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Partie 2: Méthodes d’identification et d’analyse structurale

M¢éthodes d’identification et de détermination de la structure chimique des molécules

1- Les méthodes chimiques: Caractérisation d’'un groupement fonctionnel par un réactif chimique

2- Les méthodes physiques: Méthodes spectroscopiques

2-1 La Spectroscopie moléculaire ultraviolet-visible: caractérisation des groupements fonctionnels

2-2 La Spectroscopie moléculaire infrarouge: caractérisation des groupements fonctionnels

2-3 La spectrométrie par diffraction des rayons X : caractérisation de la structure des molécules
cristallisée

2-4 La spectrométrie de masse : caractérisation de la masse des molécules

2-5 La Spectroscopie RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) : caractérisation de la structure

des molécules par la RMN du proton et du carbone-13.
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4- Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technigue d'analyse physico-chimique permettant de détecter,
d'identifier et de quantifier les molécules inconnues par mesure (avec grande précision) de leur

MasSe.

Les molécules biologiques sont formés essentiellement de: C, H, O, N, P, S

Chaque atome a sa propre masse atomique. Connaissant la formule brute d’une molécules on peut
calculer sa masse moléculaire

Exemple: I’alanine C3H,NO,

(3x12) + (7x1) + (1x14) + (2x16)= 89 Da

(3x12,01115) + (7x1,00797) + (1x14,0067) + (2x15,9994)= 89,09474 Da

L’unité de la masse (U) est le Dalton (Da): 1U=1 Da=1,660540x10-2" Kg
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4- Spectrométrie de masse

Principe: Le principe général de la spectrométrie de masse repose sur une ionisation et une
fragmentation des molécules. Leur ionisation entraine en effet une accumulation d’énergie qui,
en se dissipant peut provoquer la rupture des liaisons interatomiques et donner naissance a des
fragments caractérisés par le rapport de leur masse a leur charge. Elle permet la séparation (en
phase gazeuse) des molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Le
recueil sélectif des différents ions permet 1’établissement d’un spectre caracteristique appelé le

spectre de masse.

Cette technique est applicable pour des composeés solides, liquides et gazeux

Elle permet :

» Détermination de la masse molaire

» Analyse structurale

» Explication des mécanismes de ruptures de liaisons...

» Analyse quantitative (limites de détection: nanogramme, picogramme)

Avantages de la technique: sensibilité, sélectivité et la rapidité
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4- Spectrométrie de masse

le rapport masse/charge (m/z). Exemple atome de carbone

_ 12+
Atome de Carbone C
o e Cavone [N

Mass
Number(A)

No. of protons(Z)

6 protons
+ 6 neutrons
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4- Spectrométrie de masse

L’analyse des molécules par spectrométrie de masse est une succession des étapes auxquelles

I’échantillon est soumis :

= \olatiliser : On passe de 1’état de matiére condensee a un état gazeux (Séparer les molécules les
unes des autres).

= |onisation et fragmentation: 1’échantillon porté sous forme de gaz ou de vapeur est transformé
en ions par bombardement électronique. La fragmentation de I'ion aura lieu lorsque son énergie
Interne est supeérieure a I'énergie d'activation.

= Accélération : les ions sont focalisés et accélérés par des lentilles électroniques, pour accroitre
leur énergie cinétique.

= Seéparation : les ions sont sépares selon leur rapport masse/charge (m/z) par I’analyseur

= Détection : aprés séparation, les ions sont captés par un détecteur dont le signal est
proportionnel aux charges des ions regus.

= Affichage du spectre de masse issu du traitement du signal envoyé par le détecteur, et qui

représente 1’ abondance des ions en fonction de leur rapport m/z.
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4- Spectrométrie de masse

L’1onisation des molécules peut se faire par
¢ Par protonation: A-BH*

+ Par déprotonation : A-B-*

¢ Par perte d’éléctron: A-B*

+» Par cationisation: A-B-Na*

(lonisation)

M+e ->M +2e
A-B-C+1le —A-B-C'+2e

Fragmentation
CH4CH,CH; " — CH,CH "™ + CH,’

La fragmentation: lorsque 1’énergie interne des
ions est suffisamment ¢élevée d’autres
fragmentation peuvent se produire

A"+ B
A-B**

A._l_ B+

CH,+e —CH, +2 (lonisation)
CH4 — CH3 +H’

CH4 +CH, — CH5 + CH3 (Autoprotonation)
CH3 + CH4 — C2H5 +H,

Certains facteurs favorisent la fragmentation:

¢ Rupture facile des liaisons faibles

¢ Les fragments stables se forment préférentiellement

¢ Les fragmentations avec réarrangement sont favorisées (réarrangements de McLafferty) est une

transformation classique qui apparait de facon tres générale pour les ions moléculaires possedant

un carbonyle C=0 ou une double liaison C=C
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4- Spectrométrie de masse

lonisation par impact éléctronique: L’ionisation de la molécule M conduit a un ion moléculaire
- - 7 7 -7 7 " 7 - y 4 V4 +|
positif. Tous les électrons étant appariés dans la molécule neutre, I'ion moléculaire formeé noté M

N . - ’ ,- . - +e -
comporte a la fois une charge positive et un électron célibataire M+e — M + 2e

.-""’
r
o
J

Dissociation ionization Double ionization Dissociation attachment
(negative ion formation)
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4- Spectrométrie de masse

Types d’ionisations

M+e M +2e

ABC + e (70eV) —= ABC* + 2e”

L AB*+ C

lonisation simple

Fragmentations compeétitives

(BC*)'+ A
L, B+ + C Fragmentation consecutive
—» ABC* + 3 lonisation double
L AB*+ C*
Dissociations
AB**+ C
butane [CH3-CH,-CH;—CH3]*  ——=  CH3-CH,-CH;* 4  CHJ
mie = 58 -15 mie =43
[ Ty T
H—(i:—(‘fl.r{ (i‘.* — - CH3* + CH;=CHj3
H H H
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4- Spectrométrie de masse

¢ Un composé organique introduit dans la source de I’appareil le spectrometre de masse est
ionisé par bombardement électronique (6 eV - 70 eV).
L'ion ainsi obtenu, appelé ion moléculaire, permet la détermination de la masse moléculaire du
COmMpOSe.
Il peut y avoir des ruptures des liaisons chimiques au sein de I'ion moléculaire, formant ainsi
des ions fragments. La quantité de fragments produit dépend de la « force » de I’ionisation
s Les ions fragments sont ensuite séparés en fonction de leur rapport masse/charge par
I'application d'un champ magnétigue et/ou électronique, puis collectés par un détecteur.
 L'ensemble de ces ions fragments constitue le spectre de masse, représentant I’intensité des ions
en fonction de leur rapport m/z, dont la lecture permet l'identification de la masse moléculaire,

ainsi la structure moléculaire. Cette identification est possible par comparaison des données

(provenant du spectre de masse) sur une base de données contenant une banque de spectre.
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4- Spectrométrie de masse

% Un composé organique introduit dans la source de I’appareil le spectrometre de masse est

lonisé par bombardement électronique (6 eV - 70 eV).
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4- Spectrométrie de masse

Le spectrométre de masse comprend :

s Systéeme d’introduction: qui fait pénétrer 1’échantillon dans le spectrophotomeétre ( GC, LC...):

o%

% Source d’ionisation : Dans la quelle les molécules sont ionisées. Il existe plusieurs méthodes
d’ionisation. La plus importante est I’impact électronique

% Analyseur : permet la séparation des ions suivant leur rapport masse/charge en application d’un
champ magnétique. Le plus grand seront le moins déviés.

s Détecteur: apres séparation les ions sortant de 1’analyseur sont captés par le détecteurs qui les
exprime en fonction de leur abondance relative

s Systeme de traitement de donnée: systeme informatique qui permet de transformer les données

recus par le détecteur en spectre de masse.

e - EIED - e - TR

Poduction dions Séparation deslons Convarsion dun Repré=ntation des
prduits en foncton o T o R e donmnée = dans un

£n ]:h-EE‘E' QEEUEE =N OO rEnt i."'l.':l:'l.ml'l.li.":

du rapport miz specte de masse
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4- Spectrométrie de masse

Principe de base de la spectrométrie de masse: apres ionisation des molécules, ces ions sont soumis,
sous un trés bon vide, a ’action d’un champ magnétique. Les forces exercées sur ces ions permettent

leurs déviation en fonction de leurs rapport m/z. Le plus grand seront le moins déviés et détectés en

dernier par le détecteur

PresE,ion sous vide
J

|
Déwiation des

e /
molécules chargées

&//
= \ (proportionelle au
Ion moléculaire @ rappot m'z) par un
Iomsanok @ - \ \ champ magneétique
/Cham\\‘ \

Ion moleula:re {

plus ces fragments \\ / | \ )
{

9 & @

Deétecteur
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4- Spectrométrie de masse

Schéma géneral du spectrometre de masse

Aimant

Entrée de  Source de chaleur
I'échantillon vaporisant I'échantillon

lons accéléres

Faisceau
d'électrons

Champ magnétique
déviant les ions les
plus légers Détecteur

http://4pharma.blogspot.com/2017/08/spectrometrie-de-masse.html
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4- Spectrométrie de masse

Schéma géneral du spectrometre de masse

FAISCEAL D'IONS
ISOLANT

CATHODE A~ - FENTES DU
( TRES DEVIES / DETECTEUR
..,. ¥
SOURC renies VERS LA POMPE <__{ DETECTEUR
l]'IEIHS A VIDE "\,
a PLAQUES %
ACCELERATRICES ,
IHJECTEUR ANODE
ECHANTRLLOWS ENREGISTEUR |

LES IONS TROP LOURDS
=UHT PEU DEVYIES

~-TUBE AHALYSEUR

SEULS LES IORS DE
MASSE ATTENDUE
SERONT DETECTES

LES IOHS TROP X
LEGERS SONT
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4- Spectrométrie de masse

Le spectre de masse est un diagramme avec, en abscisse, le rapport m/z (exprimé en Dalton) et en
ordonnée, I’intensité correspondant a I’abondance relative des ions.
Les différents types de pics observés dans un spectre de masse sont :

/

¢ Le pic de base: C’est le pic le plus intense du spectre. Il correspond a I'ion le plus abondant.
% Le pic moléculaire ou pic parent: Il correspond a I’ion de nombre de masse égal a la masse
moléculaire de la substance.

% Les pics fragments: il correspond aux différents ions fragments

Pic de base
intensité 100 Pic Moleculaire

: }

Pic Fragments
A
~ ~

Intensité relative (%)

m/z
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4- Spectrométrie de masse

100

80

[@))
o

Relative Intensity
LN
o

N
o

acyl radical ~ methyl cation

(not detected) ~ m/z=15

molecular ion peak

@
(I?
——+ H-C=0 + eCH,
Hy ™ CHs
molecular ion
base peak
m/z =43
” X ﬂ
) acetone (I:
i o CH, m/z = 58
I
B Co 0+
- H3C CHj [l
/C\
B H5C CH;
— ®CHj
| [ I ] ! |
IIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 10 20 30 40 50

m/z

Chapitre 4: Spectrométrie de masse Dr. Benariba N.

60

17



4- Spectrométrie de masse

CH,—CH,—CH,—CH;—CH—CH, -

1003 . Pic de base = 57
1= Intensité = 100
=

: E Pics fragments
4 43
=
=
> 41
50| =

Pic moléculaire
506

Pics fragments
71

27

0 20 40 60 80 m/z
Spectre de masse de 'hexane CsH1: (M=86)
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4- Spectrométrie de masse

CH—CH,—CH—CH—CH—CH, 86

CH—CH} “CH=CH~CH~—CH,
27 57
y T + .
cit  cH=CH,—CH~CH—CH,
15 71
CH—CH=C"  "CH=CH—CH,
41 43
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4- Spectrométrie de masse

L'analyse d'un composé aromatique sur un appareil a spectrométrie de masse a a donné le spectre de

fragmentation suivant

100 ‘
‘ Pic de Base 1b5
90 >
80 120
70 i
60 i |
50 ',
77 L
40 pic fragnent Pic ftagment Moléculaire
30 ‘1'
20
10 51 78 106 121 133 176
0 1]”"".’1!(4‘-""[" |'"'lﬂW'"’.l'f""?‘?ﬂl'! 'l'IlIlll('(-AllTln'ml‘ll'!?nl?fm"?’l'l'"l'l?lllllll'llllY”l:/l;"
- m/z
R838K8832N5EEBE
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4- Spectrométrie de masse

L'analyse d'un composé aromatique sur un appareil a spectrométrie de masse a a donné le spectre de

fragmentation suivant

Abundance 126
%
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4- Spectrométrie de masse

L'analyse d'un composé aromatique sur un appareil a spectrométrie de masse a a donné le spectre de

fragmentation suivant

Abundance 81
% 67
a0 7
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4- Spectrométrie de masse

Les domaines d’application de la spectrométrie de masse sont divers:
Dans le domaine médical:

+ Larecherche biomédicale : recherche de biomarqueurs et identification de protéines

L)

0‘0

la toxicologie : Dosage des drogues et alcool, les intoxications médicamenteuses
¢ La chimie clinique et analytique

s La Médecine Légale : Identification des drogues et toxiques

% La Pharmacie: Pureté des produits pharmaceutiques et étude de leurs métabolites
Le domaine non médical:

¢ L’analyse éco-toxicologique

¢ L’agroalimentaire

s Le cosmétique

+» L’alimentation
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4- Spectrométrie de masse

Les spectrometres de masse utilisés dans les laboratoires ont des combinaisons diverses entre un
lonisateur et un analyseur de masse. Les plus connus sont les ESI-MS, ESI-MS/MS, MALDI-
TOF/TOF, ESI-Q/Trap et Orbitrap. Ils sont choisis en fonction de leurs performances et de leur colt
d’installation. Pour ameliorer les performances d’un MS ou MS/MS, le spectrométre de masse est

souvent couplé avec une méthode de séparation telle que la chromatographie gazeuse (GC) ou liquide
(LC) pour une meilleure séparation des composeés avant la MS.

MALDI-TOF

x‘
3
Y
9
3
m,
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