molécules occupent
alors un niveau d'énergie à l'état excité plus important. Par conséquent, la
réabsorption d'un second photon hv2 amène la molécule bien au delà de son
potentiel d'ionisation, provoquant un excès d'énergie interne de I'ion
moléculaire, synonyme de fragmentations. On peut alors assimiler ces
liaisons hydrogène à de véritables collecteurs d'énergie photonique, qui
ventilent l'énergie vers la matrice, protégeant ainsi les ions de la molécule
cible d'un excès d'énergie interne. La rupture de ces liaisons constitue la
principale source d'atomes d'hydrogène ou de protons qui vont participer à
l'ionisation de I'analyte. A priori, pour que ces liaisons hydrogène jouent
pleinement leur rôle, il faut que les photons incidents correspondent de
préférence à une transition électronique So--+51 de la matrice.

111.3.2. Photoexcitation de I'analyte

y' L'ouverture des molécules photochromiques (voir chapitre II) se fait
davantage à l 'état excité, car l 'énergie d'activation (Eu = 5 kcal.mol') est
beaucoup moindre qu'à l 'état fondamental (Eu= 33 kcal.mol-').

y' Au cours du processus de désorption, les molécules cibles sont entraînées
avec la rnatrice en phase gazeuse. La dissipation de l'énergie absorbée par la
matrice conduit à l'excitation des molécules cibles, c'est-à-dire à la
formation de formes ouvertes délocalisées. Même si I'analyte est en
concentration faible, il peut être également excité par absorption directe de
photons. D'après la littérature, I'ouverture des composés spiraniques non
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substitués par un groupement nitro (principaux composés que nous avons

étudié) est inférieure à 10 Ps.

L'étude de I'attribution des ions fragments pour les deux méthodes

d'ionisation (LDI et MALDI), montre que la molécule photochromique

s'ouvre avant de s'ioniser (voir chapitre IV).

Le mécanisme d'ionisation proposé est en accord avec I'expérience de

Zenobi et al. (voir figure I.20, p. 42), qui démontre que le taux d'ionisation

des molécules est bien meilleur s'il y a réionisation en phase gazeuse

(augmentation du temps d'impulsion laser).

111.3.3. Transfert d'hydrogène atomique

y' L'étude réalisée sur le composé spiro 15C5 (pp' 157 et 159) indique

clairement que la molécule phôtochromique doit être dans une configuration

forme ouverte pour que le transfert d'atomes d'hydrogène puisse s'effectuer

sur la molécule cible. En effet, ce composé possédant un groupement nitro a

un temps d'ouverture supérieur d'un facteur de l0 à 100 par rapport à des

.ornpotét spiraniques non nitrés. Cette discordance des temps entre

l'ouverture de la molécule et la libération de H', empêche tout transfert de se

réaliser.

y' Des études par post-ionisation tl] démontrent la libération d'atomes

d'hydrogène l,ors de la formation du nuage gazeux en MALDI' Le pic de

masse correspondant à I'hydrogène (m/z:1) est exalté lorsque I'on réionise

(par un deuxième laser) le nuage gazevx 10 ns après la première impulsion

laser. Dans notre cas, I'ionisation des spironaphtoxazines ne s'effectue

apparemment qu'à l'état excité, nécessitant la coexistence d'hydrogène

uiô-iqu" . La molécule cible devant posséder en outre une affinité

partic;lière vis-à-vis d'atomes d'hydrogène et un faible potentiel d'ionisation

pour que le taux d'ionisation soit élevé.

+++
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Clutpitre V : Etude du mécanisnte MALDI

N. Conclusion

atomique. Ces réactions se produisent très
photons (de I'ordre de la picoseconde), et
phase condensée.

Conclusion

tôt après I'absorption des premiers
se dérouleraient sans doute dans la

Ce travail démontre la possibilité d'étudier plus précisément le mécanisme
MALDI par I'utilisation de sondes moléculaires photochromiques. Nous avons
pu ainsi mettre en évidence la participation d'atomes d'hydrogène lors de l'étape
de I' ionisation MALDI. Elle est spécifique à ce mode d'ionisation. Ces atomes
d'hydrogène proviennent de la rupture des liaisons hydrogène qui se sont
fbrmées lors de la préparation de l'échantillon entre des sites privilégiés de la
matrice et de la molécule cible.

Pendant l'étape de la désorption, des molécules de matrice et d'analyte se
retrouvent en phase gazeuse à l'état excité, et réagissent avec I'hydrogène

La possibilité pour I'analyte d'évacuer une partie de l'énergie photonique
absorbée, avant son passage en phase gazeuse, constitue certainement une des
étapes clés du mécanisme MALDI. La libération simultanée de H'er/ou de H* en
présence d'espèces moléculaires excitées favorise la formation de [M+H]*. Ce
processus peut être induit suite à I'absorption d'un second photon, ou plus
probablement par un mécanisme collisionel dans la phase gazeuse condensée.

Ce passage à l'état excité explique notamment pourquoi des matrices basiques
puissent aussi jouer le rôle de matrice MALDI. Selon Gimon-Kinsel et al. l|2l,
les propriétés physico-chimiques de la matrice changent considérablement à
l'état excité, et n'ont rien à voir par exemple avec des valeurs de pKa mesurées
en solution.

* * *
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Conclusion
Générale

L'analyse de biomolécules par spectrométrie de masse a pris un essor

considérable, en particulie, uui. re développement de la désorption/ionisation

laser assistée par matrice. Cette méthode d'analyse est considérée comme une

technique d'ionisation douce permettant le passage en phase vapeur d'ions de

haut poids moléculaire.

Aujourd'hui, afin d'asseoir définitivement la technique MALDI comme un outil

analytique de première importance dans les sciences biologiques' il convient de

mieux appréhender le mécanisme MALDI'

En l'état actuel de la bibliographie, il est difficile de déterminer si I'ionisation

des molécules cibles s'effectue par désorption directe de complexes

(matrice+cible) formés à l'état solide, ou bien si elle est due à un mécanisme

collisionel secondaire à la désorption. Il semble que la phase condensée du

nuage gazeux (produit lors de I'interaction laser-matière), soit une étape

déterminante dans le processus MALDI, avant son expansion adiabatique dans

le vide.

Afin d'étudier I'influence de cette phase condensée au moment de I'ionisation,

nous avons utilisé des molécules sondes photochromiques, dont la propriété

essentielle est un changement ultra-rapide de la distribution électronique des

molécules, avant I'expaision du nuage gaze\x. En comparant le comportement à

I'ionisation de divers photochromes sous irradiation LDI et MALDI, nous avons

pu comparer et mieux expliquer les mécanismes de ces processus :
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Cottclusiotr générale

En désorption laser directe (LDI), I'ionisation des molécules s'effectue selon
un processus d'absorption à 2 photons. L'absorption d'un premier photon en
phase solide (t = 10-16-10-17 s), conduit les molécules vers un état excité de plus
haute énergie, en général Sr (t = 10-8-10-e s). La relaxation de cette énergie
accumulée, provoque le passage de molécules excitées M* dans la phase
condensée.La réabsorption d'un deuxième photon lors de I'expansion du nuage
gazeux amène les molécules vers leur état ionique sous la forme d'ions
radicalaires M+'. L'excès d'énergie accumulée par ces ions induit une
fragmentation plus ou moins forte selon son importance.

En MALDI, le mécanisme d'ionisation est bien plus complexe. Des liaisons
hydrogène permettraient d'évacuer une grande paftie de l'énergie reçue par la
molécule cible vers la matrice, lorsque celles-ci forment en phase solide des
complexes moléculaires fmatrice+analyte]. La relaxation de l'énergie
photonique de ces complexes entraîne une libération de molécules de matrice et
d'analyte à l'état excité, ainsi que des atomes d'hydrogène (etlou de proton) en
phase gazeuse condensée. Une affînité particulière des molécules vis-à-vis de H'
etlou de H* permet leur ionisation sous la forme d'ions hydrogénés : [M+H]*.
Dans le cas des spirooxazines des ions multi-hydrogénés ont été détectés :
[M+2H]*', et [M+3H]*, ne laissant aucun doute sur la participation d'atomes
d'hydrogène lors de I'ionisation. Ce mécanisme suppose la coexistence
temporelle de H', ainsi que de molécules d'analyte et de matrice à l'état excité
(M" et mH").

Ce travail a permis de proposer un mécanisme d'ionisation MALDI, qui
confirme I'une des hypothèses de Liao (Chap. V., p. 183) d'une participation
d'atomes d'hydrogène dans la formation d'ions pseudo-moléculaires
hydrogénés. Ce mécanisme ne peut être rapproché de celui caractérisant
I'ionisation chimique (transfert protonique). Il est consécutif à la désorption
d'espèces chimiques en phase gazeuse, et intervient très probablement en phase
condensée (10-12 s) où le taux de collisions entre les molécules et les radicaux H'
est suffisamment élevé.

En définitif, l'utilisation de sondes moléculaires photochromiques a révélé que :

r' la matrice a un rôle déterminant dans la dissipation d'énergie induite par
le laser ;

r' la présence de liaisons hydrogène est indispensable à l'évacuation rapide
de l'énergie accumulée par les molécules cibles, évitant ainsi toute
fragmentation intempestive ;

-  l9 r



Conclusiotr gâÉrale

r' la libération d'hydrogène atomique au sein du panache gazeux MALDI'

participe à I'ionisation de 1'analyte ;

r' les réactions photochimiques (entre H' et M*) induites avant I'expansion

adiabatique àu panach; gazevx dans le vide, seraient bien plus

importantes que des réactions ion/molécule en phase gazeuse'

r' selon toute vraisemblance, le mécanisme de cationisation fonctionnerait

sur le même schéma. Mais contrairement aux radicaux H' (5 000 m/s), la

vitesse d'éjection des cations alcalins est comparable à celle des

molécule, Ëibl.r (700 n/s), et de ce fait, des réactions ion/mo1écule au

cours de I'expansion du panache gazelulx peuvent également participer à

I' ionisation de I' analYte.

Il convient cependant, d'être prudent quant à la généralisation de ce mécanisme

à l,ensemble des molécules cibles. Nous devons approfondir les recherches

actuelles, en utilisant d'autres molécules sondes, notamment des composés de !a
série spirooxazine substitués avec un groupement nitré. Des études en MALDI-

TOF aïec post ionisation seraient doublement intéressantes : confirmer que les

réactions ion/molécule lors de l'expansion du panache gazetJx sont peu

importantes au regard de I'ionisation photoinduite, et prouver la présence

d'hydrogène atomique par ionisation des neutres'

Au cours de ces travaux, la crosonde laser FTMS s'est révélée être un outil

tpacité à la haute résolution, ainsi que la

ongueurs d'onde et de contrôler avec

e-échantillon, ont permis de mettre en

L des paramètres laser lors du processus

MALDI.

paralrèlement à r'étude du mécanisme d'ionisation MALDI, ce travail démontre

:actériser instantanément l'équilibre

res à l'état excité. La technique MALDI

t intéressante, car elle permet de simuler

habituellement utilisée en industrie' Nc

réactivité de photochromes vis-à-vis de

nitrocellulose.

L.ensemble de ce travail apporte une contribution constructive à la

compréhension d'une part, des mécanismes de formation des ions sous

irradiation laser assistée ou non par matrice et d'autre part, à la caractérisation
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Conclusion générale

de l'équilibre photochromique de la série spiranique. Ces travaux ont donné lieu
à deux publications (voir annexes F et G).

Enfin, cette étude sur le mécanisme d'action de la technique MALDI a permis
de mettre en place une méthodologie d'analyse, que nous utilisons à présent
comme procédure standard. C'est ainsi que nous avons pu appliquer cette
technique à la caractérisation de complexants de catécholamines et à la détection
de colorants naturels du bois de Noyer (voir annexes H et I).

* * *
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Spectres d'absorption de photochromes
Anne.re A

Spectres d'absorption UV-Visible
(chapitre III . ,  I I .1.3., P. 113)

a) Spironaphtoxazine (Spiro de référence, spiro 0)
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Annexe A

d) Spiro 15C5

Spectres d'absorption de photochromes

220 240 260 280 300 320 340 360 380 @
nm
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* * * '

e) Forme ouverte
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Annere B

Spectres d' absorption UV-Visible
(chapitre I I I . ,  I I .1.3.,  P. 114)

Spectres d'absorption de matrices

a) Acide nicotinique
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Atrtre.te B

d) 3-nitroaniline

e) 4-nitroaniline

Spectres d'absorption de matrices
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Spectres d'absorption de matrices
Attttexe B

g) Ester méthylé de I'acide nicotinique

h) Nitrocellulose (spectre d'absorption uv à I'état solide)
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Atttre.te C

Spectres de masse EI et CI de spironaphtoxazines
(chapitre IV., tableau IV.I,p. 132)

Spectres de masse EI et CI de spironaphtoxazines

a) Spiro I (PM = 358)

b) Spiro IV (PM = 406-408)

EI (70 eV) cr (cH3cN)

EI (70 eV) cr (cH3cN)
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Artne-re D

Chapitre V., I .1.3.,P. 152

Approche théorique du rapport isotopique

"'l
tM+H+Dl' !
tM+3Hl'

tM+Dl ' .
(M+2Hl Ê

tM+Hl' f g*,r*rof
M' f  ?

L,abondance naturelle de l'isotope du carbone 
l3C représentant 1 ,I 7o de celle

dr ît, ;nflu.n.. I'intensité relative des pics de masse' Nous montrons ici'

comment on peut s'affranchir de cette interférence' afin de montrer la

contribution réelle de chaque entité deutérée ([M+D]*, [M+2D]*', et [M+3D]-)'

En partant de I'intensité absolue d.9 nic (rnlz = 388), il faut retrancher à chaque

fois la contribution respective du ''C sur le pic supérieur d'une,Ylité de masse'

La molécule comp orte z4atomes de carbone, la contribution du ''C sera donc de

26 Vo.

lres = 0,45

Ires = 0,4-(0,45 x0,26) = 0,28

I:so= 1,3-(0,28x0,26) = 1,2

Irsr = 2,9-(I,2x0,26) =2,58

lzgz= 3,2-(2,58x0,26) = 2,5

Irs: = 2,8-ç2,5x0,26) = 2,15

Its+= l,O-(2,15x0,26) = 0,44

Spectre théorique

Dr



Anne-re E Spectres LDVMALDI'FTMS d'une forme ouverte

Spectres de masse LDI/MALDI-FTMS d'une forme ouverte pennanente

7u - 266 nm
matrice : acide nicotinique
Irr = 107 Wcm2
(chapi t re  V . , I .2 .1 . ,  P.  155)

LDI :
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Atr t texe  F

ffioxazines as a Molecular Probe for the
Sfudy of Matrix-assisted Laser Desorption/
loniiation Processes. Part I: Study of the
Interaction Effect Between the Molecular Probe
and the MatrixT

p. J. Calbar, J. R Mullerr*, A. HachimirX, P. Laréginiez and R. Guglielmetti2
rLaboratoi re de Spectrométr ie de Masse et  de Chimie Laser,  1 Bd Arago,Technopôle Metz 2000.57078 Metz cedex 3.

France
2Laboratoi re de Chimie et  Matér iaux Organiques,  Modél isat ion,  Facul té des Sciences de Luminy'  Univers i té d 'Aix

Marsei l le  l l .  13288 Marsei l le  cedex 9 '  France

In a search for a better understanding of the desorption/ionization Process in matrix'assisted laser

desorption/ionization (MALDI), photochromic syslems such as spirooxazines have been studied by Fourier

transflrm ion cyclotron resonance mass spectrometry coupled with a laser interface. These compounds become

intensely blue upon exposure to ultraviolet light and return to the original color if the radiation is stopped. The

blue color is due to the opening of the carbon-oxygen bond, creating a delocalized n'electron

photomerocyanine structure which absorbs light in the 50(H50 nm range. The spirooxazines appear to be an

excelent p.àb" fo. the study of MALDI processes because the opening of the spiro structure induces the

typical foimation of the triply protonated molecules [M + 3H]* simultaneously with the color change. The

sôrce of hydrogen in the matrix has been deduced by using nicotinic acid, methyl nicotinate and deuterated

nicotinic acid as matrices. The differences between the direct laser desorption (LD) (detection of molecular ion,

M..) and the MALDI process are discussed. A delailed mechanism of spiro'compound fragmentation is

proposed. @ L997 by John Wiley & Sons, Ltd.
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Rapid.  Contntun.  Mass Spectrom 11.  1602-16l l  (1997)
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Since its first appearance in 1988r'2 matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI) has proved to be a
sensitive technique for the analysis of delicate mole-
cules owing to its capability of producing intact
molecular ions in the gas Phase.

Models to describe the desorption of intact mole-
cules from an energized matrix have been developed
and appear to accurately describe the desorption
step.3'r i{o*euer. the chemical step leading to ioniza-
tion is stil l a matter of considerable debate and
research.s-7 The MALDI processes can also be studied
by working with original molecules, sugh as photo-
chromic indolinospironaphthoxazines, by Fourier trans-
form ion cyclotron resonance mass spectrometry
(FTICRMS).

Photochromism is generally a reversible phenome-
non, exhibited by a compound which, when exposed to
light radiation involving ultraviolet photons such as
sunlight, rapidly changes color but returns to its original
coloi if the radiation is discontinued or the compound

tPresented at the Fourth European Workshop on Fourier
Tiansform Mass Spectromel ry, Pont-à-Mousson, France.
28-30 April 1997
rCorrespondence to: J. F. Muller, l-aboratoire de Spectrométrie de
Masse el de Chimie [:ser, I Bd. Arago, Technopôle Metz 2000,
57078 Metz cedex 3, France
tCurrent address: Department of Chemistry, University of
Antwerp. Universiteitsplein l ,  B 2610 Wilr i jk '  Belgium

studied more extensively l0 ' tz- ts  than other  photo-

chromic systems, due not only to an expanding interest

in the fundamental molecular properties underlying

intramotecular excited state dynamics' but also to spiro

Fr
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the  MALDI  t echn ique

EXPERIMENTAL

Materials

The samples under s tudy,  whose st ructures are shown in
Fig.  1, ,were synthesized according to known proce_
du res , " " ' and  pu r i f i ed  by  rec rys ta l l i za t i on  a t  t he
Laborato i re de Chimie et  Matér iaux Organiques,  Mar_
sei l le . ,The lnal  products were checked Uy XnO ancl  rH
and ' 'C NMR analys is .  The matr ices used in a l l
MALDI exper iments were n icot in ic  ac id,  methyl  n ic_
ot inate and deuterated n icot in ic  ac id.  Nicot in i t  ac id
and i ts  methyl  ester  were purchased f rom Aldr ich
Chimie (France)  and used r . r , i thout  fur ther  pur i f icat ion
The deuterated n icot in ic  ac id (carboxyi  hydrogen
exchange onlv)  was prepared at  the La-borato i re de

Instrument

Mé thodo loe re  c t  Svn thèse  Enan r i ospéc i f i quc  c l c  I J i o_
rno lécu les .  Un i vc rs i t v  o f  Nancy .  F rancc

Photomerocyanine t l
a)

Spirooxazine I

b)
0

250 650

Wavclcagth (nm)

Figure l '  (a)  Molecular  st ructure and general  photochromic equi l ibr ium of  incol inosprronaphthoxazine ( l ) .(b)  Absorpr ion spectra of  t0a v indol i "nospiroàaphthoxazine in n-hexans (- )  at  z9g K wi thout  laser pulse( I ) ( - ) a f t e r i r r a d i a t i o n 6 y 2 6 6 n m l a s e i p u t s e i 1 a n s ) f o r 5 m i n . | a s e r i r i a o i â n c e r ô ' w t . * ; ï i j
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Att t tc . re [ ' -

and an cxternal  te lescope a l lorv ing the laser  beanr
c l iameter  to be increased f rom 15 pm to several
hundreds of  pm. corresponding to a power denst ty
va ry ing  he tween  l 0 r0  and  106  wJcm2. {6

The v ierv ing system, us ing an inver ted Cassegrain
opt ics design,  a l lowed sample v isual isat ion wi th x  300
magni f icat ion,  and f ine ( r ,  l ' ,  z)  manipulat ions wi th h igh
resôlut ion a6ut8-re 4round 1 cm2 sample area could be
analyzed

The exper imenta l  sequence used for  th is  work was as
follows. Ions were formed by laser-induced ionization
in the source cel[ (residual pressure 10-7-10-ETorr). The
trapping potent ia l  was typ ical ly  (+2 V or  -4 V)  to
confine positive or negative ions in the source side. Ions
were then excited by a frequency excitation chirp
(sof tware Odyssey 3.1)  and the image current  was
detected,  ampl i f ied,  d ig i t ized,  apodized (Blackman-
Harris. three terms) and Fourier transformed to pro-
duce a mass spectrum.so

Laser desorption/ionization measurements

To maintain the spiro compounds (powder) on the
sample holder of the mass spectrometer, they had to be
deposited and pressed on a sticky aluminium band. The
adjustment of the laser beam by an external telescope
al lowed the power densi ty  to be var ied between 10" and
108 w/cm2.{6 Spectra wêre obta ined e i ther  as s ingle
shots or  averages of  15 shots.

Matrix assisted laser desorption/ionization
measurements

Al l  matr ices were d issolved in H2O (or  D2O) at  a
concentration of 10-1 u, and 50 uL of matrix solution
was applied to the probe tip of the mass spectrometer.
H2O (or D2O) was slowly evaporated into a vacuum
(10-2 Torr) for 15 min to obtain very small crystals of
matrix on the support. The spiro compounds were
dissolved in tetrahydrofuran (THF) at a concentration
of 10r v. and 50 pL of analyte solution was deposited
on top of the matrix surface. A partial redissolution of
matrix was observed, the solvent was evaporated very
rapidly into the vacuum to form a layer of analyte and
matrix co-crystall ized on the sample hold_er surface. The
power density applied was about 10' W/cm', and
spectra obtained were stored after a single laser shot.

RESULTS AND DISCUSSION

Study of spiro compounds by laser desorption

Kellmann and colleagueszz studied spiro compounds in
methanol solution at 298 K using laser flash photolysis.
They concluded that the photomerocyanines produced
after a UV laser pulse were predominantly in quinoidal
structures, in contrast with the photomerocyanines of
nitro-substituted spiro compounds in which the struc-
tures were essentially zwitterionic (donor-acceptor
systems).

Previous mass spectrometry investigations of spiro
compounds have exclusively used electron impact
ionization (70 eV). Resulting spectra were diff icult to
interpret owing to the many fragments obtained.
Numerous fragmentation schemes have been proposed
but the opening of the spiro molecule by electron
impact could not really be proved." Picosecond, time-

Premier article Paru dans RCM

reso l ved  spec t rome t r y r2  l 6 l l  2 r  showed  tha t  t he  exc i t a '
t ion of  sp i ro compounds by UV laser  l ight  induces
format ion of  a h ighly  colored open isomer,  thc photo-
merocyanine.  The coupl ing of  a laser  in ter face ( i ,  =  266
and 355 nm) wi th an FTICR mass spectrometer  is  n lore
f ru i t fu l  than the use of  e lect ron impact  mass spectronre-
t ry  (EI-MS).  as wi l l  be shown later  in  th is  paper

The a im of  th is  par t  of  the study was a lso to obserrc
the behavior  of  non n i t ro-subst i tu ted indol inospi rona-
phthoxazines in the gas phase of FTICRMS. 11t.
FTICR spectrometer  was coupled to an external  laser
source a l lowing the study of  the photomerocyaninc
wi thout  ef fect  of  the solvent  ( in  the gas phase) and tcr
learn thei r  in t r ins ic  propert ies.

Spectra of  d i f ferent  subst i tu ted indol inospi rona-
phthoxazines were obta ined by laser  desorpt ion mass
spectrometry, as described previously. Specificallv. rve
report  here a spectrum of  9 ' -methoxy-1,3,3- t r imeth l ' l -
sp i roI indol ine-2 ' ,3 [3H]naphth [2,1-b] [1,a]oxazinel .
denoted as MSP I, which has a molecular mass of
358.

OMe
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Figures 2 and 3 show the direct 355 nm laser
desorption mass spectra of MSP I, deposited on an
aluminium probe t ip ( this wavelength corresponds to
the  56-Sr*  t rans i t ion  o f  MSP I ) ,  in  the  pos i t i ve-  and
negative-ion modes, respectively.

In the positive-ion mode, direct laser ionization of
MSP I at  high laser power density (approximately 108
Wlcm2) led to extensive fragmentat ion of the molecular
ion M *' (n/z 358). Fragment ions appeared at nlz 343.
330, 315 and 301 and were very different from those
observed in the EI (70 eV) spectrum. However, the ion
at m/z 343 can be interpreted as [M - CH3] * and is also
present in the EI mass spectrum (see the inset to Fig.
2(a)). Comparison of the EI mass spectra at 70 and l2
eV (insets to Fig. 2(a) and (b)) showed the signal at nrlz
160 increased strongly upon decreasing the electron
energy. This was evidence of hydrogen rearrangement
The m/z 159 peak was not observed in laser desorption
(Fig. 2). However, the most interesting fragment ions
were at m/2212, 160 and 158, which were not observed
at all or at low abundances in 70 eV EI-MS. These ions
can be interpreted as characteristic fragments of the
'open' forms, as will be seen later. They were specific
for laser desorption.

When the laser irradiance was decreased to 107
W/cm2, the main (almost exclusive) fragment ion was
m/z 212. The ions at m/z 160, 158 had practically
disappeared. The decrease of power density also
permitted the desorption of spiro molecules without
numerous fragments. The yields of molecular ion (nt/z
358) and its fragment pt/zZl2) were more important at
10' than at 10o Wcm' (Fig. 2(b)).

In the negative-ion mode, direct laser irradiation of
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MSP I  at  h ieh laser  porver  cJensi t l ,  (  l0^ W/cnrr ;produced ioni at nlz jqt 
tM _-èH;ï àna m/z 327tM-99_ry3f. The molecular ion M-. was nor derecredat rn/z^358. However, an important ion ias observed atnlz 198. which could originate f.o.n if,!"zwirrerionicsfructure fragmentation, aJshown beto*. Ttre rcn ar. m/z
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r ium which can shi f t  according to the subst i tuents of
spi rooxazines or  the nature of  the solvent .  General ly ,
the predominant mesomeric form is the-_quinoidal one,
whiéh is the most probable in solution.22

From the mass spectra obtained in the gas phase by
F|ICRMS analysis (Figs 2 and 3), we have tried to
determine the fragmentation processes of the photo-
merocyanines produced after irradiation of MSP I. The
results seemed to show that two main forms could exist
in the gas phase, and that their fragmentation patterns
upon UV excitation were very different (Fig. 4), as
described below

For the quinoidal structure, two bond ruptures (C-N
and C-C) in the indoline moiety and a proton transfer
(from methyl group to oxazine carbon) are necessary
for producing an ion of m/z 212 (Fig. 2). For the
zwitterionic structure, a bond rupture Cindotin.-Co*".in"
and a proton transfer (from oxazine carbon to indoline
carbon) are necessary to break the photomerocyanine
into two parts. In the excited state the zwitterionic
structure is energized sufficiently to divide into an ion
of. nt/z 160 (positive-ion mode, Fig. 2(a)) and nt/z 198
(negative-ion mode, Fig. 3(a)) at high irradiance levels.
This hypothesis of spiro fragmentation has been con-
firmed by working in the two ionization modes using
several differently substituted spiro compounds.

To summarize, laser desorption of MSP I (at a
wavelength in the absorption band of MSP I) produces
(very rapidly, r < 1 ns) photomerocyanines which,
when desorbed and photoionized (a two photon proc-
ess), exist in quinoidal and zwitterionic structures in the
plume. The quinoidal form fragments into the charac-
teristic positive ion m/z 212. while the zwitterionic form
leads to the positive ion nt/z 160 and to the negative ion
m/z 198.

Contrary to many investigations in solution, where
the solvent can react with the molecules and mask one
of these two limited forms, laser desorption coupled to
F|ICRMS permits a demonstration that, after UV
irradiation, spiro compounds are in particular, well-
defined states, as described above.

Study of spiro compounds by MALDI

Despite its wide use, the mechanism of ion production
by MALDI is not yet well understood. Efforts have
been made to better understand the fundamental
aspects of desorption and ionization, with the goal of
increasing ion yields by controlling these processes. It is
generally accepted that the matrix molecules, upon
absorption of the laser beam energy, rapidly sublime,
forming a dense gas that undergoes supersonic expan-
sion into the vacuum while carrying the embedded
analytes into the gas phase. The velocities of the
expelled analytes do not depend on their molecular
masses, but are determined by the bulk gaseous
expansion of the matrix molecules. Thus, desorption
and ionization without significant fragmentation of
protonate_d and/or cationized analytes can be
achieved.'

In a search for a better understanding of the
desorption/ionization process in MALDI, a compar-
ative study of the behavior of 9',5 dimethoxy-1,3,3-tri-
methylspiro[indoline-2',3 [3H] naphth [2, 1-b] [1,4]
oxazinel, denoted as MSP II (molecular mass 388), was

Fe
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carr ied out  by laser  desorpt ion and by MALDI.  us ing
the same exper imenta l  condi t ions (wavelength.  f luence.
res idual  pressure,  t rapping potent ia l ,  exc i tat ion chi rp,
etc. ) .

OMe

MSP I I

With a 266 nm laser, typically used in MALDI, the
di rect  laser  ion izat ion of  MSP I I  led to l i t t le  f ragmenta-
tion of the molecular ion m/z 388. As was seen for MSP
I, the ion nt/z 373 was seen and interpreted as a CH3'
loss from the molecular ion. Its signal intensity
decreased gradually with decreasing irradiance
(5 x 106 w/c;'z). Thé characteristic fragmints of 'open'

spiro forms could sti l l  be observed at nt/z 212 and
(poorly) at m/z 190 and 188, corresponding to the
fragmentat ion of  the quinoidal  and zwi t ter ionic  s t ruc-
tures after irradiation. A good correlation was found
between experimental and calculated isotopic distribu-
tions of the molecular ion (M*', nt/z 388), as observed
in Fig. 5.

Laser desorption/ionization of MSP II assisted by
nicotinic acid matrix showed the molecular ion M'',
m/z 388 and other ions containing the intact molecule
(singly, doubly and especially triply protonated mole-
cu les ) .  [M  +  H ] * ,  [M  *  2H ] * ' and  [M  +  3H l ' ,  m /2389 ,
390 and 391, respectively (Fig. 6). Nicotinic acid, NA.
has been used as a matrix which absorbs l ight strongly
at 266 nm (reflection spectrum shown in Fig. 9), and
appeared to protect well the molecules of MSP II.
Neither fragmentation of the molecular ion m/z 388 nor
detection of characteristic fragments of the open forms
(m/z 212,190, 188) were observed. In typical MALDI
èonditions (nicotinic acid. À = 266 nm.-l-= I07 W/cm2,
co-crystall ization), ionization and desorption of the
analyte without significant fragmentation occurred by
an important proton transfer (3H*). These protons
were derived from nicotinic acid. The emission of H2
from the matrix seemed to be involved in these
MALDI processes, as wil l be seen later.

However, the ions at m/z 203 and 406, which could
correspond to [2NA-CO2 + H] t  and [M + H2O]* ,
respectively, showed that the decarboxylation and the
dehydration of the matrix could be involved also.
However, in some spectra (not shown), the proton
transfer product [M + 3H] * was observed without the
presence of nt/z 203 and 406. To confirm the real role of
the decarboxylation and the dehydration of the matrix
in MALDI processes, a complete study wil l be made
with matrices in which the decarboxylation and/or the
dehydration yields are different.

Finally, it is interesting to note that the matrix could
stabilize the photomerocyanines produced by irradia-
tion of MSP II. At the same time. the matrix could react
with the analyte open form to produce the triply
protonated molecules in the gas phase. [t could also
provide an original method to prove that the photo-
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nrerocyanines could ex is t  in  gas phase where any
solvent  is  present .  MALDI-F| ICRMS is  a complemen-
tary means of  invest igat ion to LD-FTICRMS.

The source of  the hydrogen in the matr ix  molecules
which led to the format ion of  the t r ip ly  protonated
molecule has been solved by subst i tu t ing the carboxyl ic
acid hydrogen to form a methyl ester derivative. The
MALDI mass spectrum obta ined wi th the methyl  ester
did not show proton transfer (Fig. 7). The methyl
n icot inate,  which absorbs as st rongly as n icot in ic  ac id at
266 nm (Fig.  9) ,  d id not  act  in  the same way as a
ma tnx .

Laser  desorpt ion assis ted by methyl  n icot inate gave
the same fingerprint as direct laser desorption (Fig. 5).
The molecular ion, M*'(m/z 388) was observed with irs
characteristic fragments at m/z 373 IM - CHr] * 

, m/z
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I
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212 and nt /z  190,  188 due to the f ragmentat ion o[  rhc
quinoidal  and zwi t ter ionic  forms,  respecr ive ly .  Thesc
resul ts  wi th methyl  n icot inate seem to conf i rm that  thc
presence of  lab i le  hydrogen in the matr ix  is  a key factor
in MALDI processes. The fact that the matrix absorbs
strongly at  the wavelength ut i l ized is  not  in  i tse l f
sufficient. The decarboxylation (nt/z 203) and rhc
addition of water (nt/z a06) ro rhe analyre from the
matrrx  were not  detecred (F ig.  7)

To confirm whether the carboxylic acid hydrosen was
the major proton source, deuterâted nicotinic uiid *ot
invest igated as a marr ix .  I f  MSP [ I  acqui red three
protons from the carboxyl group, the molecular ion
should be shifted to higher mass by one mass unit for
each observed proton transfer.

As can be observed in Fig. 8, the source of protons
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Figure 5.  266 nm LD-FTICR mass specrrum of  MSP l l ,  laser i r radiance 5 x 106 W/cm2
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was  the  ca rboxy l i c  f unc t i on  o f  n i co t i n i c  ac i c l .  t he
p ro tona ted  i ons  had  sh i f t ed  by  one  n tass  un i r  w i t h
deuter ium. The ion nt /z  394 [M + 3D]*  was nor  rhe
malor  peak because the deuterat ion o1 n icot in ic  ac id

the carboxyl ic  funct ion of  n icot in ic  ac ic j  is  lnvolveci  i r i

f,'^'"::: llT:{.1,T: 
.i1"_: of opening, (< I ns) anci
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clos ing ( l  ms)  of  sp i ro compounds are known We ca
also rnvest igate a t ime scale character is t ic  of  prot
f ransfer . .These hypotheses are current ly  under inves_
r igar ion by us ing vanous subst i tu ted spi iooxazrnes,  bu
l I  see.ms that  sprrooxaztnes are molecular  probes whic
c lear ly  rndicate the major  ro lc  of  p.oton t ransfer  in
MALDI processes

CONCLUSION

The spirooxazine system appears to be an excel lent
probe for the study of MnLOt processes (proton
transfer,  ionrzat ion step) because tÉe opening of the
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Figure 7.  266 nm MALDI-FTICR mass specrrum of  MSp I I ,  laser i r radiance 5 x l0o W/cmz:matr ix  methyl  n icot inate.
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spiro structure induces the typical formation of triply
protonated molecules [M + 3H] * simultaneously with
the color change. Further studies using more models
with different matrices and at different wavelengths
(193,248,266 and 355 nm) will be undertaken to obtain
a better understanding of the MALDI processes. Ion
trap mass spectrometry (IT-MS) with MS/lvIS experi-
ments will be made on the characteristic fragments of
the 'open' f.orms (n/z 160,212).
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H-atom Transfer Following Analyte
Photoi onization in Matrix-assisted Laser
Desorption/Io nization Pro ces ses

P. J. Calbat, J. F. Mullerr+ and M. Inouye2
Itrboratoire de Soectrométrie de Masse et de Chimie [:ser, 1 Bd Arago, Technopôle Metz?nt0,57078 Meu cedex 3' France
2Dcpartment of Àpplied Materiats Science, Osaka Prefecture University, Sakai, Osaka 599-8531' Japan

As recently shown in Fourier transform ion cyclotron resonatrce mass spectrometry studies (Rapid
Commun. Mass Spectrom. Ll, L602, 1997), photochromic systems can be used as molecular probe for the
study of matrix-assited laser desorption ionization (MALDI) processes inducing the typical formation of the
triply hydrogenated molecules M + ZU + Hl+ simultaneously with the color change. In this paper, a novel
photochromic system blocked in its open form allows the proposal of a possible mechanism for protonated
ions. The results suggest that H-atom transfer from a matrix molecule to an analyte plays an important role
in the ionization step. The transferring H-atom may be derived from electronically excited states of matrix
and analyte molecules via the triplet states. Among several ionization processes described in the literature,
we observe that H-atom transfer following analyte photoionization is a possible ionization mechanism in
MALDI. O 199E John Wiley & Sons, Ltd.
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RAPID COMMUNICATIONS IN MASS SPECTROMETRY
Rapid Commun. Mass Spectom 12, 1727-1731 (1998)

Since its development, extensive efforts have been focused
on understanding the mechanism of desorption and ioniza-
tion in MALDI proc€sses. Up to now, several different
models have been proposed to explain the. mechanism of
desorption of large molecules in MALDI.' However, the
proc€ss by which ionized analytes are produced is still not
fully understood and no adequate quantitative model for the
complete process exists, despite extensive studies.2{

In MALDI, evidence exists that analyte ionization occurs
both in the surface and in the expanding plume. Initiated by
the laser shot, ions may form by ion-molecule reactions (a
collisional mechanism) between matrix molecular ions and
the analyte with the participation of radical ions,7 or may
exist after excited state proton transfer (ESPT) between
electronicaUy excited matrix molecules and neutral analyte
molecules,s'g or most probably they may originate from a
combination of both proc€sses. Due partly to the experi-
mental conditions and panly to the character of the analyte
itself, different ionization mechanisms can be activated.
Proteins and peptides ionize almost exclusively by proton
transfer, for other classes of compounds such as carbohy-
drates and synthetic polymers the dominant ionization
proc€ss is the anachment of sodium, potassium ions.
ilecently, Allwood et al.to proposed 

"-rôh"rn. 
in which

thermionic electron emission from excited singlet states
provide the main ionization route for species in MALDI.
Thus, ionization processes in MALDI appear far more
complex than were first believed.

ln our earlier pâp€r," the MALDI processes were studied
by the structural change of photochromic probe incorpo-
rated in a matrix. The photochromic probes are constituted
by a series of substituted spirooxazines exposed to the UV
light. These compounds rapidly change color (transparent to

tCorrespoodcnce to: J. F. Muller, I:boratoire de Spectrométrie dc
Masse et dc Chimie Laser, I Bd Arago, Technopôle Metz2Ûc[,57078
Metz cedex 3, France.

blue in the time scale < lO-e s) and retum to the original
color if the inadiation is stopped. The blue color is due to
the opening of the spiromoiety to opened and delocalized
structure (photomerocyanine) which absorbs the light in the
50H50 nm range (Fig. 1).

The LDMALDI results of this molecular probe were as
follows: (a) laser desorption (LD) of spiro compound (at a
wavelength in the absorption band of spiro, e.g. 266 nm)
leads to desorption and photoionization (a 2 photons
process) of the open form, M+' which fragments into
several parts. (b) Itr MALDI experiments with nicotinic acid
as matrix (Àr".", = À [Se - S1*] of matrix), the main
ionization step of the open form is assumed by an important
H-atom transfer ([M + H]+, [M + 2H]+' and [M + 3H]+)
from the matrix to the probe. Contrary to LD experiments,
the MALDI technique produces less fragmentations of the
open form.

Spirooxazine compounds appear to be an excellent probe
for the study of different MALDI processes because the
opening of the spiro structure induces the typical formation
of triply hydrogenated ions ([M + 3H]+ or ([M + 3D]+ with
deuterated matrix) simultaneously with the color change.
We cannot yet determine if [M + 3H]+ is the result of 3 H-
atoms adduct or a mixture of a proton (H+) and two H-
aloms. Consequently, we prefer to use the term triply
hydrogenated rather than triply protonated for the ions
observed h MALDI. These compounds are also molecular
probes which allow MALDI proc€sses to be observed and
clearly indicate the major role of labile hydrogen in the
matrix. The rates of opening the probe (<1 ns) and closing
(>1 ms) allow us to obtain an approximate time scale of
proton transfer.

To obtain more evidence that excited state proton transfer
in the solid state or in the gas phase may account for the
ionization of analyte molecules in MALDI, a new probe has
been studied. lndeed, in this study, we have worked with a
novel photochromic molecular probe which can be blocked

Gr
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As reported in our previous publication,ll comparison
will be made of LD results of this new molecular probe with
results obtained by the MALDI technique. proton and/or H-
atom transfer occurs before or after the opening spiro
structure can be examined, i.e. if the analyte must be e*.ited
before an efficient hydrogen transfer. Finally, it wil l be
proposed a complementary scheme of ion formation in
MALDI.

EXPERIMENTAL

The new molecular probe tested in these experiments was
prepared as below.

Crown spirobenzopyran without an adduct of alkali
metal salt (denoted as CSBp)

The spiro compound has been used without further

Spirooxazine Photomerocvan ine

Figure l. Molecular structure and general photochromic equilibrium of indolinospironaphtoxazine

ô
o

of analyte solution was deposited on top of the matrix
surface (saturated solution of ferulic acid in MeOH forming
a matrix crystal f i lm after air-drying). A redissolution of thé
matrix was observed, the solvent was evaporated very
rapidly into the vacuum to form a layer of analyte anâ
matrix co-crystallized on the sample hoider surface.

Crown spirobenzopyran with adduct of K+ alkali metal
salt (denoted as CSBPK)

A small quantity of crown spirobenzopyran was mixed with
an excess of KCI in a mortar and crushed for ten minutes.
Before LD measurements, the mixture (crown spiro + KCI)
was deposited on a sticky aluminum band and irradiated for
1 minute with a 355 nm Nd:YAG laser (lHz) for producing
the permanent open form of the spiro structure. For MALDI
experiments, a l0-'rrr solution (in CH3CN) of the mixture
(crown spiro * KCI) was prepared and inadiated for I
minute by a 355 nm Nd:YAG laser. 2.5 pL of irradiated
analyte solution was deposited on. top of the crystall ized
matrix surface as described in Ref.lr. 

'

All experiments were performed on a Fourier transform
mass spectrometer. This instrument is a modified. differen_
tially pumped dual-cell Nicolet lnstruments F|MS 2000
(now Finnigan MAT, Madison, WI, USA) operated ar 3.lg
T magnetic . field and coupled with a reflectron laser
interface.""" The laser beam was focused perpendicular
to the target surface. Ions were desorbed with a 355 nm
Quantel Brilliant Nd:YAG with typical laser inadiance
between 106 and I07 Wlcmz in thï source cell (residual

K 
*  'AND'  UV l lght

Vlslble l lght

M'(mrz o8+) M @tztzz)
Figure 2. Themally irreversible photochromism of crown spirobenzopyrans.
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a)

b)

t

P

Figure 3. 355 nm FTICR mass spectra of CSBPK, positive ion mode, laser irradiance 5 x 106 Wcm2.
CSBPK = 

Trxture of (Crown SpiroBerrzoPyralr-+ KCI) irradiated 6O times at 355 nm during I minuie foi
producing the permanenr open lorm (t"t)' G) uV-LDI mass sp€ctrum O) w-MALDt maË specr-..-

[M+H]-'

at room temperature even after 30 days. However, for our
study we have not used Li+ as the alkali cation but rather K+
because LiCl is too hydroscopic for mixing with crown spiro
compounds in a mortar.

Figure 3 shows LDÀ{ALDI spectra of CSBpIÇ the
permanent open form of crown spiro structure, acquired by a
355 nm laser and with a laser irradiance of 5 x lb6 Wlâ2.

only obscrved in LD spectrum. The presenoe of .some
contaminants' peaks can be noted, which are attributed to U
and Na adducts on the cro*n sliro compounô (M'= CSBp),
mlz 691 and 707, rêspectively; in Fig; 3(a). These alkali

à!

+

M
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+NaJ

lM'+Nal'

b)
E
o
o
c
6

E
J

€

Figure 4' 355 nm FTICR mass sPectra of csBP, molecular probe.(M') withour adduct of alkali metal sarrand no 355 nm irradiarion b"f.r;'Ms;;lyrr., ili;il:;;n mode, È.;*;1il;'i-0î w".,, (a) w_LDrm.qs spectrum (b) W-MALDI mass spettrur[

metal cations arisc from the synthesis procedures becauseno purification step has bee
Third, MALDI speètrum of tl
pyran and KCI without UV ir
(not shown) has been achievet
triply hydrogenated molecular
Fig. 3(b).

These results are comparable to the results obtained withspirooxazine as the moiecut", proU". ro'ùÀDI, photo_chromic probes specifica[y pdil;' ni*pÇiyorogenated
molecutes. A zwin-erioni" f;.i oi rh;;ùi;;p""nd in rhe
:::,ij:j 

rj",".cottd be.proposed as O.îi"À"diate for the
probe. A reduction (by 2H
H+).on rhe pyran ,oiéty of
rpening of the spiro struciure
Dentary studies should be
ation step of.our molecules.

rransrer invorved in ionization ii#S:j"il ilbÏ,i*place after the opening or td spiro ;;*r, i.e. afterexcirarion of rhe analyie. m" piGo;,;i;",matrix isnecessary for the efficiLnt iooir"'tio" of tfr""*îy," without

Ga

extelsive.decomposition, thus the ion formation process isreally assisted by the matrix.
The LDÂ,IALDI spectra obtained from native CSBp(without alkati salt àdduct, Mt ;J-;der the same

55 nm, lrr = 107 W/cm2) are
rcctrum (Fig. (a)) shows rwo

[M'+ U]+ and [M,* Na]+,
and abundant fragments of the
< 600) which are not detected
t. 4(b). As seen earlier, these

absence or arkari sart adductsoiï#:H:lrtrTï:ff; * ll:molecutar ion in MALDI is not 
"t;;â;;iy 

cationizedspecies are detected. It is clear tf,r, tl. 
"flri"g 

rate of the
enc€s the hydrogen transfer
If the molecule is not doped
producing thc open structure,
,But as shown in Fig. (b)
ses can be realized without
o.appear that protonation and
g different ionization mech_
E. I-ehmann et al.r9 showed
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that the cationization step may originate from pre-formed
species in the solid state. But the major focus of this paper is
on the mechanism for production of the protonated species
rather than the cationization process.

On the basis of our available experimental results, we
propose that MALDI involves proton transfer reactions
between electronically excited matrix molecules and
analyte molecules. But contrary to Russell's results,e which
suggested proton transfer reactions between an excited state
of the matrix and ground state of the analyte, we think that
this analyte must be in an appropriate excited or ionized
state (in a avitterionic form) for an efficient hydrogen
transfer with the matrix. This hypothesis for the ionization
mechanism is also consistent with mechanism 3 proposed
by Liao et al.2 as below:

m H + h v + m H '

n m H ' * M + n m H + M + '

M+'+ mH + m'+ [M + H]+

The matrix molecules are designated as mH specifically
indicating the presence of a H atom in the molecule and the
analyte molecule as M.

This interpretation of these results is based on several
paperstt-le which show that the opening of the spiro
structure occurs from the first-excited singlet state of the
molecule (on a ps-ns time scale) and returns thermally to
the ground state by different triplet pathways (where the
tifetime of the molecules is longer than in the singlet state)
and also to avoid fast fading rates.

Russell et al.zo have shown that electronicatly excited
states of a matrix can relax rapidly by radiative and
nonradiative pathways (internal conversion, intersystem
crossing and/or proton transfer) or strongly coupled matrix-
analyte interactions (specifically hydrogen bonding).

The probability of proton and/or H-atom transfer might
be increased if the lifetime of the photoactivated matrix and
analyte were extended by promoting intersystem crossing of
two species to the triplet manifold (Sr - Tr). Proton and/or
H-atom transfer on the nanosecond time scale requires
intimate contact between matrix and analyte by hydrogen
bonding. This suggestion is consistent with Beavis and
Bridson's model" of inclusion of the analyte in the matrix
crystal lattice, that is MALDI requires intimate contact
between matrix and analyte.

ln conclusion we interpret the data presented in this paper
as evidence supporting the hypothesis that the IIV photon
energy deposited into surrounding excited matrix molecules
is used to excite and/or ionize the analyte, which
subsequently extracts hydrogen atoms from a matrix
molecule for its ionization. Our molecular probes must be
activatcd (in their open form) before proton and/or H-atom
transfer between matrix and analyte molecules for an
efficient ionization of CSPBK in MALDI. The hydrogen

Second art icle Paru dans RCM

transfer would occur from the tr iplet state of the matrix to
the tr iplet manifold of the analyte molecules. On the basis of
numerous studies it is clear that H-atom transfer following
analyte photoionization can occur in MALDI. But we
cannot yet determine whether the proton transfer reaction

occurs in the solid state or in the gas-phase following the
initial desorption process. The excited-state hydrogen
transfer reaction is only possible if the lifetime of the

excited states is of the same order of magnitude as the time

the matrix and analytes interact in the plume. In further

experiments, it would be interesting to investigate the

excited states and their influence on the desorption and

ionization proc€ss in more detail.

Acknowledgements

\ile would like to thank G. Krier and L. Vernex-l.oset for their
appreciated help with the FïCR-MS analyses.

REFERENCES

l. H. Ehring, M. Karas and F. Hillenkamp, Org. Mass Spectrom. 27,
472 (1992).

2. P. C. Liao and J. Allison, J. Mass Spectrom.30' 408 (1995)
3. E. læhmann, R. Knochenmuss and R. Zenobi, Rapid Commun.

Mass Spectrom. ll, 1483 (1997).
4. R. Knochenmuss, F. Dubois, M. J. Dale and R. Zenobi, Rapid

Commun. Mass Spectrom. 10, 871 (1996).
5. G. Crigorean, R. I. Carey and I. J. Amster, Eur. Mass Spectrom.2,

l3e (1996).
6. M. Gimon-Kinsel, L. M. Preston-Schaffter, G. R. Kinsel and D. H.

Russell,J. Am. Chem. Soc. ll9, 2534 (1997).
7. B. H. Wang, K Dreisewerd, U. Bahr, M. Karas and F Hillenkamp,

J. Am. Soc. Mass Spectrom. 4, 393 (1993).
8. M. P. Chiarelli, A. G. Sharkey, Jr. and D. Hercules, Anal. Chem.

65, 307 (1993).
9. M. E. Gimon, L. M. Preston, T. Solouki, M. A. White and D. H.

Rusself , Org. Mass Spectrom. 27, 827 (1992).
10. D. A. Allwood, P. E. Dyer and R. W. Dreyfus, Rapid Commun.

Mass Spectrom. 11,499 (1997).
ll. P. J. Calba, J. F. Muller, A. Hachimi, P. [:réginie and R.

Guglielmetti, Rapid Conunun. Mass Spectrom. LL, 1602 (1997).
12. M. lnouye, K Akamatou and H. Nakazumi, J. Am. Chem. Soc. I 19'

e160 (1997).
13. J. F. Muller, F. Toline and G. IGier, Frcnch Patent 8809438.
14. M. Pelletier, G. Krier, J. F. Muller, D. Weil and M. Johnston,Rapid

Commun. Mass Specnom. 2, 146 (1988).
15. Q. Chen, K Canncl, J. Nicoll and D. V. Dearden, J' Am. Chem.

Soc. llt,6335 (196).
16. E. Lehmenn, R. Knocbenmuss and R. Zcnobi, Rapid Commun-

Mass Spectrom, ll' 1483 (1997).
17. H. Dùn, in Techniques ol Chemistry, Photochromism, Vol III'

G.H. Brown (Ed.), Ch. l, Kent, Ohio (1971).
18. A. Kellmann, L. Lindqvist, F. Tfibel and R. Guglielmetti, .L

Photælæm 35, 155 (1986).
19. S. Aramaki and G. H. Atkinson, J. Am. Chem. Soc. ll'l' 438

(ree2).
20. L. M. Preston-Schaffter, G. R. Kinsel and D. H. Russell, J. u{2.

Soc. Mass Specrtom 5, 800 (194).
21. R. C. Beavis and J. N. Bridson, J. Phys. D 26,442 (1993).

G-s



caractérisation de complexants de
catêcholamines

collaboration : Groupe sucRES, UMR CNRS 7565

"structure et Réactivité des Systèmes Moléculaires

Complexes"

Y. Chapleur
J-P. Joly
M-F. Schmitt-DubessY



Annexe H caractérisation de complexants de catécholamines par MALDI-FTMS

t

La caractérisation de complexants de catécholamines a été effectuée en

collaboration avec le Dr. J-e. loly du Laboraroire de chimie organique 3 (uMR

CNRS 7565),de I'université Henri Poincaré de Nancy I.

Dans le cadre de Ia thèse de Madame M-F. Schmitt-Dubessy (thèse soutenue le

29 Octob re 1997 à Nancy), nous avons participé à I'identifîcation de deux types

de complexants de catécholamines à visée thérapeutique dans le cadre de

maladies neurologiques :

- A ) Complexe éther couronne 20C6 + PEA (rn/z = 655) :

20C6 m/z= 533 PEA rnlz= 122

- B ) Complexe éther couronne18C6 + PEA (rnlz= 666) :

l8C6 mlz= 544 PE,A mlz = 122

Les analyses MALDI-FTMS ont révélé que :

r' L'éther couronne 20c6 ne complexe pas que le perchlorate de 2-phényl-

éthylamine (PEA) mais a fortement iendance à complexer également le

cation Li*. appo rté par LiClO4 lors de sa synthèse'

( En faisant varier I'irradiance laser, nous avons mis en évidence le pouvoir

complexant de l'éther couronne 18C6. Cette expérience démontre une

nouvelle fois I'importance des réglages des paramètres laser en MALDI'

NH"

NH,

Hr
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- A ) Complexe 20C6 + PEA :
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caractérisation de complexants de catéchoramines par MALDI-FTMS

Méthodologie : voir proceeding (annexe H3).
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matnce a-cyano-3-hydroxycinnamiq ue
dépôt Roepstorff (lavage de l 'échantil lon)

r!2

matrice a-cyano-3, 20C6 + LiCIOI matrice c-cyano-3, 2OC6 + l solution
équimolaire de 5 sels alcalins (NaCl, KCl,
RbCl, CsClet LirPO4)

La technique MALDI-FTMS permet d'obtenir des renseignements sur la
sélectivité des complexants des catécholamines. Ces recherches ont été
présentées par affiche au 9'h Inrcrnational Symposium on Molecular
Recognition and Inclusion, à I'Ecole Supérieure de Lyon du 7 au 12
Septembre 1996. Elles ont été résumées sous la forme d'un proceeding
(ISBN 0-7923-5330-7, pp. 478-481) que nous présentons ci-après.

H2
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SYNTHESIS OFA 2O.CROWN.6 TIROM D.GLUCOSE AND FIRST STUDY OF
fTS ALKALI METAL CATIONS AFFIN TY BY MALDI.FTMS

M.-F. SCHMITI-DUBESSY and J.-P. JOLY*
Laboratoire de Méthodologie et Synthèse Énantiospécifique de
Biorrclécules associé au CNRS, Université Henri Poincaré-NANCY I,
BP 239, F-54506 Vandeuvre Cedex, France.
P.-J. CALBA, A. HACHIMI, and J.-F. MLILLER
Laboratoire de Spectrométrie de Masse et de Chimie Laser, Université
de Metz, IPC-|, Boulevard Arago, Technopôle 2000, F-57078 Metz
Cedex 3, France.

l. Introduction

For many yeârs now, some of us have been involved in synthesizing various crown
ethers from suiubly protected hexopyranosides [1,2] or D-mannir,ol frameworks [3,4].
We report here the synthesis of a novel macrocycle from D-glucose incorporating a
flexible biphenyl unit, and a primary amine funcrion ar c-6 on ûe sugar moiety and
some of its complexing abilities towards various guests, examined for the first time by
Matrix Assisted laser Desorption lonization with Fourier Transform Mass
Specnometry (MALDI-FI MS).

2. Synthesis of crown ethers

"JI
F ig wc I . Synrhcsis of rmino-crown crhcr 2 from half+rcwn I I I l.

Rce_gtnrs: 
")^12-!i4T9],{299,aluOH, 

55%;bl eq. AcOH. >95%; c) TrCt, ryr., >95Ço; d) Me2SO4, aq.
KOH, tol., E0%; c) TsOH, McOH, >95%r f) TsCl, pyr., 63%; g) NaN3, DMF. >95%t h) LiAtHa, TI{F , -lSn.

The 250 MHz lH-NMR spectrum of 2 exhibited two distincr doubles ar ô-4.6 assigned
to H-l (lt,z = 3.5 llz) on the anomeric carbone aom. This atropisomeric behavior,
which is well recognised for small singly bridged biphenol derivatives [5,6], has never
been described so far in macrocycles incorporating a non substil.uted 2,2'-biphenyl unit.

495

A. W. Colenun (cd.), Mohcular Recognilion and Inclusion, 495-498.

O l99E Kluwer Academic Publishers. Printed in thc Nethcrlands.

b), c), d)_

e), f), e)

h)

H3
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3. Extract ion exper iments of  pr imary ammonium cat ions

r æ o . 1  ;

o0-
s 0

Liquid-liquid extracûon experiments of biogenic amines as gucsrs (L-phcnylalaninc,
tyraminc, etc...) by crown ether 2, as host, werc performed at room tempcraturc [2j.
For jnstance, macrocycle 2 was able to cxtract 2-phenytcthylamine hydrochloridc, in a^o.6 guest to host rario, from Lictoa rM medium inro a cDCl3/cD3cN mixr.urc
Qa:26)- As a complete interpretation of the I H-NvrR specrrum afrcrlomplcxar.ion was
not possible, we decided to study the dried isolated complex [2 + 2-phcnylcr]rylamincl
by MALDI-FTMS. MALDI is a 'soft' ionization technique for inrroducing vcry dclicarc
molecules such as macro-molecules into a mass specuometcr wirhout 

-fragmcnmtion

[7,8]. our experiments were performed using a [aser-FTMS microprobc pror.orypc
equipped with a 3 T superconducring magner [9]. For the sampte desorption, u r.ro-iig
laser (operating at 355 nm with a pulse of 6 ns) was uscd. laser light was attcnuatcd
by a telescope to obtain an irradiance of 106 -r 107 W/cm2. The usc of a-cyano_3-
hydroxycinnamic acid (insread of 2,5-dihydroxybcnzoic acid) as marrix produccd a
single ion signal assigned to [M + Lil+ (m/z s40,læEo) for rhe postulatcd 'complcx' 

[2+ 2-phcnylerhylaminel:  
f

àe
o

o

F.igwe.2 lvl,\LDI-FTmass specrrum of rhe.complcx.[2 + 2_phenyteùylaminel (l-0-! M) -and marrix (10-' l'0 in Hp/]vleOHÆH3CN,O.l% TFA (l: l:l:i ). inadiancc = 5'tà6 W/É2.

None of these MALDI-FIMS dara showed rhe presence of rhe complex (m/z 655) and
of the organic cation (rnlz 122) previously detecæd by lH tttvtR. A véry close resulr was
observed afær the crown erher 2 was mixed with LiCloa (l eq.) in cHcl3/cH3ctt
(74:26) before rhe MS analysis. The non derecrion of rhe complex e ; 2-
phenylethylamine) was ascribed to higher affinity of ûe crown erher for Li* rhan for 2-
phenylethylamine in the gas phase. For that reason, we decided to srudy by thc samc
method the alkali metal carions affinities of host 2 in the gas phase.

Ha
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4. Study of alkali metal cation selectivity by means of MALDI'FtMS

O"ronro","a by the right specrum (Fig' a): cr

An equimolar mixture of five alkali met'al cations (Li'' Nl

fold excess o[ crown ether 2 were mixed .wilh 
the matrl

*ufyri, n produce comparable concentrations of l:l con

Uft; thes; conditions, ir can be postulated that the ma

Ë;. 3id"p.nds to the i'*t"tt extent on. the 
-relative 

cati

and onty to a small 
"i;;;;- 

rhe ioni,zarion porential ot the ditfercnt cattons as

à:

Fipwc 3. MALDI-FT mass speonrm. of an.

*"iriJ.t -i-,,re of NaCl' KCI' Rrcl'.cscl'.

Lilô;liô] No,2 (10'3 I\o and matrix (10'' M)

Without crown ether, the relative intensities of the peaks

;;ffi;;lential of ttre etemenu Li = 5'392' Na = 5'139'

and Cs = 3.894 eV'

Fipuc 4 FT mass sp€ctrum of an cquimo-lar'-oilJr" 
of Nrct, f'Ct, Rrct' Cscl' I'irlD1 .

,1iïili. nttor"^i. en"tgv ar 355 nm=3 49 cv

dcænd mainlY on thc

K  =  4 . 3 4 1 ,  R b  =  4 . 1 1 7 ,

5. Conclusions and PersPectives
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In a competition experiment with 5 alkali metals, the most intense ion signals obscrvcd
were12 + Kl+ and [2 + Na]* indicating a higher affinity for K*and Na*, and a lowcr
affrnity for Rb+ and Cs* in the gas phase. Similar resulls have reccntly bccn claimcd
after tlre study of various l8-C-6 by elecrospray-MS [4] and FAB-MS [51.
Furthermore, no protonated molecule of 2 [M + Hj* could be observed cvcn whcn thc
amino-crown ether 2 v/as treated with an excess of diluted HCIOa bcforc thc analysis.
Hence, the cationized molecules formed in high yield by exclusive binding of alkali
metal cations seem to undergo ùe desorption process without signillcant fragmcntation
in the MALDI ionization process.

The possible effecs of the counteranion and the matrix on the rclative sclcctivity o[
host 2 and related compounds are currenLly undcr investigation.
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Anne-re H Caractérisation de complexants de catécholamines par MALDI-FTMS
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Cet éther-couronne 18-C-6 substitué, subirait moins de contraintes

physiques au niveau de la cavîté,facilitant ainsi la complexation de la PEA,
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Attne-re I Caractérisation de colorants du bois de Noyer par MALDI'FTMS

Dans le cadre de la thèse de Madame P. Grandieu, nous avons collaboré avec le

Dr. G. Janin de I'INRA de Nancy à un programme Européen (W-BRAINS

PL96-1887) visant à valoriser le bois de Noyer.

L'un des objectifs de dépaft était de caractériser des colorants naturels du bois

de Noyer extraits par HPLC. Pour cela nous disposions de plusieurs types de

colorants (flavonoides) : la quercitrine, l'isoquercitrine, la myricitrine, la juglone

et I'acide chloro-génique.

Une analyse comparative LDI et MALDI a permis la caractérisation par

spectrométrie de masse de ces cinq composés.

La spécificité de la microsonde laser FTMS, permettant de travailler sur des

échantillons solides, nous avons pu identifier un fragment caractéristique (rn/z -

301) d'un des cinq colorants, à partir d'une analyse in situ sur une coupe de bois

de Noyer.

Cette analyse montre que ce colorant pourrait être attribué à I'isoquercitrine.

L'intensité du pic fragment suit l'évolution de la coloration du bois de Noyer:

très intense dans le bois de cæur, et faible dans la région de I'aubier.

Nous essayons actuellement de mettre au point un protocole d'analyse afin

d'utiliser la cellulose du bois comme matrice naturelle pour désorber I'ion

de certitude. Cette analyse sera effectuée à 193 nm, correspondant à une bande

d'absorption forte de la cellulose.
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Artttexe I Caractérisation de colorants du bois de Noyer par MALDI-FTMS

Désorption Laser par ICRyFTMS

À" - 266 nm
Irr = 107 Wcm2

Mode négatif
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La désorption laser permet d'obtenir des informations structurales de
colorants naturels du bois de Noyer. Cependant dans ce cas précis, nous ne
pouvons pas différencier formellement la quercitrine de I'isoquercitrine.
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Antrexe I

MALDI par ICR/FTMS

),, = 266 nm Mode négatif
Irr = 107 W/cm2

Matrice : Acide nicotinique

Quercitrine :
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Caractérisation de colorants du bois de Noyer par MALDI'FTMS
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La technique MALDI permet la caractérisation aisée de ces deux colorants

naturels du bois de NoYer.
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Aunexe I Caractérisation de colorants du bois de Noyer par MALDI-FTMS

Analyse in situ d'un bois de Noyer
Par Désorption Laser ICRyFTMS

)" - 266 nm
Irr = 10e Wcm2

Mode négatif
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Analyse in situ d'un bois de NoYer
Par Désorption Laser ICRYFTMS

)u - 266 nm
Irr = 107 Wcm2

Mode négatif
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Résumé
ent les molécules sans les détruire, la

: (MALDI) se révèle être un outil analytique

giques. Il n'est de semaine sans publications

: technique révolutionnaire. Cependant, les

)nt complexes et ne sont pas encore totalement

,ns ce domaine ces dernières années, aucune

I'utilisation d'une grande variété de dispositifs

est une contribution à la compréhension des

mécanisme MALDI, par I'utilisation de

microsonde laser F1MS mise au point dans notre laboratoire, apparaît être I'outil analytique

le plus adapté, car il permet pour ôhuqu. longueur d'onde de faire varier la densité de photons

sur l,échanrillon. L;analysè de composés photochromiques de la série spiro-[indoline-

ment au changement de couleur, que I'ouverture

rmation spécifique d'ions pseudo-moléculaires

portement à I'ionisation indique clairement la

b...tut MALDI. La source d'hydrogène de la

utilisant I'ester méthylé et la matrice deutérée

correspondante. Des différences entre la désorption laser directe (LDI) (détection de I'ion

;;Ëi;;, fuf. ) er le processus MALDI sônt discutées. L'ensemble de ces résultats

expérimentuu*, uinri que^ les donnees bibliographiques recueillies dans ce mémoire' ont

peimis de proposer un mécanisme MALDI plus précis'

Mots clés: MALDI, Mécanismes d'ionisation, ICR-FTMS, Photochromisme, Transferts

d'atomes d'hYdrogène.

Abstract

In a search for a better understanding of the dr

laser desorption/ionization (MALDI), photochr'

studied by Fourier transform ion cyclotron resc

interface. These compounds become intensell

return to the original colour if the radiation is t

of the carbon-oxygen bond, creating a delocalized n-electron photomerocyanine structure

which absorbs ligtri in the 500-650 nm range. The spirooxazines appear to be an excellent

;*. for the ,tuày of MALDI processes because the opening of the spiro structure induces

the typical formation of the tripiy hydrogenated molecules [M+3H]* simultaneously with the

corour change. The source of 
-hydrogeriin 

ttre matrix has been deduced by using nicotinic

acid, methyl nicotinate and deutérateà nicotinic acid as matrices. The differences between the

direct laser desorprion ff-pU (detection of molecular ion, M*') and the MALDI process are

discussed. ttre resuiis ,ugg"rt that H-atom transfer from matrix molecule to an analyte plays

an importanr role in the iônization step. A more detailed MALDI mechanism is proposed from

I iterature and experimental results'

Keywords : MALDI,Ionization mechanisms, ICR-FTMS' Photochromism, H-atom transfers'




