Retraitement des données HRMS et MS/MS

Lorsque le couplage entre une méthode séparative et une détection par spectrométrie de masse
haute résolution est réalisé, il en résulte un grand volume de données complexe a retraiter. Afin de
valoriser au mieux ces données et d’en tirer un maximum d’informations, il est nécessaire de mettre en
place une stratégie de retraitement que ce soit d’une part pour traiter les données HRMS et d’autre part

pour exploiter les données de fragmentation.

1 Exploitation des données HRMS

L’utilisation de la spectrométrie de masse haute résolution est motivée par le nombre de
formules brutes possibles en fonction de la précision de I’appareillage. En effet, comme le montre la
Figure I-28, plus la précision en masse est élevée et moins il y a de possibilités d’attribution pour un
pic de masse. A noter que cette précision exprimée en ppm correspond au rapport entre 1’écart en
masse et la masse mesurée. L’impact ne sera donc pas le méme selon la masse de la molécule. Le
nombre de formules brutes possibles en fonction de la précision ne varie pas fortement pour une faible
masse (300 Da par exemple) alors que ce nombre va largement augmenter pour des molécules plus
grosses (1000 Da par exemple). Une faible erreur en masse permettra donc de limiter au maximum le
nombre de formules brutes possibles et ainsi de gagner en précision lors de 1’identification.
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Figure I-28 : Evolution du nombre de formules brutes possibles en fonction de I’erreur en masse

Afin de proposer la combinaison liné¢aire d’éléments a attribuer a un pic de masse, plusieurs régles

sont a prendre en compte et se trouvent listées par Kind et al. en 2007 [113]

- la restriction du nombre d’¢léments lors de la recherche de formules brutes (utiliser les ¢léments

probables et en nombre probable).

- I'utilisation des reégles de valence, vérification de la distribution isotopique.
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- la contrainte sur le rapport H/C<3 (le ratio H/C est souvent compris entre 0.4 et 2), cette regle
peut étre étendue au rapport hétéro-¢léments/C.

- la limitation du nombre d’hétéro-¢léments présents sur une molécule.
- la derniere régle porte sur la recherche d’adduits formés lors de I’ionisation (protonés ou sodiatés)

Pour parvenir a ces formules brutes, plusieurs logiciels commerciaux et en accés libre sont
disponibles. IIs intégrent ces régles de calculs et d’identification. On peut ainsi citer Formula Predictor
de Shimadzu et Mass links de Waters qui sont des exemples de logiciels propres aux constructeurs.
Cependant, le gros inconvénient de ce type de logiciels provient du fait qu’ils travaillent
exclusivement avec des formats de données propres a I’appareil du constructeur. Il est alors compliqué
de trouver un logiciel répondant a toutes les attentes d’un utilisateur. En parallele de cela, plusieurs
plateformes internet en libre accés ont vu le jour. Ainsi, XCMS et mzMine sont deux possibilités
permettant de visualiser et d’identifier les composés présents dans les acquisitions de masse. Ils
présentent I’avantage de gérer plusieurs formats de fichiers qui sont communs a la plupart des
constructeurs (mzxml, mzdata, cdf). Ces solutions sont gratuites et participatives. Il est en effet
possible de proposer des améliorations ou des correctifs via leur module de développement [114].

2 Méthodologie de retraitement pour les données
MS/MS

Une fois I’attribution des formules brutes réalisée, il reste pour chaque composé €lué et détecté
des milliers de possibilités en termes de structures moléculaires. L’utilisation des spectres de
fragmentation entre alors en jeu pour aider a I’identification de potentielles structures.

11 existe différents processus pour fragmenter un ion en spectrométrie de masse. La Figure 1-29
illustre les deux voies de fragmentations possibles, soit par chauffage soit par excitation électronique
Lors d’une analyse en GC/MS, [I'utilisation d’une source a ionisation ¢électronique assure une
fragmentation en source par un mécanisme non-ergodique et permet d’avoir des spectres de
fragmentation reproductibles d’une analyse a une autre et d’un appareil a un autre si 1’énergie
d’ionisation est la méme (70 eV usuellement). Dans le cas d’une excitation €lectronique les processus
de fragmentation seront trés rapides (107 s) et permettront d’avoir accés a des informations
structurales fines. Lorsqu’on utilise des sources d’ionisation douces qui ne produisent que des ions
moléculaires il faut utiliser des expériences MS/MS en fragmentant les molécules par collision avec un
gaz neutre (CID) au sein du spectromeétre de masse. Ce processus de fragmentation est ergodique, la
fragmentation des ions se fait par une série de collision énergétique qui vont chauffer 1’ion jusqu’a
rompre des liaisons covalentes comme le montre la Figure 1-29. Ces différentes étapes vont induire des
spectres de fragmentation dépendant fortement des conditions dans lesquelles a lieu cette
fragmentation (énergie, gaz de collision, géométrie de 1'ion et de 1’optique ionique ...). Cela réduira la
similitude des spectres de fragmentation d’un appareil a un autre et impactera le retraitement des

données.
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Méthodes d’activation

énergie ‘ ‘ — » Fragmentation

Excitation collisionnelle (CID)
IRMPD

Etat excité

—, fragmentation

Etat Fondamental

eMulti étapes, non localisée

eFragmentation dans I'état fondamental

Excitation électronique (UVPD)
El, LD/LI

—
fragmentation

Fluorescence

eUne seule étape, localisée

ePassage par |'état électronique excité

Figure I-29 : Comparaison entre fragmentation par CID et par EI, LD/LI

Afin d’interpréter les spectres de fragmentation obtenus et de déterminer la structure la plus

résument dans le Tableau I-4.

Tableau 1-4 : Liste des logiciels de comparaison en HRMS

Operating
# Mame system
1 MIST MS Windows
Search
2 MIST Windows
MSPepSearch
2 MS-DIAL Windows
3 MSforlD Windows
4 SMILEMS Windows
5 ACD/ Windows
Spectrus
] MSPepSearch  Windows
7 Mass Frontier  Windows
8 Mass++ Windows
? Progenesis QI  Windows
10  Refiner MS All
11  OpenMS All
12 HCMS2 All

Chapitre I : Etat de I’art

Freely (+) or commercially
($) available
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plausible, il est nécessaire d’employer une interface qui mesure la similarité entre les données
expérimentales et une référence. Il existe différents logiciels effectuant ce travail. Kind et al. a travers
leur article de synthése regroupent les différentes possibilités qui s’offrent & un utilisateur et les
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Ces différents logiciels prennent en compte la plupart des formats de fichiers. De plus, certains
sont disponibles en « open source » afin que la communauté puisse contribuer a leur amélioration. A
noter également que les différents constructeurs de spectrométres de masse proposent de plus en plus
de logiciels permettant le retraitement des données MS/MS.

Chaque logiciel travaille a comparer les spectres de fragmentation acquis associés a la masse de
I’ion fragmenté, avec les spectres présents dans une ou plusieurs bases de données et acquis
expérimentalement sur molécules modéles. Ces bases de données multiplient les conditions d’énergie
de fragmentation pour que I’ensemble couvre un champ assez large en termes de processus de
fragmentation. De nombreuses bases de données de ce type sont disponibles en ligne. Kind et al.
recensent les principales bases disponibles ainsi que le nombre de spectres et de molécules disponibles
a 'intérieur de chacune. Le Tableau I-5 liste ces différentes bases de données. On remarque que le
nombre de molécules disponibles est trés variable. Cela provient du fait que certaines bases de
données, tel que « Spektraris », se concentrent sur un type de composés particuliers, ici les métabolites
des plantes. Les bases de données les plus fournies sont celles dédiées a ’analyse de lipides ou
composés pharmaceutiques.

Tableau I-5 : Liste des principales bases de données disponibles et leurs caractéristiques.

Number of
MS/MS Mumber of Online Freely Instrument In
# Name spectra compounds search available diversity silico
1 MNIST14 M5/ 193120 2344 - 3 +H -
M5

2 MassBank 22000 2800 + + +H+ -

3 METLIN 72 268 14034 + +/% + +-
4 LipidBlast 212516 119 200 - + ++ +

5 MoMA 124 000 68 700 + + +HH +-
6 mzCloud 182 000 2800 + + + -

7 MetaboBASE 26000 13000 - % + -

8 GNPS 212230 12 694 + + + -

9 Spektraris 2626 487 + + + -
10 ReSpect 2000 4000 + + + -
11 M5forlD 20000 1200 - $ + -
12 HMDB 5773 3729 + + ++ + -
13 MetaMS 150 150 + + + -
14 Sumner Library 1734 289 = + + -
15 ChemicalSoft 1619 6476 - +% + -
14 UNPD-ISDB 170 602 170 602 = + + +
17 Designer drugs 10000 750 - 3 + -
18 Drugs/ poisons 10000 68164 - % + -

Si cette approche est adaptée aux applications en métabolomique ou en protéomique (pour des
molécules de grosses tailles dont la fragmentation est maitrisée), elle peut rapidement montrer des
limites notamment pour les composés de plus petites tailles comme ceux attendus dans les huiles de
pyrolyse rapide ou la fragmentation est moins systématique. Il sera donc plus compliqué de trouver
une base de données regroupant les spectres des molécules ciblées enregistrés dans des conditions
comparables.

Comme il est a I’heure actuelle difficile de disposer d’une base donnée exhaustive, une seconde

approche complémentaire peut étre utilisée. A partir de la formule brute du précurseur déterminée par
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mesure HRMS, une premiére base de produits chimiques est interrogée (Chemspider par exemple)
pour lister des structures cibles. Ensuite, des algorithmes vont simuler les spectres de fragmentation de
ces structures et comparer ces données a celles obtenues expérimentalement. Il s’agit d’une approche
dite in silico. Cette fragmentation in silico résulte soit du calcul de 1'énergie de dissociation des liens
(BDE) [115], soit de modéeles statistiques de fragmentation basés sur un apprentissage. La
fragmentation in silico peut étre utilisée pour identifier et classer les spectres MS/MS inconnus en
associant des fragments théoriques aux spectres MS/MS expérimentaux. Certaines bases utilisent une
approche hybride qui correspond a une combinaison des deux approches décrites ci-dessus : base de

données expérimentales combinée a la fragmentation in silico [116].

A chaque proposition de structure, un score est associé. Le calcul de ces scores est basé¢ sur
I’exactitude des spectres et leur similarité entre I’expérimental et 1’attendu. Ainsi, il est possible de
classer les différentes propositions de la plus probables a la moins probables. A noter qu’a I’heure
actuelle ces outils fonctionnent pour les deux modes d’ionisation (+/-) avec des performances
supérieures en mode d’ionisation positif. En effet, davantage de données sont disponibles dans la
littérature en mode d’ionisation positif, ce qui conduit a des bases d’apprentissages plus conséquentes.
En revanche, ces bases ne considérent en général que les ions protonés ou déprotonés, les adduits ne
sont pas considérés ce qui peut étre un point limitant [117].

Dans le cadre de cette thése, une attention particuliére a été¢ apportée a la plateforme internet
MetFrag basée sur une approche hybride. Elle utilise donc une combinaison entre la fragmentation in
silico basée sur 1’énergie des liaisons et la bibliotheque de spectres de fragmentation MoNA [116].
Cette base de données (Mass Bank of North America) contient plus de 190 000 spectres de masse
provenant a la fois des spectres générés par leurs propres expériences mais également de la mise en
commun avec d’autres bases : Mass Bank et LipidBlast.

En conclusion, le traitement des données de fragmentation est actuellement en pleine expansion.
Plusieurs équipes s’attachent a développer des protocoles afin de faciliter la compréhension de ces
gros volumes de données. En fonction de 1’appareillage et de 1’application, 1’utilisateur devra donc
s’orienter vers le logiciel et la base de données les plus adaptés a son domaine d’application. Dans
notre cas, aucune base de données ne semble assez exhaustive pour couvrir I’ensemble des molécules
suspectées. L’approche in silico devra donc étre prise en compte dans un premier temps tout en ayant
conscience que cette approche reste encore en perpétuelle amélioration.

3 Conclusions

Le retraitement de données HRMS et MS/MS permet de parvenir a une identification structurale
des différents composés détectés lors de ’analyse. Pour cela, plusieurs étapes sont nécessaires. En
premier lieu, le retraitement des données HRMS passe par la détermination de la formule brute a 1’aide
de la mesure de masse précise. Plus la mesure est précise et moins le nombre de formules brutes est
important. Pour trouver la meilleure combinaison d’éléments, plusieurs régles sont a respecter comme
les rapports entre ¢éléments, le respect des régles de valence, la présence de signaux isotopiques
correspondants etc. Plusieurs logiciels commerciaux sont disponibles pour réaliser ce travail.
Cependant, ils constituent des « boites noires » pour [’utilisateur sans la possibilit¢é d’adapter les
algorithmes a une application précise. De plus, leur dépendance aux extensions de fichiers propres a
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chaque constructeur, limite grandement leur utilisation. Réaliser ce travail via une interface créée a

fagon pourrait permettre une plus grande adaptabilité aux problématiques rencontrées par I’utilisateur.

Pour valoriser les données MS/MS et parvenir a I’identification structurale de chaque précurseur
fragmenté, 1’utilisation de plateformes de comparaison sur internet semble la méthode la plus
rependue. Il existe plusieurs plateformes permettant la comparaison avec certaines bases de données.
La difficulté de cette méthodologie provient du fait que les spectres de fragmentation obtenus en CID
sont dépendants des conditions et de 1’appareillage utilisés pour 1’acquisition. Cela entraine une forte
diversité de spectres de fragmentation pour une méme molécule et la comparaison est donc a faire en
prenant des précautions (conditions similaires essentiellement). Pour compléter les lacunes de cette
approche, il est également possible d’effectuer une comparaison avec des spectres théoriques calculés
in silico. Cette approche permet de compenser les lacunes des bases de données qui ne sont pas
forcément adaptées aux types de molécules suspectées selon les matrices. La combinaison de ces deux
types de comparaison semble la plus appropriée a la problématique d’analyse des huiles de pyrolyse
rapide par SFC/MS.
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Conclusions générales

L’utilisation des huiles de pyrolyse de biomasse semble une alternative aux énergies fossiles
mais afin de pouvoir les valoriser correctement, il est indispensable de parvenir a caractériser ces
matrices complexes. Actuellement, bien que de nombreuses études aient ét¢ menées sur le sujet,
aucune caractérisation compléte et détaillée de ces mélanges n’a pu étre apportée. Pourtant plusieurs
techniques analytiques puissantes ont déja été investiguées mais ni la GCxGC ni la LCXxLC ne sont
encore parvenues a lever tous les verrous scientifiques liés a ces matrices. Ces techniques permettent
d’obtenir des informations sur des fractions de ces huiles mais jamais une analyse de la matrice
complete n’a pu étre réalisée. La polarité, la thermolabilité ou bien la faible volatilité de certaines
molécules constituent encore des verrous scientifiques d’actualité pour les huiles de pyrolyse rapide.
La chromatographie en phase supercritique semble étre une solution pertinente. Elle pourrait permettre
de combiner les avantages de la chromatographie en phase gazeuse ainsi que ceux de la
chromatographie en phase liquide.

Ce chapitre a permis de voir les possibilités offertes par cette technique analytique le plus
souvent utilisée dans le domaine pharmaceutique. La SFC est une technique universelle dans le sens
ou toutes les combinaisons de phases mobiles et stationnaires peuvent étre employées ainsi qu’une
large gamme de détecteurs. Il n’y a que trés peu de restrictions si I’on désire développer une méthode
analytique basée sur une séparation a I’aide du CO, supercritique.

L’utilisation d’une classification des phases stationnaires et de leurs mécanismes de rétention
semble le meilleur outil pour ne pas se disperser lors du choix des conditions opératoires. Les
parameétres a optimiser sont nombreux pour parvenir a la caractérisation des produits ex-biomasse et
une méthodologie rigoureuse devra donc étre instaurée afin de parvenir a une caractérisation détaillée.

Une fois la séparation optimisée, la détection et |’utilisation de diverses sources d’informations
semblent étre nécessaires afin de couvrir une large gamme de possibilités et ainsi détecter un
maximum de composés au sein de ces matrices. L’utilisation de la spectrométrie de masse HRMS et
en tandem est nécessaire pour parvenir a une identification des composés. Afin d’ioniser et donc

d’analyser un maximum de molécules, plusieurs sources d’ionisation sont envisageables.

Enfin, une fois les données acquises, une stratégie de retraitement adaptée est nécessaire pour
valoriser ces données. Pour cela, divers logiciels de comparaison et de multiples bases de données sont
disponibles sur internet. Les difficultés seront de trouver une base de données adaptée aux molécules
recherchées et aux conditions opératoires choisies et optimisées car les spectres de fragmentation sont
dépendants de ces derniers.
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Annexe 1: Principe des différents organes
d’un spectromeétre de masse

Les sources d’ionisation:

Les sources d’ionisation peuvent étre classées en plusieurs catégories. Le premier groupe
composé de sources d’ionisation fonctionnant a pression réduite (ionisation électronique (EI),
ionisation chimique (CI) par exemple). Ce type d’ionisation est habituellement employ¢ pour les
molécules volatiles et thermiquement résistantes et en couplage avec la chromatographie en phase
gazeuse. En ionisation électronique un faisceau d’électrons énergétique (70eV) va bombarder
I’échantillon avec la formation de cations radicalaires et d’ions fragments. Le spectre de masse obtenu
permet d’avoir des informations structurales sur la molécule analysée soit en utilisant des bases de
données soit en utilisant les reégles de fragmentations. En ionisation chimique (CI) un gaz réactif
(ionisé par EI) est utilisé pour créer des ions protonés ([M+H]") par échange de protons ou des adduits
[M+GH]". En fonction de Daffinité protonique du gaz employé (ammoniac, isobutane, méthane,
hydrogene,...) et de I’analyte, on aura acces soit a des fragments de la molécule a analyser soit a I’ion
moléculaire soit a un mélange des deux. De plus ces sources d’ionisation fonctionnent a pression
réduite et ne tolérent pas des débits de solvants trop importants. Le fait que la phase mobile SFC soit
sous pression (au-dela de 100 bars) et avec un débit d’environ 1 mL/min sera un obstacle a utiliser ces
sources.

Dans le cas de couplages avec la LC classique ou pour ’analyse de composés polaires,
thermiquement fragiles ou bien peu volatils, d’autres types d’ionisation seront préférés. Ainsi, les
sources travaillant a pression atmosphérique sont a privilégier lors des couplages avec la
chromatographie en phase liquide et donc par conséquent adaptables aux spécificités de la SFC. Les
sources a pression atmosphérique les plus répandues sont 'ESI (« ElectroSpray lonization »), I'APCI
(« Atmospheric Pressure Chemical Ionization ») et I'APPI (« Atmospheric Pressure Photolonization
»). Ces trois sources d’ionisation a pression atmosphérique se distinguent par leur mode de
fonctionnement et la gamme de produits qu’elles seront capables d’ioniser. (Figure 1-30).
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Figure I-30 : Zone de masses moléculaires et de polarités optimales pour I'utilisation de chacune des
trois sources a pression atmosphérique [83]
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Dans la source ESI, I’échantillon est infusé et introduit via un capillaire métallique sur lequel
un potentiel est appliqué (Figure [-31). En sortie de ce capillaire, un spray est formé a 1’aide d’un gaz
de nébulisation (généralement de I’azote). Les gouttelettes formées rencontrent un flux d'azote chaud a
contre-courant qui conduit a I'évaporation progressive du solvant. Le premier effet en est la diminution
de la taille de la gouttelette ainsi que, corrélativement, 1'augmentation de la densité de charges au sein
de ces gouttelettes. Lorsque la répulsion coulombienne excéde la tension superficielle de la gouttelette
(limite de Rayleigh), celle-ci explose en formant des gouttelettes de seconde génération, beaucoup plus
petites. Aprés plusieurs étapes successives d’évaporation et d’explosion coulombienne on obtient des
ions désolvatés en phase gazeuse. Cela se traduit par la production d'ions en phase gazeuse,
physiquement intacts et pouvant porter plusieurs charges en raison de l'attachement de protons aux
sites basiques des molécules (dans le cas du mode positif).

Metal Plate

~100 vV
ESI Droplets

Spray Needle Taylor Cone % @ @
Mass
7 Specn'ometcr
@

@ Reduction
Exccss Charge on Surface U
Solvent and neutralized ions )
[}
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Figure I-31 : Schéma de principe d'une source d'ionisation ESI [84]

Les molécules sont généralement détectées sous la forme d’ions moléculaires mono chargés
([IM+H]" ou [M-H]), multichargés ([M+nH]"" ou [M-nH]™) ou sous la forme d’adduits tels que des
adduits sodium ou potassium ([M+Na]" ou [M+K]") pour le mode positif ou des adduits chlorés
([M+CI] ou [M+EtO]’) en mode négatif. L’ionisation en mode + ou - est régie par I’acido-basicité de
I’analyte, les composés basiques répondront mieux en ESI+ et les acides et neutres en ESI-. On
privilégiera cette source pour les molécules de hautes masses moléculaires et avec un caractere polaire

prononce.

La source APCI utilise un nébuliseur pneumatique a azote pour former un aérosol a I’intérieur
d’une chambre (le vaporiseur) chauffée a des températures élevées (entre 350 °C et 500 °C) (Figure I-
32). Dans le vaporiseur, I’effluent de la colonne de chromatographie (solvants + analytes) ou le soluté
analysé par infusion est chauffé et se mélange avec le gaz nébuliseur (ou gaz de transport) pour
conduire les analytes vers 1’électrode a décharge couronne constituée d’une aiguille et la chambre de
nébulisation (volume de la source) qui sert de contre-¢lectrode.

Dans cette zone, la différence de potentiel ¢élevée (entre + 3 et = 6 kV) appliquée sur cette
aiguille, provoque une décharge couronne (décharge €lectrique lumineuse) de ~2-3 pA. Cette décharge
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est une source constante d’électrons pour le processus d’ionisation en APCI : elle ionise I’air ambiant
et crée un plasma (i.e. pseudo équilibre entre espéces neutres, ionisées et électrons, autour de la pointe
de laiguille).

Le flux d’azote lors de son passage a proximité de la décharge couronne va former un plasma
constitué d’azote neutre, d’électrons et d’azote sous forme de cations radicalaires (N,"). Ces derniers
vont réagir avec le solvant d’élution ou make up protique (H,O, MeOH,..) pour donner des especes
protonées. Ces especes seront 1’espéce réactive qui pourra transférer son proton a 1’analyte. Ces

réactions chimiques donnent lieu a 1’ionisation des molécules d’analytes comme suit :

N, +e — No™ +2¢ 6))

No™* +2N; — Ny© +N, 2)

N4t + H,O0 — H,01* +2N, 3)

H,0*" + H,0 — H;0" + HO® )

H;0" + H,O+N; — HYH;0),+ N2 (5)
H*(H;0)p-1 + H,0 + N, — HY(H;0), + Nz  (6)

M + RH* M........... H*.......... R MH* + R

En fonction du potentiel appliqué sur I’aiguille (positif ou négatif), les réactions chimiques
induites ne donneront pas acceés aux mémes ions moléculaires. En mode positif, les ions radicalaires
du plasma vont fournir un H a I’analyte et on formera alors des ions de type [M+H]". En mode négatif,
les ions du solvant vont arracher un H de la molécule de soluté et on obtiendra des ions du type [M-H]

Cette source est généralement utilisée pour la détection de composés moins polaires que ceux
détectables en ESI et donc un peu plus difficilement protonables. Cependant la méthode d'ionisation
est moins douce que I'ESI car les molécules thermolabiles peuvent étre affectées par le chauffage. De
plus, le processus d’échange de charge peut mener a une fragmentation des ions pseudo-moléculaires.

Du fait du systéme de chauffage de la source permettant la volatilisation de I’effluent, il est
possible d’utiliser la source APCI a des débits plus élevés que I’ESI (allant jusqu’a 2 mL/min).

Gaz de V/jﬁ?ﬁéﬁf‘fa@% Chambre API

EL i EFFTTTT rd TSI I LTI

nébulisation m
" [ FRDH

LC — 1 GeL

. Meutres lons
iliai _*§\-\-§ S Agrosol = Vapeur
Gaz aux”'gge P T T T T TT LTI TTTETTE T T TS
10° Pa WGhauﬁage%

Mebuliseur 200 a 500 °C

Echantillonnage

Aiguille de décharge couronne 1 3 6 kV vers M3

Figure I-32 : Schéma de principe d’une source d’ionisation APCI [85]
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Enfin, la source APPI utilise le méme systéme de nébulisation que I’APCI, la différence entre
ces deux sources d’ionisation provient de comment I’énergie est apporté afin d’ioniser les analytes. Si
dans le cas de I’APCI, les électrons sont produits en continu par la décharge couronne et le plasma qui
en résulte, dans le cas de I’APPL, une lampe UV émettrice de photons est utilisée afin de déclencher le
processus de photo-ionisation. Si la géométrie de source est la méme entre les deux, I’APPI aura un
fonctionnement optimale pour un débit de phase liquide beaucoup moins important (50 pL/min contre
ImL/min pour I’APCI) [86]. Bien que 1I’APPI couvre plus de possibilité en comparaison a I’APCI (cf.
Figure 1-30), la sensibilit¢ moindre et la présence d’ions moléculaires de type M™ et [M+H]"
compliquent le spectre de masse obtenu. De plus, il faut que les molécules absorbent les photons UV
pour étre ionisées. Ainsi, il n’est pas possible d’observer toutes les especes chimiques. En employant
ESI et APCI en mode négatif et positif, une large gamme de masse molaire et de polarité sera couverte

par nos expériences.

Les analyseurs

Une fois les analytes ionisés au sein de la source, un second module est nécessaire afin de
parvenir a mesurer le rapport masse sur charge de ces derniers : c’est 1’analyseur. Tout comme les
sources d’ionisation, il en existe plusieurs types avec leurs caractéristiques et leurs avantages propres.
Les analyseurs se distinguent par leurs grandeurs caractéristiques comme la possibilité de faire de la
fragmentation, la sensibilité, la résolution, le temps de scan et la gamme dynamique. Le Tableau I-6
donne les performances et caractéristiques de certains de ces analyseurs. Dans le contexte de cette
these, la spectrométrie de masse a pour but premier de donner a la fois des informations précises en
termes de masse moléculaire mais également des renseignements sur la structure des différents
analytes détectés. Pour cette raison, nous nous focaliserons dans ce chapitre sur les analyseurs offrant
la possibilité de fragmenter, a savoir : FT-ICR/MS, IT, ToF, triple-Quadripdle et Orbitrap.

Tableau I-6 : Performances des principaux analyseurs en MS [87]

Précision
sur la Gamme
Analyseur Résolution mesure de Sensibilite dvnamique Vitesse de scan
masse Yy 1
(ppm)
LIT (Linear Ion Trap) ou
LTQ (Linear Trap 2000 100 Femtomole 10* Rapide
Quadrupole)
Triple Quadrupole (TQ) 2000 100 Attomole 10° Rapide
LTQ-Orbitrap 100 000 2 Femtomole 10* Lente

LTQ-FTICR (Fourier
Transform Ion Cyclotron 500 000 - 1 000 000 <2 Femtomole 10* Lente
Resonance), Q-FTICR

Q-ToF (T‘m;OOFf Flight), IT- 10 000 - 60 000 2.5 Attomole 10° Rapide
Q-LIT 2000 100 Attomole 10° Modérée
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e FT-ICR/MS :

L’analyseur FT-ICR/MS permet par mesure de la fréquence de résonnance cylcotronique de
mesurer le rapport m/z d’ions. Les ions sont transférés dans la cellule ICR (Ion cyclotron resonnance)
via un train d’optiques ioniques composé de multi poles. Il est possible d’avoir un quadripdle ou un
piege ionique linéaire en amont. La cellule ICR baigne dans un champ magnétique produit par un
aimant supraconducteur de 7 a 21 T pour les instruments modernes. La cellule ICR est composée de
quatre €lectrodes comme montré sur la Figure [-33. Deux pour exciter le paquet d’ions et lui donner un
mouvement cohérent et deux utilisées pour la détection du courant induit par le passage des ions. La
fréquence de rotation cyclotronique mesurée pour une population d’ions est une somme de signaux
sinusoidaux appelés transient il est possible d’avoir le spectre de fréquences en appliquant une
transformé de Fourier. Connaissant le champ magnétique il est alors possible d’obtenir le spectre de

g
masse ( ~ 2mm ’). Cette technique permet d’atteindre des résolutions élevées de I’ordre de 100 a

1000 k et une précision en masse de I’ordre du ppm.
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Figure I-33 : Principe d’une cellule ICR

e Orbitrap :

L’Orbitrap se compose de deux électrodes : I’'une, externe, est creuse et la seconde, centrale, est
placée coaxialement, en forme de fuseau (Cf. Figure 1-34). Cette derniére est portée a une tension
alternative a la polarité opposée aux ions. La forme particuliére des électrodes est en effet inspirée par
la forme des champs électriques. Une des particularités de cet analyseur se situe au niveau de
I’injection. En effet, les ions sont injectés dans la cellule Orbitrap par parquet, d’ou la nécessité
d’utiliser un systeme de stockage d’ions (piége ionique) qui sont produits en continu, avant de les
envoyer en méme temps vers I’Orbitrap. Le mouvement des ions selon ’axe de I’¢électrode (z) est
directement proportionnel au m/z de I’analyte. De plus, ce mouvement génére un courant induit

69
Chapitre I : Etat de I’art



enregistré par le détecteur qui est placé sur les électrodes creuses. L’image du courant induit est un
signal transitoire qui est ensuite transformé en spectre de fréquence par la transformation de Fourier,
puis le spectre de fréquence est facilement converti en spectre de m/z pour obtenir les spectres de
masse.
k "2 k 2 r
U(r,z) == (2 —= ) +5(Rm)’In|——| +C
(n2)=3 7) +3(Rn) R

Les spectrométres de masse type Orbitrap sont utilisés dans plusieurs domaines, grace a sa
haute résolution qui reste inférieur a celle du FT-ICR mais qui peut atteindre les 100 000 pour des
masses autour de 400 m/z [88]. De par sa haute résolution, 1’Orbitrap a une précision en masse tres
haute. On parviendra a des mesures < 1 ppm d’écart avec une calibration interne et environ 3 ppm

avec une calibration externe.

Figure 1-34 : Schema d’un analyseur Orbitrap

e Quadripdle :

Cet analyseur est composé de 4 électrodes cylindriques. Les électrodes opposées sont reliées entre
elles et soumises au méme potentiel (U 4+ Vcos(wt)). Les deux autres électrodes sont soumises a une
tension opposée —(U+Vcos(wt)). Le potentiel crée au sein du quadripole permet donc de guider les
ions en balayant le rapport U/V. Les valeurs de tensions appliquées vont définir une gamme de
stabilit¢ pour les ions traversant I’analyseur. De ce fait, il sera possible de filtrer les ions voulus.
L’intérét de cet analyseur est de pouvoir analyser une gamme de masse (full scan) ou de filtrer un ou
des ions donnés (Single Ion Monitoring). Il existe également la possibilité de coupler trois quadripoles
a la suite. Cet analyseur triple quadripdle va pouvoir étre utilisé de différentes maniéres. Un des modes
les plus utilisés en quantification ciblée est le mode Multiple Reaction Monitoring. Dans ce cas, le
premier quadripdle permet de sélectionner un rapport m/z donné souvent I’ion moléculaire, le second
permet la fragmentation par collision (CID) et le dernier filtre sur un ion fragment caractéristique de

I’ion moléculaire (ou plusieurs). Ainsi on a un gain trés important en sensibilité.
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e Le picge ionique /T :

L’analyseur a piége ionique existe sous deux types : 2D Linear lon Trap et 3DCircular Ion Trap.
Le CIT est constitu¢ d’une électrode circulaire ou on applique un courant continu et un courant
alternatif, et de deux électrodes chapeaux. Les potentiels appliqués permettent la création d’un champ
quadripolaire au centre du piége ionique ou les ions sont piégés, environ 1 cm’ ce qui limite la quantité
d’ions qu’il est possible de piéger (dG a la charge d’espace). Du gaz est injecté a trés basse pression
(He) pour thermaliser les ions, ainsi il est possible d’augmenter I’efficacité de piégeage. Les équations
de Mathieu régissent la trajectoire des ions dans un environnement électrostatique, la résolution de ces
derniéres pour un piége ionique quadripolaire donne un digramme de stabilité avec en ordonné la
tension Uy et en abscisse la tension V. La trajectoire des ions va donc dépendre du rapport m/z. Dans
le cas d’une trajectoire stable, une forme de huit dans I’espace est observée avec des micros
mouvements tout au long de trajectoire. Comme le piege est en trois dimensions, pour que les ions
restent au centre, il faut que les ions soient stabilisés dans trois dimensions, dont chaque dimension est

assimilée a un axe (X, y et z).

L’intérét de cet analyseur réside dans sa capacité a isoler et a fragmenter des ions. En effet, les
ions dans le piege ionique sont caractérisés par deux fréquences, une radiale et une axiale [89]. Pour
les expulser on applique un courant alternatif sur les électrodes chapeaux, ou I’amplitude est constante
et suffisamment grande, tandis que la fréquence axiale augmente progressivement. On appelle cela un
balayage de fréquences qui vont progressivement €jecter tous les ions. Afin d’isoler un ion en
particulier, il suffit d’omettre la fréquence axiale qui lui correspond. Généralement on omet une
gamme autour de cette fréquence et cette largeur de gamme correspond a la fenétre d’isolement. Plus
la fenétre est fine, plus le spectre est propre, mais si la fenétre est trop étroite on risque d’éjecter les
ions d’intérét. Une fois I’ion précurseur isolé, on applique un potentiel et on ajoute un gaz neutre afin
d’induire une collision et d’augmenter I’énergie interne de 1’ion précurseur. Une fois la fragmentation
réalisée les ions sont expulsés vers le détecteur.

e Temps de vol /ToF (Time of Flight) :

Le principe de cet analyseur est simple, il repose sur le temps parcouru des ions dans un tube de
vol.

L’analyseur a temps de vol est composé d’une zone d’accélération dans lequel un potentiel va étre

appliqué aux ions (Ep = qV) puis ils vont se trouver dans une zone de vol libre, ainsi leur Egenier Va se

mxv?

2)'

transformer en Eieique (EC =

mxv?
2

On a alors Ep = Ec et donc en remplagant =qxE

En mesurant le temps d’arrivée des ions au détecteur connaissant la longueur du temps de vol et la
tension d’accélération on a acces a m/z.

La dispersion en énergie des ions dans la zone d’accélération fait qu’il y a besoin de
refocaliser les ions pendant leur vol libre pour corriger ce biais. Ainsi, la plupart des analyseurs a
temps de vol utilisent des réflectrons (miroirs €lectrostatiques). La précision sur ces analyseurs varie
entre 1 et 10 ppm.
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Ces différents analyseurs peuvent étre utilisés seuls ou combings. L’intérét est de pouvoir
créer des analyseurs hybrides en couplant certains analyseurs. Les exemples les plus courants sont
I’IT-ToF, le Q-ToF ou bien encore I’Orbitrap-IT. Ces expériences permettent de faire de la
spectrométrie de masse en tandem.

Dans le cadre de cette thése, trois types de spectrométres ont pu étre employés. 1l s’agit de
I’IT-ToF et un simple quadripdle en couplage avec la SFC et un FT-ICR/MS.
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Annexe 2 : Composés détectés par GC et

GCxGCl43]

Nom c H 0 N Masse
moléculaire
Methanol 1 4 1 0 32.03
Ethanol 2 6 1 0 46.04
Proprenol 3 6 1 0 58.04
Ethendiol 2 6 2 0 62.04
Isobutanol 4 10 1 0 74.07
Butenol 4 8 1 0 72.06
Dimethylpentanol 7 16 1 116.12
cyclopentanol 5 10 1 0 86.07
propanetriol 3 8 3 0 92.05
Dioxolane-methanol 4 8 3 0 104.05
Dimethoxyethanol 4 10 3 0 106.06
Dimethylcyclohexanol 8 16 1 0 128.12
octanol 8 18 1 0 130.14
isopropylcyclohexanol 9 18 1 0 142.14
xylitol 5 12 5 0 152.07
formic acid 1 2 2 0 46.01
acetic acid 2 4 2 0 60.02
propenoic acid 3 4 2 0 72.02
propionic acid 3 6 2 0 74.04
hydroxy acetic acid 2 4 3 0 76.02
isocrotonic acid 4 6 2 0 86.04
butyric acid 4 8 2 0 88.05
pentadienoic acid 5 6 2 0 98.04
methyl butenoic acid 5 8 2 0 100.05
valeric acid 5 10 2 0 102.07
hydroxybutiric acid 4 8 3 0 104.05
levulinic acid 5 8 3 0 116.05
hexanoic acid 6 12 2 0 116.08
propylpentanedioic acid 8 14 4 0 174.09
hydroxytridecanoic acid 13 26 3 0 230.19
formaldehyde 1 2 1 0 30.01
acetaldehyde 2 4 1 0 44.03
propenal 3 4 1 0 56.03
propanal 3 6 1 0 58.04
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ethanedial 2 2 2 0 58.01
glycoaldehyde 2 4 2 0 60.02
crotonaldehyde 4 6 1 0 70.04
butanal 4 8 1 0 72.06
oxopropanal 3 4 2 0 72.02
hydroxypropanal 3 6 2 0 74.04
methylbutenal 5 8 1 0 84.06
pentenal 5 10 1 0 86.07
succinaldehyde 4 6 2 0 86.04
glyceraldehyde 3 6 3 0 90.03
glutaraldehyde 5 8 2 0 100.05
octanal 8 16 1 0 128.12
acetone 3 6 1 0 58.04
butanone 4 8 1 0 72.06

acetol 3 6 2 0 74.04
cyclopentanone 5 8 1 0 84.06
pentanone 5 10 1 0 86.07
butanedione 4 6 2 0 86.04
hydroxybutano ne 4 8 2 0 88.05
cyclopentendione 5 6 2 0 98.04
cyclohexanone 6 10 1 0 98.07
hexanone 6 12 1 0 100.09
hydroxypentanone 5 10 2 0 102.07
dimethylcyclopentenone 7 10 1 0 110.07
dimethylcyclopentanone 7 12 1 0 112.09
hexanedione 6 10 2 0 114.07
trimethylcyclopentenone 8 12 1 0 124.09
methylheptanone 8 16 1 0 128.12
acetyloxybutanone 6 10 3 0 130.06
methyl formate 2 4 2 0 60.02
methyl acetate 3 6 2 0 74.04
ethyl formate 3 6 2 0 74.04
vinylacetate 4 6 2 0 86.04

ethyl acetate 4 8 2 0 88.05
methylbutanoate 5 10 2 0 102.07
methylpentanoate 6 12 2 0 116.08
hydroxy propanone acetate 5 8 3 0 116.05
propenyl butanoate 7 12 2 0 128.08
hydroxybutanone acetate 6 10 3 0 130.06
allyl acetylacetate 7 10 3 0 142.06
isobutylisobutanoate 8 16 2 0 144.12
methyl octanoate 9 18 2 0 158.13
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ethyl methyl succinate 7 12 4 0 160.07
hexene 6 12 0 0 84.09
dimethylcyclopentene 7 12 0 0 96.09
ethoxybutane 6 14 1 0 102.10
ethoxypentane 7 16 1 0 116.12
decan 10 22 0 0 142.17
dibutylformamide 9 19 1 1 157.15
methylfluorene 14 12 0 0 180.09
fluorenol 13 10 1 0 182.07
ditolylmethane 15 16 0 0 196.13
furan 4 4 1 0 68.03
methylfuran 5 6 1 0 82.04
furanone 4 4 2 0 84.02
Vinylfuran 6 6 1 0 94.04
furfural 5 4 2 0 96.02

furfuryl alcohol 5 6 2 0 98.04
furandione 4 2 3 0 98.00
valerolactone 5 8 2 0 100.05
propylfuran 7 10 1 0 110.07
methylfurandione 5 4 3 0 112.02
hydroxymethylfurfural 6 6 3 0 126.03
methyl furoate 6 6 3 0 126.03
dimethylhydroxyfuranone 6 8 3 0 128.05
dimethoxytetrahydrofuran 6 12 3 0 132.08
heptylbutyrolactone 11 20 2 0 184.15
dihydropyran 5 8 1 0 84.06
pyranone 5 4 2 0 96.02
pyranedione 5 4 3 0 112.02
hydroxydihydropyranone 5 6 3 0 114.03
hydroxy methyl pyran one 6 6 3 0 126.03
dihydroxymethylpyranone 6 6 4 0 142.03
pyridine 5 5 0 1 79.05
methylpyridine 6 7 0 1 93.06
pyridinol 5 5 1 1 95.04
formylpyrrol 5 5 1 1 95.04
acetylpyrrol 6 7 1 1 109.06
levoglucosenone 6 6 3 0 126.03
anhydroarabinofuranose 5 8 4 0 132.04
anhydroxylofuranose 5 8 4 0 132.04
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levoglucosan 6 10 5 0 162.05
anhydrogalactopyranose 6 10 5 0 162.05
melibiose 12 22 11 0 342.12
lactose 12 22 11 0 342.12
benzene 6 6 0 0 78.05
toluene 7 8 0 0 92.06
styrene 8 8 0 0 104.06
ethylbenzene 8 10 0 0 106.08
xylene 8 10 0 0 106.08
propynylbenzene 9 8 0 0 116.06
indene 9 8 0 0 116.06
ethyltoluene 9 12 0 0 120.09
naphtalene 10 8 0 0 128.06
methyl indene 10 10 0 0 130.08
methylnaphtalene 11 10 0 0 142.08
ethylindene 11 12 0 0 144.09
dimethylnaphtalene 12 12 0 0 156.09
benzylalcohol 7 8 1 0 108.06
benzofuran 8 6 1 0 118.04
ethenyloxybenzene 8 8 1 0 120.06
dihydrobenzofuran 8 8 1 0 120.06
acetophenone 8 8 1 0 120.06
methoxymethylbenzene 8 10 1 0 122.07
benzoic acid 7 6 2 0 122.04
dihydroxytoluene 7 8 2 0 124.05
methylbenzofuran 9 8 1 0 132.06
phenyl propanone 9 10 1 0 134.07
methoxydimethylbenzen 9 12 1 0 136.09
methyl naphtol 11 10 1 0 158.07
methoxymethylbenzofuran 10 10 2 0 162.07
trimetoxybenzene 9 12 3 0 168.08
biphenylol 12 10 1 0 170.07
naphtoic acid 11 8 2 0 172.05
methoxynaphtol 11 10 2 0 174.07
trimethoxy methyl benzene 10 14 3 0 182.09
methoxy naphtoic acid 12 10 3 0 202.06
methoxymethyl nitrophtalic acid 10 9 7 1 255.04
benzaldehyde 7 6 1 0 106.04
methylbenzaldehyde 8 8 1 0 120.06
hydroxybenzaldehyde 7 6 2 0 122.04
phenylpropenal 9 8 1 0 132.06
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hydroxymethylbenzaldehyde 8 8 2 0 136.05
dihydroxybenzaldehyde 7 6 3 0 138.03
ethoxymethoxybenzaldehyde 10 12 3 0 180.08
anisol 7 8 1 0 108.06
methyl anisol 8 10 1 0 122.07
dimethylanisol 9 12 1 136.09
phenol 6 6 1 0 94.04
cresol 7 8 1 0 108.06
vynilphenol 8 8 1 0 120.06
ethylphenol 8 10 1 0 122.07
dimethylphenol 8 10 1 0 122.07
allylphenol 9 10 1 0 134.07
propenylphenol 9 10 1 0 134.07
propylphenol 9 12 1 0 136.09
ethylmethylphenol 9 12 1 0 136.09
trimethylphenol 9 12 1 0 136.09
allylmethylphenol 10 12 1 0 148.09
di tert buthyl methyl phenol 15 24 1 0 220.18
catechol 6 6 2 0 110.04
resorcinol 6 6 2 0 110.04
hydroquinone 6 6 2 0 110.04
methylcatechol 7 8 2 0 124.05
ethylcatechol 8 10 2 0 138.07
methoxycatechol 7 8 3 0 140.05
guaiacol 7 8 2 0 124.05
methylguaiacol 8 10 2 0 138.07
ethylguaiacol 9 12 2 0 152.08
vanilin 8 8 3 0 152.05
syringol 8 10 3 0 154.06
eugenol 10 12 2 0 164.08
homovanilin 9 10 3 0 166.06
methylsyringol 9 12 3 0 168.08
vanilic acid 8 8 4 0 168.04
coniferaldehyde 10 10 3 0 178.06
coniferol 10 12 3 0 180.08
vinylsyringol 10 12 3 0 180.08
guaiacyl actone 10 12 3 0 180.08
propioguaiacone 10 12 3 0 180.08
dimethoxyacetophenone 10 12 3 0 180.08
syringaldehyde 9 10 4 0 182.06
hydroxypropylguaiacol 10 14 3 0 182.09
ethylsyringol 10 14 3 0 182.09
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allylsyringol 11 14 3 0 194.09
propenylsyringol 11 14 3 0 194.09
ferulic acid 10 10 4 0 194.06
propylsyringol 11 16 3 0 196.11
sinapaldehyde 11 12 4 0 208.07
syringyl acetone 11 14 4 0 210.09
sinapyl alcohol 11 14 4 0 210.09
homosyringic acid 10 12 5 0 212.07
78

Chapitre I : Etat de I’art



